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Asunto : Solicitud de patente para:

“VIROSOMAS CATIONICOS DOSPER”

Fecha de la solicitud : 6 de octubre de 2000

TRAMITE:02 - EVENTO0:01 - ACTUACION:444

1. Yo, Emilio FERRERO, obrando comc apoderado del solicitante en
el asuntec antes identificado, me refiero al auto nimero 3615,
notificado por estado del 10 de noviembre de 2000.

2, Mediante el auto niimero 3615 se pusc en conocimiento del
solicitante el informe que contiene las observaciones hechas por su
Despacho sobre la presente solicitud de patente. Atiendo a las
observaciones de la manera egiguiente:

2.1. Dibujos. Presento junto con este escrito los dibujos de
las figuras 12 y 13 que se mencionan en la descripcidn.

2.2. Copia Certificada. Presento con este escrito copia

certificada de la solicitud de patente americana mnGmero
09/414.872 del B de octubre de 1999 junto con su respectiva
traduccién de sus reivindicaciones y caritula, en la cual se

basa la reivindicacién de la prioridad.

SUSPUESTA AUTO-No. 3615 DEL ESTAD

BEL b/ 0 db monizhis Ole 22000

NIT. 860.041.367-3
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3. Puesto que se han atendido a cabalidad 1las observaciones
hechas por su Despacho scbre la presente solicitud de patente,

atentamente solicito que se continiie su tramitacién.

Bogotd, =7 DIC. 2000

Sefiora Jefe,

o G
EMILIO FERRERO
T.P.A. No. 31.929
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TQ ANLTO WHOM THESE; PRESENDS, SHAUL, GOMES

UNITED STATES DEPARTMENT OF COMMERCE

United States Patent and Trademark Office

October 04, 2000 M}‘%

2R
THIS IS TO CERTIFY THAT ANNEXED HERETO IS A TRUE COPY FROM j;?|
THE RECORDS OF THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK ]
OFFICE OF THOSE PAPERS OF THE BELOW IDENTIFIED PATENT it

- APPLICATION THAT MET THE REQUIREMENTS TO BE GRANTED A : U,
FILING DATE UNDER 35 USC 111.
APPLICATION NUMBER: 09/414,872 : fe
FILING DATE: October 08, 1999 - E

By Authority of the
I COMMISSIONER OF PATENTS AND TRADEMARKS ok

Ao Gt

Hl L.
Certifying Officer




T, PATENT APFLICATION
IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 2 mm
|

OLIFF & BERRIDGE, FLC ' E# Attomey Docket No.: 101909.01 Soe %
P.O. Box 19918 e .: %
Alexandris, Virginia 22320 s — Date: October 8, 1999 :.;_-o
Telephone: (703) 836-6400 SE=c . \%
Facsimile: (703) 836-2787 SR o

0 X PATENT APPLICA
Assistant Commissioner for Patents =5 | .
Washington, D.C. 20231 ~ BS%  CONTINUING APPLICATION TRANSMITTAL

' RULE 1.53(b).
Transmitted herowith for filing under 37 CER. §1.53(b) is a

[ Continuat O] Divisicoal 8 Continuation-in-Part

application of prior pending Application No. 09/171, 882, filed December 30, 1998,
Far (Title): CATIONIC VIROSOMES AS TRANSFER SYSTEM FOR GENETIC MATERIAL
By (tavenkas): Ermst Rudolf WALTY; Reinhard GLUCK; sud Peter KLEIN

1. {8 A Declaretion and Power of Attorney is attached. 'I‘h:nﬂadwdbe:hnﬁmmdl’mbfAmmeyil:
{1 a A copy of the Declaration and Power of Atterney from tho parent application. (Used with the
same ot fower inventors and (s) a copy of the prior application or (b) a revised, reformatted or
edited verzion of the prior application that does not contain new maticr.)
B b Anew Declarution and Power of Attorney. (Used with the samoe, fower or additional inventons

and (s) a copy of the prior application, (b)lwuled.refatmamduredmdvumofﬂmpm:
. spplication that does not contxin new matter, or (c) a new specification.)

2. ®  The filing fee is calculated below:

C[.AMS]NTEEAPPI.ICATIONAFTERMYOF

O MULTIPLE DEPENDENT CLAIMS PRESENTED
* If the difference is less than zero, enter "0%.

OR
#msrcm : oR
TOTALCLAMS | 30-20 | = 100 OR
"INDEP CLAIMS 2-3 - 0 oR
o)
OR,

3, B3  Check No. 103533 in the emount of $470 to cover the filing feo is attached. The Commissioner is -
hereby muthotized to charge sty other fices that may be required to complete this filing, or to credit
any overpayment, 10 Deposit Account No. 15-0461. Two duplicatr copies of this sheet are

" attached,

4, [0  Cancel claims of the spplication before calculafing the filing foe, At least ono independent claim
. is retained for filing purposes.

DEPOSIT ACCOUNT USE
AUTHORIZATION {
Please grant any extension
necessary for entry;
Charge any fee due to our
Deposit Account No. 15-0461

: -‘:[ -

e
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16.

OOO0OR RE

Rule 53(b) Contimuation-in-Part Application
. of U.S. Application No, 09/171 882
- Filed December 30, 1998
Amend the spécification by inserting before tha first line the sentence:
—This is a ] Continuaticn [) Division [¥] Continuation-in-Part of Application No. 09/17],832 filed
Decomber 30, 1998, which in tum is a U.S. National Stage of PCT/BP97/02268 filed May 4, 1997. The
entire disclosures of the prior applications sre hersby incarparated by reference herein in their entirety. -
Farma] drawings (Figs. 1-26) are attached,

Pricrity of foreign application(s) No. 96107282 4 filed May 8, 996 in Evrope is claimed under
35 U.S.C. §119 and/ar §365(b).

The certified copy was filed in prior Application No. 09/17),882 an October 28, 1998.

A certified copy of the sbove foreign application{s) i» Gled herewith.

Pricrity of US. Provisiomal Application(s) No. ____ filed _____ is chaimed under 35 U.S.C. §119.
Amend the specification by inserting beforo the first lins the sentence:
—MWWMMMQEU&WW»NQ_ filed

The prior application is assigned of record to NIKA HEALTH PRODUCTS LIMITED recorded at Reel
9853, Frams 0864,

This spplication is filed by fewer than all the inventors named in the prior spplication
(37 CF.R §1.53(b)X1)). Delete the following inventor(s) nameod in the prior application:

A Preliminary Amendment is sttached. Claims added by this Amendment sre froperly nmbered
congocutively beginming with the gomber next following the highest numbered clahm in the application.
An Inforuation Disclosure Statement is attachod.

Small entity status:

[J & A smallentity statement is sttached.

= b.mdhym“ﬂdhhmmwmﬂmhﬂmm

LY

0 c. Small entity statns is no longer claimed.
Other:

The power of attamey in the application is to James A, OLff, Registration No, 27,075,

William P. Berridga, Registration No. 30,024, Kitk M. Hodson, Registration No. 27,562,
Thomas J, Pardini, Registration No. 30,411, Edward P. Walker, Reogistmtion No. 31,450,
Robert A. Miller, Registration No. 32,771, Matio A. Costamtino, Registration No, 33,565 and/or
Caroline D, Dennison, Registration No. 34,494,

[0 o Thepowerappears in the attnched Declamation and Power of Attomsy.

0 b. Sinco the power does not appear in the atinched Declaration and Power of Attomey, o substituta
Power of Attomey is also attached

Addregs all fatore compumications to:
OLIF? & BERBIDGE, FLC
P.O. Box 19928
Alexandria, Virginia 22328
Respectfully submitted,

lmeuA.llﬂ'z’-‘ﬁh

Registration No. 27,075
Christopher W. Brown

JAO:CWB/mxg Registration No. 38,025
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CATIONIC VIROSOMES AS TRANSFER SYSTEM FOR GENETIC MATERIAL

This application Is a continuation-n-part application of U.S. Patent Application No.
08/171,882, filed December 30, 1998, which In tum is a U.S. national stage
application of PCT/EP97/02268, filed May 4, 1987. The entire disclosure of these
prior applications Is heraby incorporated by reference herein.

FIELD OF INVENTION

The present invention is in the field of gena biatechnology and gene therapy and
relates to novel virosomes, l.e., positively changed liposomal vesicles contalning
viral glycoprotains In the membrane, for efficient transfer of genetic material to
targat locations, a method of manufacture and useful applications thereof. The
present cationic virosomes are particularly sultable for the specific and unspecific,
nonHnfactious dellvery of genes to target cells /in vitro and in vivo.

UND O
Liposomes are widely used as camiers for drug delivery and as protective shelters

for short-ived pharmaceutical substances or against (bio)chemical attack by bodily
flulds. Liposomes contalning reconstituted membrane proteins or parts thereof
from viral envelopes are usually called “virosomes” (Sizer et al., Blochemistry
26:5108-5113, 1887). They have been applied for non-specific defivery of varlous
drugs and DNA molecules (Vainsteln et al, Methods Enzymol. 101:492-512,
1883). It tumed out to be a major drawback that these virosomes fused with the
cell membrane of the target cells resulting in an uncontrolled releass of the
transported material into the cytoplasm of the target cells where the unprotected
material was readily attacked by degradative Intracelitdar processes,

WO 02/13525, the whole contents of which shall herewith be Incorporated by
reference, reports that virosomes made of phospholipid bitayer membranes which
are targeted with viral spike protelns from influenza virus and with cefl-spedific
markers such as, e.g., monocional antibodles, very efficiently fuse with model
membranes and animal celis due to a virus-llke penetration mechanism by way of
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raceptor-mediated endocytosis. While these virasomes are successfully applied
to deliver chemical substances and desired drugs to target locations, they suffer
from certain disadvantages with respect to stable incorporation and transfer of
charged molscules such as, for instance, negatively charged nudeic acids.

Within the last few years the delivery, notably the cell-specific delivery, of genetic
material incorporated in liposomes has galned more and more attention and
importance, particularly with regard to applications in anti-cancer and gene
therapy. Several methods are cumently available for delivery of DNA or RNA to
celis: Virus mediated methods, lipid mediated methods, and other methods like
microinjection and electroporation. The advantages and disadvantages of current
gene transfer tachniques can be summarized as follows:

@) Virus medistad gene transfor: Genes can be introduced stably and efficiently
into mammailian celis by means of retroviral vectors. However, the efficlency of
gene transfer to non-replicating cells is very low because retroviruses infect only
dividing cells. Further, genaral safety concems are assoclated with the use of
retroviral vectors relating to, for Instance, the possible activation of oncogenes.
Replication-defective adenovirus has become the gene transfer vector-of-choice
for a majority of investigators. The adenovirus vector mediated gene dellvery -
involves either the Insertion of the desired gene into deleted adenoiirus particles
or the formation of a complax between the ONA to be inserted and the viral coat of
adenovirus by a transferring-polylysine bridge. The drawback of this very efficient
gystamn /n vivo is an undefined risk of infection or inflammation: Despite the E1{
gene deletion that renders the virus defective for raplication, the remaining virus
genome contains numesous open reading frames encoding viral proteins (Yang et
al. 1994; Proc. Natl. Acad. Scl, USA 91, 4407-4411). Expression of viral proteins
by transduced cells elicits both humoral and cellular immune responses in the
animal and human body and thus, may provoke inflammation and profiferation.

In the HVJ (Sendai virus) medlated method the foreign DNA Is complexed with
Bposomes. The liposomes are then loaded with Inactivated Sendal virus
{hemaggiutinating virus of Japan; HVJ). - This method has already been used for

46t
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gene transfer /n vivo to various fissues. In addition, cellular uptake of antisanse
oligonuclectides by HVJ-liposomes was reported (Morishita et al. 1883; J. Cefl.
Biochem. 17E, 239). A particular disadvantage Is, however, that the
HVJ-liposomes tand to non-specifically bind to red blood cells.

b) Lipid mediated gene transfer: Positively charged liposomes made of cationic
lipids appear to be safe, easy to use and efficient for in vifro transfer of DNA and
antisense oligonucieotides. The highly negatively charged nuclelc acids interact
spontaneously with cationle liposomes. Already by simple mbdng of the
polynucleotides with preformed cationic liposomes a complete formation of
DNASIposomse complexes Is achieved. However, due to the lack of fusion
peptides and cell-spadific markers on the liposomal membrane the /n vivo
transfection efficiency Is very low and the Incubation times are long, wherefore
high doses have to be administered in order to achieve a desired effecl
Consequently, undesired side-effects may occur since there is evidence that large
amounts of cationic Apids can exhibit taxde effects in vivo.

Small oligonucieotides are currently being tested as therapsutic agents for the - T
treatment of cancer and as antiviral agents. Only one of the two DNA strands s
transcribed to synthesize messenger RNA (MRNA). The DNA strand transcribed
Into RNA Is called the coding strand or sense strand. The complementary,

_non-coding or antisense strand has the same sequence as the mRNA. When the

non-coding strand Is transcribed, i produces antisense RNA molecules that are
abla to bind to target (sense) mRNA. Once the antisense RNA s bound to the
sense RNA the resulting RNA duplex molecules cannot be translated and the
production of the protein is biocked. Usually, short synthetic antisense
oligonucieotides of 18 to 22 bases effeciively bind to the mRNA and Inhibit mRNA
translation. By thls mechanism antisense oligonucieotides can stop the
profiferation of human cancar cells. Genes that are involved In cancer exert thelr
effect through overexprassion of their normal structural proteins. Genas such as
c-fos, c-mye, L-myc, N-myc, c-myb, abl, ber-abl, o-raf, c-erb-2, K-ras may be
potential targets for antisanse cancer therapy. Antisense oligonuclectides are also
an aftractive potential atternative to conventional drugs such as, for example,
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antiviral agents such as, e.g., the antisense oligonucleotides of tat and gag gene
of the human immunodeficiency virus (HIV),

Liposomal membranes comprising reconstituted virus envelopes as described In
the literature (Stegmann et al.; EMBO J. 6:2651-2658, 1887) may be called
virosomes. They usuélly comprise a phospholipid bilayer contalning
phoaphatldylmoilne'(PC) and phosphatidylethanclamine (PE) together with viral
envelops, €.9., splke proteins-embadded in the membranse. The conventional
methods {o incorporate genetic material into PC, PE-virosomes suffer from the
drawback of a rather low efficiency of nucleic acid incorporation.

OF THE | O

The present invention therefore relates to a novel cationic virasome which due to
its specific membrane composition may very efficlently be loaded with any desired
genetic material comprising long and short chain DNA or RNA,
ofigodecxynucieotides, ribonuclectides, peptide nucleic acids (PNA), ribozymes
(RNA molecules with enzymatic activities), genes, plasmids and vectors and, thus,
convincingly overcomes the drawbacks of the prior art.

The invention further relates to a method for the efficlent reconstitution of
hemaggiutinin of influenza virus A, particutarly of strain A/Singapore, into
substantially unilamellar cationic lipid vesicles resulting in the formation of cationic
virosomes with a mean diameter of approximalely 120 - 180 nm and a continuous
lipld bitayer, which Is substantially free from the disadvantage of leakage seen with
many conventional virasome preparations. The structure of the - preferably
unllameilar - cationic bilayer membrane s such that the hydrophiliic, positively
charged heads of the lipids are orlented towards the aqueous phase(s) and the
hydrophobic fatty acid tails are criented towards the center of the bilayer. it could
be shown by electron microscopy that the reconstituted viral splke proteins
(hemaggiutinin) are integrated in the lipld bllayer and extend from the surface of
the cationic vesicles (Fig. 1).
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Flg. 1 shows a micrograph of DOTAP virosomes with viral spike proteins.

Flg. 2 shows the pH-induced fusion activity of octadecyl rhodamine B labeled
DOTAP-virosomes with modal liposomes.

Flg. 3 shows DOTAP-virosomes with encapsulated antisense FITC-OPT
incorporated into human small call ung cancer cells. '

Flg. 4 and Fig.5 show the extraordinary uptake and transfection efficlency of
antisense-L-myc-DOTAP-virosomes into human small cell lung cancer cells.
Fig.6 shows the incubation of different human small cell kung cancer cells, with
Antisense-L-myc virosomes.

Fig. 7a, 7b show the transfecticn efficiency of pRSVcat-DOTAP virosomas for
Jurkat cells.

Fig. 8: Fuslon of DOTAP-virosomes with phospholipid{iposomes. Fusion was
measured with the R18 assay at 37*C.

Fig. 9: Thymidine incorporation into virosome-treated NCI-H209 cells. 75 pl of
virosomes containing 200 picomo! of elther antisense, sense, or msc FITC-OPT
and 625 pl of fresh medium containing 0.5 pCi *C-thymidine were added to 5x10*
celis/ml per well.

Fig. 10: Dose-dependent inhibition of thymidine incorporation Into NCIHH208 celle
upon addition of virosomas containing antisense-L-myc-OPT. NCI-H209 cells
were incubated at an Initial cell concentration of 1 x 10° per well and per ml.
Valuas are the means & standard deviations of three experiments

Fig. 11: Incubation of different human small cell king cancer cell lines with 75 p1
of antisense-L-mye virosomes. L-myc oncogen aexpression decreases in the cell
lines as indicated: H82 < H§10A < H209. The virosomes of lot 1 contained a
smaller amount of antisense-L-myc than the ones of lot 2.

Flg. 12: Transfection of Sp2 celis by two differently produced virosome
preparations.

Fig. 13: Transfection of P3/NS1 cells by two differently produced virosome
preparations.



10

16

eB8:

Fig. 14: Transfection of NiH/3T3 cells by two differently produced virosome
preparations. ' '

Figs. 15, 16, 17: Cell growth of KG1 cells upon treatment with sense and
antisense c-myb-DOTAP virosomes. Addition of 25, 50 or 100 u of virosome
solution containing 18, 36, or 72 pmoi OPT, respectively. Values are the means +
standard deviations of three experiments.

Fig. 18: Cell growth of CEM-C3 cells upon treatment with DOTAP-virosomes at
the addition of 50 pul of sense and antisense c-myb virosoma solution. Values are
the means + standard deviations of three experiments.

Fig. 19: Influsnce of time transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10° cells of human, transformed primary embryonal kidney cell line 203 T were
transfected with DOSPER-virosomes and DOSPER-liposomes containing *H-
labeled plasmid pGreen Lantamn.

Fig. 20: Influence of ime transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10° celis of monkey fibroblast cell line COS-1 were transfected with DOSPER-
virosomes and DOSPER-Ipsomes contalning *H-labeled plasmid pGreen Lantam.
Fig. 21: influence of ime transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10" cells of human epitheliold carcinoma cell line HeL.a were transfected with
DOSPER-virosomes and DOSPER-liposomes contalning *H-abeled plasmid
pGreen Lantem.

Flg. 22: Influence of time transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10" cells of mouse fibroblast cell line NIH3T3 were transfected with DOSPER-
virosomes and DOSPER-posomes containing *H-labeled plasmid pGreen
Lantem.

Fig. 23: Infiuence of ime transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10° cells of human chronic myelogenous leukemia cell line K562 were
transfectad with DOSPER-virosomes and DOSPER-lposomes containing °H-
{abaled plasmid pGreen Lantem.

Fig. 24: Iinfluence of time transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10° cells of mouse myeloma cell line P3 were transfected with DOSPER-
virosomes and DOSPER-Iposomes containing *H-abeled plasmid pGreen
Lantem.
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Flg. 25: Influence of time transfaction on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10* cells of human epithelicid carcinoma cell line HeLa were transfected with
DOSPER-virosomes and DOTAP-virosomes containing *H-abeled plasmid
pGreen Lantem.

Fig. 26: Influence of time transfaction on the amount of uptaken DNA-plasmid.
5x10* cells of human chronic myelogenous leukemia cell line K562 were
transfected with DOSPER-virosomes and DOTAP-virosomes contalning *H-
labeled plasmid pGreen Lantem.

DETAI IPTION OF PRE! D EMBOD!

The lipld composition of the vesicle membrane comprises cationic and/or
polycationic lipids togsther with phosphatidylethanclamine and optionally other
phospholipids such as phosphatidyicholine.

For most casas, It is advantageous to choose a lipid composition of the membrane
comprising - based on total lipids - 10% by welght or less, preferably 1-10%, of
phosphatidylethanolamine together with 80% by weight or more, preferably 90-
99%, of other liplds Including the cationic and/or polycationic lipids, and optionally
further Including phosphatidyicholine. If present, phosphatidyicholine should be
present In an amount of, for example, 5-50% by welght, based on total lpids.

The presence of phosphatidylathanolamine {PE) in the membrane Is preferred for
anchoring a csli-specific marker to the virosome by means of a bifunctional
crosslinker. Whers cell-specific targeting of the virosomas Is not required (e.g., for

" application in defined celi cultures In vitro) or where the cell-specific marker Is

attached to the membrane other than by way of a bifunctional crosslinker, PE may
optionally be absant from the virosome membrane.

In a preferred embodiment, the present invention also relates to the irmeversible
covalent inkage of cell-specific markers to the cationlc virosomes including but not
being limited to monocional antibodies, antibody fragments such as F(ab'), and
Fab' fragments, cytokines, and/or growth factors, useful for a selactive detaction

AB
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and binding of target cells. They are linked to the veslcle membrane such that
they extend to the exterior and exert essentially full functional activity with respact
to receptor detection and binding.

Coupling cell-specific markers such as antibody fragments to preformed vesicles
as described by, e.g., Martin et al. (J. Biol. Chem. 257: 286-288, 1682) often leads
to low and frequently Imeproducible coupling yields - a complication that Imposes a
significant fimitation to the targeting strategy. Therefore, according to a preferred
embodiment of the present invention the markers are coupled to preformed
phosphatidylethanolamine-crosslinker molacules such as, for example,
N-[4-{p-maleimido-phenybutyryl}-phosphatidylethanclamine (MPB.PE) in the
presence of a detergent.

In order to achleve the best possible resulis it is advantageous to carefully isolate
and purify the viral glycoprotelns before reconstitution In order to avoid inactivation
by either proteclytic digestion or reduction of intramolecular S-S bonds.
Accordingly, It is preferred that the conjugated markers, e.g., marker-MPB.PE, be
separated from unconjugated phosphatidylethanolamine-crosslinker molecules
(e.g., MPB.PE) by affinity chromatography with an activated agarose matrix,
preferably with reduced Thiopropyl Sepharose 6B. Aliquots of the purified
conjugated markers (phosphatidylethanolamine-crosslinker-marker molecule
complexes) are then added to the detergent solution containing the mixture of
dissolved membrane lipids, fusion peptides and other desired ingredients, before
the catlonic virosomes are formed thereof.

It is advantageous fo carry out the coupling procedure of the bifunctional
crosslinker with the phospholipld and the cell-specific marker in a separate
process prior to the preparation of the virosomes. This procedure allows to better
control and optimize the surface density of the virosome membranes, particularly
with respect to the number of cell-specific markers linked thereto. The improved
control of the concentration of protein molecules embedded in or linked to the
membrane is Important In as much as a unbalanced ratio of fusion peptides (6.g.,
hemaggiutinin} and cell-specific markers (e.g., antibody Fab' fragments) on the
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virosome membrana may reduce or even destroy their selective properties and -
at the axtreme - may result in cloting and precipitation of the vesicles.

The use of antlbody fragments F(ab'); and Fab’ instead of whole antibody
molecules as call-specific markers Is particularly advantageous, because they are
far less immunogenic than the whole antibody. Also, the absence of the F¢
domain eliminates a range of undesired Fc-mediated blological and immunological
activities such as, for example, complement activation via the classical pattway
and acute humoral responses eventually resulting-amongst others - In the
clearance of attached virosomes from the target cell surface via interaction
between the antibody and its Fc-receptor on the target cell.

Unlike known liposomal compositions for delivery of nucieic acids, the present
cationic virosomes usually need not fuse with or destabitize the plasma call
membrane to enter tha cytoplasm. They are capable of entering the host cells via
a two step mechanism: 1. atiachment and 2. penetration. In the first step they
bind via the fusion peptides (e.g. hemaggtutinin) and/or the call-specific markers to
coll recoptors, particularly to membrane glycoproteins or giycolipids with a terminal
sialic acid, and are then very efficiently incorporated by receptor-mediated
endocytosls. In casa of virosomes bearing cell-spadific markers, e.g., antibody
fragments, these markers will additionally recognize antigenic structures on the
target cell surface, resulting In an attachment by two different binding
mechanisms. Thus, the present cell-specific virosomas exert a selectivity for
various cell types owing to their cell-specific markers on the membrane and,
simuttaneously, a high capabliity for cell penetration by andocytosls owing to the
viral fusion peptide, e.g., hemagglutinin. Virosomes with Fab' fragments that
recognize tumor-assodated antigens such as TAG72, CEA, 17-1A, CA 189 or
leukemia-associated antigens such as CD10 (CALLA = Common Acute
Lymphocytic Leukemia Antigen) and CD20 will bind selectively to tumor or
leukemia cells carying the mentioned antigens on their cell surface.

In the second step, when entering the host cells via receptor-mediated
endocytosls the virasomass get entrapped in endosomes. Subsequently, the pH

N
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within the endosomes decreases to about pH 5 - 8, which activates the
hemagglutinin fuslon peptide and triggers the fusion of the virosomal membrane
with the endosomal membrane. The membrane fusion reaction opens the lipid
envelope of the virosomes and liberates the entrapped genetic material into the
cytosol. This mechanism considerably improves the chanoss of the transferred
genstic material to reach the nucleus before getting cleared by digestive
degradation and/or exocytosis. .
An objective of the present invention is to provide positively charged lipid vesicles
comprising cationic or polycationic lipids and an intemal - usually aqueous -
space, and further comprising at least one viral fusion peptide embedded or
integrated In or covalently linked to the vesicle membrans. The vesicle prefarably
also comprises at least one cell-specific marker on the membrane. It Is a further
object of the present Invention to provide vesicles having full biological fusion
activity, i.e., having essentially the same fuslon aclivity as Intact influenza virus.
The fusion peptide is a viral-glycoproteln such as hemaggiutinin or a derivative’
thereof, or a synthetic fusion peptide being capable of inducing a rapid fusion of
sald vesicles with the endosomal membranes of the target cells after endocytosis.

The novel vesicles or virosomes are particularly useful to transfer any desired
genelic material to target locations, In particular to animal and human cells and
issues /i vitro and in vivo. 1t is emphastzed that the novel virosomes are not only
able to penetrate proliferating, i.e., replicating cells but also non-proliferating, i.e.,

. resting cells, which feature makes them widely applicable In the fields of

blosciences, pharmacology and medicine, both as a research and/or dlagnostic
tool and as a medicament. For the use as a medicament, the present virosomes
may be part of a pharmaceutical composition which further comprises usual
additives and pharmacsiuically sultable caniers. It is preferred that the
pharmaceutical composition I3 prepared as an Injection solution, but other forms of
preparation, e.g., emulsions, cremes, gelé, ointments, for topical or systemic
administration may be advamageous for some applications.
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Therefore, It is also an objective of the present invention to use the present
virosomes for the manufacture of a pharmaceutical composition suitable for the
prophylactic and/or therapeutic treatment of animat or human individuals who may
benefit from such treatment. It is another cbjective of the present invention to use
the present virosomes for the manufacture of a diagnostic kit for in vitro and in
vivo applications.

In one embodiment the present vasicles are obtained by a process comprising an
efficient reconstitution of hemagglutinin (HA) of influenza virus A. Accordingly, itis
also an object of the present invention to teach a method of preparing catfonic
virosomes. In a preferred embodiment, the method further comprises the steps of
Incorporating genetic matarial into the cationic lipid vesicles. Basically, the
method of preparation comprises the following steps:

1) Dissolution of the cationic lipids in a non-lonic detergent, preferably
octaethyleneglycol mono-n-dodecylether (OEG, C,;E,), together with -
preferably purified - viral spike glycoprotains, genetic material desired or

_ dellvery and optionally preformed complex molecules made of i
phosphatidylethanolamine, crossiinker and cell-specific marker; and

2) vesicle formation through - preferably repeatad - detargent removal with
detergent absorbing micro-camier beads, preferably polystyrene beads of the
SM-2 Bilobeads type with a preferred mesh sixe (wet) of 20-50 (0-84 - 0.30
mm).

In a prafarred embodiment of the invention, a sultable bifunctional crossiinker Is
applied to link the cell-specific marker reversibly to the vesicie membrane. The
cell-spedific marker, which is directed to a cell-receptor responsible for the
salective binding of the virosome to the call, is bound to the crosslinker In such a
manner that It is still fully blologically active. It is preferred that the crosaslinker be
employed In the form of a preformed molecule~complex whereln the crosslinker is
covalently bound to elther phosphatidylethanolamine or to both
phosphatidylethanolamine and a cell-specific marker.
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Due to the functionally active fusion peptides of the present virosomes the
encapsulated material is released to the cytosol of a target cell mainly upon
decrease of the endosomal pH (as outiined above). Such controlled release on
one hand prolongs the residence time of the delivered malerial within the target
cell and on the other hand avolds an undesired long stay of the virosomes Inside
the endasomes and therewith reduces the danger of unspecific degradaﬂc;n of the
valuable substances transported by the virosomes.

In still another embodiment, the present invention refers to vesicles where the
membrane [ipids additionally comprise phosphatidyicholine and
phosphatidylethanolamine, which further improves the possibllities of specific
virosome design and/or facilitates the anchoring of fusion peptides and/or
cell-specific markers to the membrane.

The term "fusion peptide” refers to pepﬂdes or proteins capable of Inducing and/or
promoting a fusion reaction between the virosome membrane and a lipid
membrane of the target csll. In most embodiments, it refers to viral spike
glycoproteins containing the fusion peptide, particularly to the compiete
hemagglutinin trimer of viral surface spikes, a monomer thereof, or one or both
cleaved subunits, the glycopeptides HA1 and HA2, containing the functional fusion
peptide. In another embodiment of the present invention the term refers to the
pure fusion peptide iself, either isolated from natural sources or synthetically
produced. In a particularly preferred embodiment of the present Invention, these
polypeptides containing the fusion peptide refer to influenza hamaggiutinins,
especially the one of the A-H,N, subtype. The synthetic fusion peptides are
preferably selected from the amino acid sequences listed in Table 1 below,
whereln the amino acids are identified by their corresponding one lefter codes
(see also Example 6 and Flg. 2 of W0 92/13525).

Instead of or in addition to influenza virus hemagglutinin, the hemagglutinins from -~

other viruses may also be sultably used as fusion pepfides (proteins) for the
instant virosomas as long as they exert substantially the same pH-mediated cell
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penetration mechanism as the influenza hemagglutinin. Candidate
hemagglutinins include, for exampile, rhabdovirus, parainfluenza virus type [it,
Semiikl Forest virus and togavirus, as disdosed in U.S. Serial No. 07/930,593
(assignee: NIKA HEALTH PRODUCTS LTD.), incorporated herein by referance.

The term "crossiinker” rafers to an organic heterobifunctional molacule capable of
linking to the surface of vesicles prepared according fo this Invention and capable
of binding polypeptides. In a preferred embodiment of the present invention, this
molecule contains a N-hydroxysuccinimide group for coupling to the amino group
of phosphatidylethanolamine and a maleimide group for conjugation of monocional
antibody fragments, such as succinimidyl 4(N-maleimidomethyf)-cyclohexane-1-
carboxylate, m-maleimidcbenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester,
m-maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosuccinimide ester, succinimidyl
4(p-;naleimidophanyl)-b|.dymh. sulfosuccinimidyl 4(p-malelmidophenyl)butyrate;
or it contains a N-hydroxysuccinimide group and a photoreactive azido group for
coupling to cytokines, such as N-hydraxysucdinimidylsuberate (NHS-SA), N-
hydroxysuccinimidyl-4-azidobenzoata (HASAB), N-succinimidyl-6-(4-azido-2-
nitrophenylamino)hexanoate {SANPAH), N-sulfosuccinimidyl-6-(4'-azido-2 -
nitrophenylamino)hexanoate.
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Table 1:
CCCGLFG|AIAGFIENGWEGMIDG|WYG
GLFG|AZIAGFIENGWEGMIDG|WYGCCC
CCCGLFG|AIAGFIENGWEGMIDG
GLFG|AIAGFIENGWEGMIDG|CCC
CCCGLFE|AIAGPFPIENGWEGNIDG
GLFE|AIAGFIENGWEGNIDG/|CCC
CCCELFGI|A AGFIENGWEGHMIDG
ELFG|AIAGFIENGWEGMIDG|CCC
CCCLFG|ATIAGFIENGWEGHMIDG
LFPG|AIAGFIENGWNEGNIDG|CCC
CCCl{PPGAVIGTIALGVATAAGIT
PPGAVIGTIALGVATAAGIT|cCcCC
CCC|/PAGVVIGLAALGVATAAGVT
P GVVIGLAALGVATAAGVTI|CCC
CCC|PIGAIIGGVALGVATAAGIT
PIGAIIGGVALGVATAAGIT|CCC

Itis preferred that the crosslinker be used In the form of a preformed molecule
complex of crossiinker and lipid, notably of crossiinker and
phosphatidylathanolamine, or of lipid plus crosslinker plus cell-spacific marker.

The term “cell-specific” protein or marker refers to a protsin capable of linking to
the crosslinker or crosslinker-lipid complex, respectively, and further being capable
of binding to the receptor of targst cells. In a prefermed embodiment of the present

invention, this molecule refers to a cell receptor-specific compound such as a
monocional antibody, an antibody fragment, a cytokine or a growth factor. The

cell-specific marker provides for selective detaction and binding of target cells and

thus Improves the action of the fusion peptide concomitantly present In the
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virosomal membrane. The preferred antibody fragments comprise the F(ab'), and
Fab' fragments, while the cell-specific markers further comprise interleukins and
other cytokines, particularly the ones listad in Table 2 below.

Table 2
Cytokines (inlemational abbreviations)
BONF FNa - MIP-1a PDGF
CNTF IFNB MIP-18 PF-4
EGF IFNy MIP-2 RANTES
Epo iL-110 IL-15 NGF SCF
FGF LIF NT-3 TGFa
G-CSF LT (TNFB) NT-4 TGFB
GM-CSF MCP-1to MCP-3 OSM TNFa
1-309/TCA-3 M-CSF - PBP Tpo
yiP-10 MIF PBSF IVEGF

The term "cationic lipid® as used hereln refers to an organic molecule that contains
a cationlc component and a nonpolar tall, a so-called head-to-tall amphiphlle, such
as N-{(1,2,3-diolegyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammanium chloride (DOTMA)
(Felgner et al.; Proc Nall Acad USA 84:7413-7417, 1987), N-{1,2,3-dioleoyloxy)-
propyl]-N,N,N-trimethytammoniummethylsulfate (DOTAP); or N-{-butyt-N"-
tetradecyl-3-tetradecylaminoproplionamidine (Ruysschaert et al.; Biochem.
Biophys. Res. Commun. 203:1622-1628, 1994). Unless explicitly mentioned
otherwise, the term also includes the below definad polycationic lipids.

The term “polycationic lipld® refers to an organic molecule that contains a
polycationic component and a nonpolar tail such as the lipospermine: 1,3-
dipaimitoyl-2-phosphatidylethanolamido-spermine (DPPES) and -
dioctadecylamidoglycyl spermine (DOGS) (Behr et al. ; Proc. Natl. Acad. USA
86:6982-6988, 1989); 2,3-dioleoyloxy-N-[2(sperminecarboxamido) ethyl}-N,N-
dimethyl-1-propaneaminium triflucroacetate (DOSPA); 1,3-dioleoyloxy-2-(6-
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carboxy-spermyl)-propylamide (DOSPER); N,N,N',N-tetramethyl-N,N'-bis(2-
hydroxyetiyi)-2,3-diolecyloxy-1,4-butanadiammonium iodide (THDOB).

The lipids preferably comprise one or more natural or synthetic lipids that are
positively charged. By "posltively charged” is meant that the llpids have a positive
net charge at physiological pH. Thus, "positively charged"” lipids, membranes or
virasomes shall mean liplds, membranes or virosomes that have a positive net
charge at physiological pH. Itls not Intended to include neutral lipids, e.g.,
phospholipids of the zwitterionic-type, which have positively charged areas within
the molacule but which do not axhibit any net charge at physiological pH due to
the presence of negatively charged parts of the molecule which stolchlometrically
offset the positive charges.

The terms "nucielc acki™ or "genetic material” as used herein comprise short chaln
DNA or RNA, deoxyribonuclectides, ofilgodeaxyribonucleotides,
oligodsoxyribonuclectide selencates, oligodeoxyribonuciaotide phosphorothioates
(OPTs), oligodeaxyribonudieotide phosphoramidates, cligodeoxyribonuclectide
methylphosphonates, peptide nuclelc acids (PNAs), ribonucieotides,
aoligoribonucieotides, oligoribonucleotide phosphorothioates, 2'-Ome-
oligoribonucieotide phosphates, 2'-Ome-oligeribonucleotide phosphorothioates,
ribozymes (FiNA molecules with enzymatic activities), genes, plasmids and
vactors (cloning vehicies).

The term "virosomes® as used hereln refers - in Its simplest form - to fposomal
vesicles with a bilayer membrane comprising cationic lipids a-nd an intemal -
preferably aqueous - space, whersin the membrane further contains viral protelns,
in particular viral glycoproteins. In the preferred embodiment, the viral prateins
compiisa at least one fusogenic peptide or proteln having full blological fusion
activity, particularly the spike glycoproteln hemaggiutinin and/or neuraminidase of
influenza A (e.g., A/Singapore) virus. It shall be understood that the viral proteins
also encompass synthetically produced amino acid sequences commesponding to or
equal to the fuslon peptide of influenza virus as herein described. The membrane
lipids comprise the cationic lipids defined above but may optionally further
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comprise other natural and/or synthetic lipids, prefaerably phospholipkds such as
phosphatidyicholine {(PC) and phosphatidylethanclamine (PE).

Although the cationic virosomes of the presant invention may in many cases -
notably for /n vitro cell culture experiments - successfully be applied without
cell-specific markers on the membrane, It Is particularly preferred for in vivo
applications that they further comprise at least one cell-specific marker on the
membrane as hereinbefore defined. The mean diametsr of the vesicles is in the
range of 120 - 180 nm, as determined by electron microscopy and dynamic tight
scattering.

Tha term "full (biological) fusion activity” as used herain shall express that the
virosomaes of the present invention comprising reconstituted viral proteins in the
vesicle membrane have essentially the same fusion activity towards target cells as
the Infact virus from which they are usually reconstituted. Preferably, the
comparison of the cationlc virosomes, fusogenicity is drawn fo intact influenza A
virus. The fusion activity is measured according to known procedures, particularly

as reported by Hoekstra et al. (Biochemistry 23:5675-5681,19884), or Luscher et al.

{(Arch. Virol. 130:317-328, 1993).

Before antisense technology can therapeutically or prophylactically be applied to a
patient in need thereof a number of tachnical problems, particularty relating to the
development of a suitable carrler system, need ba resolved beforehand. For
Instance, genetic material such as, e.g., antisenss oligonucleotides, can he
unstable and break down or be otherwise mare or less inactivated before it
reaches the target cells and it may thus be necessary to use large quantitias of
such material entrapped in conventional cationic liposomes. Due to these large
amounts a question arises about the potential toxdcity in the human or animal

body.

By using the cationic virosomas of the present invention as camniers for genetic -
material these problems can be successfully overcome and undesired side effects
due to toxicity can be prevented or at least considerably decreased. This
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beneficial effect is achleved because the prasent cationic virosomas have -
compared fo liposomes or vircsomes known hitherto - a far higher activity and
eﬂ’ldency of up to a factor of 1,000-20,000 for the transfer of entrapped genaetic
material such as antisense oligonudeotides into target cells. As a consequence, it
Is practically impossible to compare the parformance of conventional virosomes or
cationic liposomes with the performance of the present cationic virosomes.

In order that the invention described herein may be more fully understood, the
following examples are set forth. The examples are for lllustrative purposes only
and are not to be construed as iimiting this invention in any respect.

Example 1
Preparation of a cationic lipid vesicle with fully fuslon active viral hemagglutinin

trimers from Influenza virus containing encapsulated antisense L-mycFITC (=
fluorescein labeled)-cligodeoxynucieotides.

Preparation of DOTAP virosomes and DOTAP-Phosphatidyicholine (PC)-
virosomes

Hemagglutinin (HA) from the A/Singapore/6/86 strain of influenza viuswas
isolated as described by Skehel and Schild (1971), Proc. Natl. Acad, Sci. USA
79:968-972. In short, virus was grown in the allantolc cavity of hen eggs, and was
purified twice by ultracentrifugation in a sucrose gradient. Purified virus was
stabliized In a buffer containing 7.8 mg/ml NaCl, 4.4 mg/m! trisodiumcitrate-2H,0,
2.1 mg/ml 2-morpholinoethane sulfonic acid, and 1.2 mg/ml N-hydroxyethyl-
piperazine-N'-2-ethane sulfonic acid pH 7.3. 53 ml of the virus suspension
contalning 345 ug HA per ml were pelieited by ultracentrifugation at 100,000 x g
for 10 minutes. 7.7 m! of a buffered detergent solution containing 145 mM NaCl,
2.5 mM HEPES and 54 mg/ml of the non-ionic detergent actaethytanegtycol
monododecylether (OEG = C,,E,), pH 7.4, wera added to the Influenza virus
peliet. The pellet was completely dissoived by using ultrasonication for 2 minutes
at room temperature. The solution was subjected to ultracentrifugation at 100,000
x g for 1 hour. The obtained supematant contalned the solubilized HA trimer
(1.635 mg HA/ml) and trace amounts of neuraminidase. 6 mg of DOTAF were
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added to 3.7 mi of supematant (6 mg HA) and disscived. The solution was
sterilized by passage through a 0.2 pm filter and then transferred to a glass
container contalning 1.156 g of sterlle microcarrier beads, preferably Biobeads
SM-2. The container was shaken for 1 hour by using a shaker REAX2 from
Heidolph (Kelheim, Germany). When necessary, this procedure was repeated up
to three times with 0.58 mg of Blobeads. After these procedures a slightly
transparent solution of DOTAP virosomes was obtained.

For the production of DOTAP-PC virosomes 3 myg-of DOTAP and 3 mg of PC
were added to the supematant containing 6 mg HA, and dissolved. The
subsequent steps were the same as described for the DOTAP virosomes.

Preparation of virosomes with synthetic fusion peptide

One possibility of preparing cationic virosomes carrying synthetic fusion peptides
in the membrane comprises the following steps:
1. Activation of phosphatidylethanolamine (PE) by the crosslinker N-[y-
maleimidobutyryloxylsucccinimide ester (GMBS) in a reaction
PE + GMBS — MBS-PE + N-Hydroxysuccinimid, )
as described by Martin et al., Imeversible coupling of immunogiobulin fragments
to preformed vesicles; J. Biol. Chem. 257:286-288 (1682).

2. Preparation of lipld vesiclas with activated PE (GMB-PE), whereln 20%
Phosphatidyicholine, 70 % DOTAP and 10% GMB-PE are dissolved in a
buffered detergent solution as described above for the HA containing DOTAP
virosomes. The subsequent steps of preparing the lipld vesicles are the same
as described above for the DOTAP virosomes.

3. Coupling of the synthetic fusion peptide to the Jipid vesicles, wherelna
peptide comprising 20 amino ackis Is used having the amino acld sequence -
G-L-F-E-A-FA-G-FH-E-N-G-W-E-G-M--D-C, and which contalns a free amino
group at the N-terminus and an amide group at the C4erminus. Since the
amino acld at the C-terminus s cysteine, there is a free thiol group available for

8lyz
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the coupling of the peptide to the GMP-PE in the membrane of the lipid
vesicles.

For carrying out the coupling reaction:

PE-GMB porirae + HS-Cys-Peptide - PE- GMB, 00 -S-Cys-Peptide

a solution of freshly prepared lipid vesiclas in a buffer (40 mM citric acid, 35 mM
disodium phosphate, 100 mM NaCl, and 2 mM EDTA, pH 5.5) is mixed with the
peptida solution in the same buffer. The mixture is gently stimed under nitrogen
atmosphere ovemight at 4°C. Lipid vesicies are separated from unconjugated
peptides by gel filtration an a High Load Superdex 200 colurnn.

As an altemative, the fusion peptides may aiso be coupled to the lipid vesidles
my means of preformed PE-crosslinker-peptide complexes as described below
in this example for the Fab’ fragments,

Incorporation of phospharothioate oligodeoxyribonuclectides into DOTAP
virosomes

The antisense and sense dligodeoxyribonuclectide phosphorothloates (OFTs) of
the L-myc gene were used as an example for the demonstration of the high .
efficlency of cationlc virosomes In transfection. 5-FITC-OPTs were synthesized
via phosphoramidite chemistry (Microsynth GmbH, Balgach, Switzerland). The
pentadecamer (5-FITC-GTAGTCCATGTCCGC-3') and the pentadecamer (5'-
FITC-GCGGACATGGACTAC-3') were used as the antisense OPT and sense
OPT, respectively. A mixed sequence control (msc) OPT consisting of the same
length of nucleotides as antisensa and sense OPTs was synthesized.

1 ml of DOTAP virosomes or DOTAP-PC virosomes was added to each of
a) 2 mg of antisense FITC-OPT (1.3 umol)
b) 3.4 mg sense FITC-OPT (1.3 umol) and
¢) 3.1 mg mse FITC-OPT (1.3 umol).

%%
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The FITC-OPTs were dissolved and the solutions were then treated by sonication
for 2 minutes at 26°C. Non-encapsulatad FITC-OPTs were separated from the
virosomes by gel filtration on a High Load Superdex 200 column (Pharmacia,
Sweden). The column was equlllbrated with sterlle PBS. The void volume
fractions contalning the DOTAP virogomes with encapsulated FITC-OPT were
eluted with PBS and coflected. Virosome-entrapped FITC-OPT concentrations
were determined fluorometrically after the virosomes were fully dissolved in 0.1

M NaOH containing 0.1 % (v/v) Triton X-100. For calibration of the fluorescence
scals the fluorescence of empty DOTAP-virosomes that were dissolved In the
above detergent solufion was set to zero.

Coupling of Fab'-fragments to virosomes by means of preformed
phosphatidylethanofamine-bifunctional crossiinker molecule complexes

3 mg of freshly reduced Fab' from murine monocional anti-CD10- (AntiCALLA)
antibody, dissolved in 2.8 ml of a citric acld buffer solution (100 mM NaCl, 40 mM
cltric acid, 35 mM Na,HPO,.2H,0, 2 mM EDTA, pH 5.5) were added to a solution
of 0.524 mg of N-{Hﬁ-'ﬁ'lalalmldo-phanyl)buwu phosphatidylethanclamine
(MPB.PE) in 215 pl of citric acid buffer containing 0.5% of
n-octyl-oligo-oxyethylene. The mixture was then incubated under nitrogen for 16 h
at 4°C with gentle stiring. After incubation the non-coupled MPB.PE was
removed by a batch of 400 p1 of freshly reduced wet Thiopropyl Sepharose 6B
(Pharmacla, Sweden). The mixture was incubated for 4 h at room temperature.
The Thiopropyl Sepharose 6B was removed by centrifugation and the resulting
solution neutralized to pH 7.0. The neutralized solution was supplemented with

OEG (54 mg/ml).

The solutions prepared as described above were added to the solutions for the
preparation of DOTAP virosomes. The Fab'-MPB.PE molecules are inserted into
the lipid bitayer during the formation of virosomes.
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Electron Microscopy Observations

Micrographs of DOTAP virosomes confimn the preferred unitamellar structure of
the vesicles with an average diameter of approximately 120 to 180 nm as
determined by laser light scattering. The HA protein spikes of the influenza viris

are clearly visible (Fig. 1).

Determination of the Fusion Activity of DOTAP Virosomes

The fusion activity of the present DOTAP virosomes was measured by the
quantitative assaybasad on fluorescence dequenching described by Hoekstra et
al. (1984), Blochemistry 23:5675-5681 and L. LOscher et al. (1893), Arch. Virol.
130:317-328. The fiuorescent probe octadecy! rhodamine B chiaride (R18)
(obtained from Molecular Probes Inc., Eugene, USA) was inserted at high
densities into the membrane of DOTAP virosomes by adding the buffered OEG
(C,zE,) solution containing DOTAP and HA to a thin dry film of the fluorescent
probe, followed by ahaking for 5 to 40 minutes for dissolving the probe, then
continuing as described abave under “Preparation of a cationic lipid vesicle...".
Dilution of the quenching rhodamine was observed by incubation of the
rhodamine-labeled DOTAP virosomes with model liposomes (ratio of DOTAP:
liposomal phospholipid = 1:20). The fluorescence was measured by a
Perkin-Eimer 1000 spectrofluorimetsr at 560 and 590 nm excitation and emilsslon
wavelengths, respectively. Flg. 2 shows the pH-induced fuslon reaction of DOTAP
virosomes expressed as percent of fluorescence dequenching C'{ FDQ).

Cellular uptake of encapsulated Antisense-L-mycFITC-OPT |

It proved vesy useful to label the OPT with fluorescein to study the mechanism of
cellular uptake of DOTAP virosomes. ¢

Human small cell lung cancer cells (ATCC-NCI-H208) which express high levels of
L-myc gene (Nau et al. 1985, Nature 318, 63-73) wera grown In 2-weil tissue
clulture chamber slides (Nunc, Naperville, IL 80566, USA). 50 ul of
FITC-OPT-virosomes were added to the cells. They were Incubated for 5, 15, and
30 min at 37°C, washed twice with PBS and then examined by fluorescence
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microscopy. DOTAP virosomes with encapsulated antisense FITC-OPT were
rapidly incorporated into the calls as can be seen in Fig. 3.

Examination of the blological effect of Antisense-L -myc-FITC-OPT-DOTAP
virosomes meastured by the thymidine incorporation method

Hurman small cell lung cancer cells {ATCC-NCI-H209 American Type Culture
Collectlon, Rockville, USA ) were cultured In 24-well Costar plates at an Initial
concentration of 1 x 10° per well and per ml. After an incubation of 24 hours,
medium was removed and 625 pl of fresh medium contalning 0.5 pCi
“C-thymidine (prepared from (2-'*Cl thymidine, 52.0 mCi/mmol; Amersham,
England) and 75 pl of DOTAP virosomes contalning 0.2 nmol of elther antisense,
sanse, ar msc FITC-OPTs were added. The cultures were gently shaken at very
slow agitation for 1 hr at 37°C and then transferred to the incubator. After 48
hours the cell suspensions were removed, transfarred to centrifuge vials, and
centrifuged. Obtalned cell pellets were washad twice. When the cells could not
sufficdlently be dispersed into a single cell suspension, they were axposed brisfly to
a trypsin/EDTA solution. Cefl pellets weye dissolved in 1.5 mi of 0.1 M
NaOH/Triton-X-100 (0.1%) solution. 3 mi of fiquid scintilation cocktall (Ready
Proteln +, Beckman, Fullerton, CA, USA) were added to 1 ml of solution.
1C-radioactivity was counted in a liquid scintillation countar {Beckman, Fullerton,
CA, USA).

Figures 4 and 5 clearly demonstrate the extraordinary uptake and transfection
efficlency of antisense-L-myc-DOTAP virosomes.

Flg. 8 demonstrates that calls that do not express L-myc are not influenced or
inhibited by the antisense-L-myc virosomes. Also, empty virasomes did not show
any effacts on cancer cslis and normal cells. It appears therefore that an
anti-cancer therapy with antisense OPT encapsulated In the present virosomes
may have a great potential, particularly because of their lack of the herelnbefore
mentioned disadvantages of conventional cationic liposomes.
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Example 2
Preparation of a cationic lipid vesicle with fully fusion active viral

hemaggiutinin frimers from influenza virus containing the encapsulated
vector pcDNA3 with human IL-6 gene cloned into the polylinker site
(= pcDNA3-IL-8) '

Preparation of DOTAP virosomes and incorporation of pcDNA3-IL-6

pcDNA3 (Invitrogen Corporation, San Diego, USA) is a 5.4 kb vector designad for
high-level stable and transient expression in eukaryotic hosts. HA was isolated
and purified as described in Example 1.

4 mg of DOTAP were dissolved in 0.5 mi of the buffered detergent solution
containing 145 mM NaCl, 2.5 mM HEPES and 54 mg/ml of OEG (= C,;E,;), pH 7.4,
and added to 2 ml of supematant oonta'ining 4 mg HA. To the rasulting mixture
100 pg of pcDNA3-IL-6 were addad and dissolved. The solution was subjected to
ultrasonication for 30 seconds. OEG was removed by Bicheads as described In
Example 1.

Transfection of DOTAP virosomes loaded with pcDNA-IL-6 info murine myeloma
cells

The obtained solution comprising the pcDNA-IL-6 loaded DOTAP virosomes was
diluted 1:1000 with PBS. 20 pl and 50 i of this solution containing 1 ng and 2.5
ng pcDNA-IL-8, respectively, were added to 2 x 10* myeloma cells
(P3/NSV1-Ag4-1; American Type Culture Collection, Rockvills, USA). After 48 h
Incubation the supematants of the cell cultures were tested for human IL-8 by an
ELISA assay. A contant of 20 to 45 pg IL-8 per m| was measured.

Comparison of transfection efficlency of pcDNA-IL-8 loaded DOTAP virsomes with
PcDNA-IL-6 loaded DOTAP liposomes

No IL-8 was found in myeloma cell cultures transfected with conventional DOTAP

liposomes (which are devoid of viral fusion peptides) containing the same amount
of pcDNA-IL-8 as the DOTAP virosomes. In order to obtaln the same transfection
results as with the pcDNA-IL-6 loaded DOTAP virosomes it was necessary to




-

G0

Ge800F  8L6hT

10

15

“af

-25-

increase the amount of the pcDNA-IL-6 loaded DOTAP liposomes by a factor of
one thousand 1000.

Exarnple 3: Preparafion of a cationic lipid vesicle with fully fusion active viral
hemaggiutinin rimers from influenza virus containing the encapsulated vector
pRSVcat

Preparation of DOTAP virosomes and incorporation of pRSVcat

The expression vector pRSVeat (from ATCC, Rockvllle, USA) contains the CAT
gene which codes for the chioramphenicol acetyitranafarase (CAT).

The enzyme catalyzes the transfer of an acetyl group from acetyl-CoA to the 3-
hydroxy position of chioramphenicol. CAT vectors are useful for monitoring
transfection efficiency In general.

pRSVcat was encapsulated Into DOTAP virosomes under the conditions
described In Example 2, '

Transfection of DOTAP virosomes loaded with pRSVeat info Jurkat cells

Jurkat celis (10° cells/ml) were incubated with different amounts of .
pRSVcat-oaded DOTAP virosomes (0.0001 pl - 25 pl). After 48 hours Incubation
at 37°C the CAT activity in the Jurkat cells was measured by the CAT-ELISA
assay (Boehringer Mannhelm, Germany).

Flgures 7a and 7b demonstrate that a maximum transfection Is achleved by
addition of 0.01 pl of DOTAP virosomes. Confrary to the aforementioned, the
addition of 0.01 ! of pRSVcat-oaded DOTAP liposomes to Jurkat cells under the
same Incubation conditions did not result in any detectable CAT activity.

Example 4: Uptake of virosomes by cells

Entry of virosomes into target cells can be divided info two distinct steps:

1. Attachment

2. Pensetration.

Attachment Involves binding of the virosomes via HA to the cell receptors which

are mambrane glycoproteins or glycolipids with a terminal slallc acid. |n case of .
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specific viosomes Fab' fragments will additionally recognize antigenic structures
on the target cell surface, resulting in an attachment to target cells by two different
binding mechanisms. Thus, spedific virosomes exert a selectivity for special cell
types. Virosomes with Fab’ fragments that recognize tumor associated antigens
such as TAG72, CEA, 17- 1A, CA19-8 or leukemia associated antigens suth as
CD10 (CALLA) and CD20 will bind selectively to tumor or leukemia cells camrying
the mentioned antigens on their cell surface. The hemagglutinin glycoproteins are
carefully isolated and purified. There is no inactivation either by proteolytic
digestion or by reduction of its intramolecular disulfide (-S-S-) bonds.

Penetration invalves entry of virosomes into the cells by receptor-mediated
endocytosis. The virosomes get trapped in endosomes. The acidic pH (5-6)
within the endosomes triggers fusion of the virosomal membrane with the
endosomal membrane. The fusion is mediated by the viral spike glycoprotain
hemagglutinin (HA). The membrane fuslon reaction in the endosoma fiberatss the
virosome from its lipid envelope and provides access for the encapsulated drugs
to the cytosol. Fusion activity of these virosome-preparations were tested by
fluorescence dequenching. Vircsomes were labeled with the fluorescent probe
octadecy! rhodamine B (R18) and the fusion activity of HA was monitored as
flucrescence dequenching due to the difution of the probe from the virosomal into
a liposomal target membrane. Fig. 8 shows the fluorescence observed upon
addition of DOTAP-virosomes, labeled with R18, o phospholipid-iiposomes. The
fluorescence started to Increase rapidly indicating an intact HA mediated fusion.

me d dent u lis
The uptake of virosomes was measured by incubation of cells with “C-abeled
virosomes. P3/NS1 cells at a concentration of 1x10° /mi were incubated with 40 pi
of virosomes at 37°C for 5, 10, 15, 20 and 30 minutes. After washing, the cells
were lysed and the amount of '“C-abel virosomes was measured. As can be
seen [n Table 3, the cellular uptake is very fast During the first five minutes 10%
of the virosomes were Incorporated. Longer Incubation times did not enhance the
uptake any further. 1 ml of virosome solution contained approximately 10" - 10"

"
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virosomes, hence 4,000 - 40,000 virosomes per cell ware incorporated within §
minutes.

Table 3
Incubation Time (min] |dpm
5 6414
10 6832
15° 6096
20 8810
30 66826

Example 5: Antisense strategles in the treatment of cancers

So-called "antisense" oligodeoxynuciectides (ODN) are short nucieotide
sequances of DNA synthesized as reverse complemants of the desired mRNA
target's nucleotide sequence. By formation of the RNA-DNA duplex translation of
the message Is prevented and the destruction of the molecule by RNase H is
promoted. Delivery of ODN targeting oncogene-encoded mRNA to. cancer calls
may be assoclated with inhibition of cell proliferation and, in some circumstances,
cell death. -

Antisense ODN have a great potantial as therapeutic agents. Many prediinical
animal studles as well as dlinical trials of Phases il have shown that antisense
ODN directed against oncogenes and viral genes are therapeutically active.

Transfer of functional DNA molecules Into cells by DNA-loaded liposomes or
conventional virosomes |s not very efficient. Therefore virosomes with a positively
charged lipid bilaysr {cationic) were developed for transfer of genetic material.

The positively charged lipid bilayer interacts with nuclelc aclds and causes them to
concentrate within the vesicies formed.

tise
The L-myc gene, first discovered in a small cell lung cancer (SCLC) cell line, Is
frequently ampfified and overexpressed in SCLC. 5-FITC-phosphorothioate

oligodeoxyribonudlectides (OPT) were synthesized via phosphoramidite chemistry -
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{Microsynth GmbH, Balgach, Swilzesland). The pentadecamer
(8'-FITC-GTAGTCCATGTCCGC-3') and the pentadecamer

(5" FITC-GCGGACATGGACTAC-3") were used as the antisense OPT and sense
OPT, respectively. A mixed sequence control (msc) OPT consisting of the same
length of nuclectides as antisense and sense OPT was syntheslzed. The
antisense OPT covering the translational Initiation site acts by Inhibiting ribosomal
translation of the target mRNA. Antisense-L-myc-phosphorothicate
oligodeoxyribonucleotides were encapsulated into the virosomes. The
antiproliferative effect of virosome-encapsulated L-myc antisense DNA In the
SCLC call lines H209, H510, and H82 was evaluated. Antisense-L-myc virosomes
were added to the cells of human small cell lung cancer cell {ines. Sense-L-myc
virosomes and msc (mixed sequence control}virosomes were used as controls

(Fig. 9).

Aniisense-L-myc virosomes were 20,000-fold more active than non-encapsulated
antisense OPT. To Induce the same effacls as seen In Fig. 10 concentrations of
non-encapsutated L-myc-antisense OPT In the range of micromoles had to be
added to the cell cultures. Hence, cationic virosomes are far more efficient in the
delivery of ODN than the cellular uptake of nonancapsulated ODN and also more
efficlent than cationic liposomes.

The growth-inhibitory effect of antisense-L.-myc virosomes correlated with levels of
L-myc expression in the three SCLC cell lines, H208, H510, and H82. From Fig.
11 it was concluded that those cells that do not express the L-myc gene are not
influenced by antisense-L-myc virosomes. Emptly cationic virosomes did not show
any or only minor effects on normal cells and cancer cells. Since the L-myc gene
is frequently amplified and overaxpressed in SCLC and very restricted and
iow-level axpressed In human adult issues, L-myc might be a good target for an
antisense virosome therapy.

Example 8: Non-infectious transfer of plasmid-based vectors for gene therapy:
transfection of vectors for mammallan expreasion by cationlc virosomes
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Current approaches to cancer gene therapy use plasmid-based vectors to exprass
suitable target genes in human cancer cells either ex vivo or in vivo. The following
therapeutic gene targets are evaluated: Susceptibility genes such as herpes
simplax virus thymidine kinase (HSV-TK) genes (Moolten FL; Cancer Res.
48:5276-5281,1980); genes which target the immune systam to eliminate cancer
calls such as cytokine genes (Tepper Rl et al.; Cell 57:503-512, 1689), genes
coding for costimulatory molecules (Townsend SE et al.; Sciance 259:368-370,
1893), foreign histocompatibility genes (Plautz GE et al.; Proc Natl Acad Sci USA
90: 4645-46849, 1993); and replacement of wild-type tumor suppressor genes
such as p53 (Chen PL et al.; Science 250:1576-1580, 1990).

Because of certain limitations of cumrently used viral-based vectors for gene
therapy such as, for Instance, lack of specificity in targeting tumor cells for gene
transfer, and bacause of safety concems reganding the possible induction of
secondary malignancies and the possibility of recombination to form replication
competant virus, a non-infectious gene transfer technology for In vivo gene
delivery of plasmid-based expression veciors needed to be develioped. The use of
the hereln disclosed cationic virosomes Is a promising altemnative of a
non-infectious, receptor-madiated gene transfer technology.

The typical transfection efficlencies by using commercially avallable lipids are
betwaen 5-50%. Not only provide virosomes higher transfection efficiency than
commercially avallable liposomes but the entrapment of DNA into vircsomes
results also in stable transformation of cells.

Human interleukin 8 (IL-8) gene was cloned into the polylinker site of pcDNA3, a
5.4 kb vector designed for high-lave! stable and transient expression in eukaryotic
hosts. The vector contalns the neomycin resistance marker, expressed from the
SVAQ early promoter for the selection of stable transformants in the presence of
G418.

Ql%
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Encapsulation of the vector was performed by 3 different mathods:

1. Dialysis: Plasmids were encapsulated during formation of virosomes.
Detergent Octyl-POE (from Alexis Com., Lasufelfingen, Switzeriand) was
removed by dialysis.

2. Biobeads: Plasmids were encapsulated during formation of virosomes.
Detergent OEG was removed by Biobeads.

3. Ultrasonication: Plasmids were encapsulated by DOTAP and the obtained
DOTAP-liposomes were fused with DOTAP-virosomes by ultrasonication.

4C-thymidine-labeled pcDNA3-ciL-6-DNA was produced for measuring the

amount of encapsulated plasmid.

Mathod of encapsulation IAmount of encapsulated plasmid

Dialysis (1) . 0.02 ug DNA per Wl of virosomes
Biobeads (2) 0.009 pg DNA per pl of virosames
Ultrasonication (3) 0.04 ug DNA per pi of virosomes

5p2/0-Ag14 cells (Hybrid, non-secreting, mouse; ID-No: ATCC CRL-1581; hersin
termed Sp2), P3/NS1/1-Ag4-1 cells (Non-secreting myeloma, mouse; ID-No:
ATCC TIB-18; herein termed P3/NS1) and NIH/3T3 cells {Embryo,
contract-Inhibited, NIH Swiss mouse; [D-No: ATCC CRL-1658) at a cell
concentration of 1 x 10° in 1 ml medium were transfected by the virosome
preparations (1) - (3). Ten days after transfection the amounts of expressed IL-6
were measured by ELISA (Fig. 12, Fig. 13, Fig. 14). All csll lines are avallable
from ATCC, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland, USA.

Transfacted Sp2 and P3/NS1 cells were salected twice by G418, After 2 months
of culturing the production of IL-6 was measured again. The vaiues are jisted In
Table 4. ‘

Table 4; Production of IL-6 by transfocted cells after re-selection with G41 8

| ‘{Z.%
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Tatle 4: Production of IL-8 by transfected calls atrar re-selection with G418

Mathod |Number |Total IL-6 [votal [IL-6
Cell of prepa- [of cells |[number of |[pg/ml) |amount [(pg/108
line ration per mi calls of IL-6 |ceils]
(pgl
Olalysis [1.2x 8.0x 107 |277 (831 [138
106 3 mi butfer
P37 Pellsts |Bioboads | 1.8 x 7.8 x 10% 4132 128 16
NS1 |of calls 108 ml buffer [
Uhrasors [1.64x  |8.0 x 108 (288 1168 |144
cation 106 4 ml buffar
Dialysis 5 mi ) 40 6.7
supsm.
PA/  |Super- [Biabeads 49 mi 4 20 |2
NS1 natant supermn
Ultrasoni 5.2 mi 25 130 16.2
cation supam,
Dialysis |2.25 x |1.13 x 107 | > 1200| > 6600 | >664
108 5.5 mi
buffer
Sp2 Pellets |Blobeads | 1.8 x 9.5x 10 232 1044 (110
| of calis 108 in4.5 ml
buffer
URrasoni 2.8 x 1.37 x 107 680 |4780 |347
cation |108 7 ml buffer
Dialysis Emi 268 [1340 (119
supem.
Sp2 |Super- [Bicheads 5.2 ml [ 42 4.4
natant supam.
Ultrasaoni 4.9 mi as1 3130 |233
cation auperm.

The volume of lysis buffer added to the cell pellets was adjusted so that a cell
number of ca. 2 x 10® per ml was obtalned.

Example 7: Antisense strategies in the traatment of laukemias

The most common genetic abnormality In human leukemias is the Philadelphia
Chromosome (Ph') translocation. The translocation of the protooncogene ab!
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from chromosome § to the breakpoint cluster region (ber) on chromosome 22
results in the formation of ber-abl hybrid genes. The abl protooncogene normally
encodes a protein with tyrosine kinase activity which is augmented in cells
camrying ber-abl hybrid genes. The bor-abl transcripts are found in the vast
maJority of chronic myelogenous [sukemia (CML) patients and in Ph* acute
lymphocytic leukemia patients. The targeting of ber-abl genes in CML Is dlearly
the most rational therapeutic procedure. Synthetic ODN complementary to the
junction of ber-abl transcripts produced from the spiicing of either the second or
third exon of the ber gene to the second exon of c-abl were shown to suppress
Philadelphia 1 leukemic cell proliferation In vitre and to spare the growth of normal
marrow progenitors (Szczylik C et al.; Science 253:562-585, 1881). However, the
ber-abl antisense therapy Is restricted to CML patients.

Another molecular target for antisense therapy Is the myb gene. Myb, the
encoded product of the protooncogene c-myb, functions as a DNA binding specific
transcription factor. 1t is preferentially expressed in hematopoletic cells and is
required for hematopoletic celf proliferation. A 18-mer antisense ODN targeted to
codons 2-7 of c-myb strongly inhibited or completsly abofished donogenic growth
of a T-cell leukemla line (CCRF-CEM), as well as 78% of primary acute
myslogenous leukemia cases examined, and 4 of 5 primary chronic myelogenous
leukemia (CML) cases In blast crisis (Calabretta B et al.; Proc Natl Acd Scl USA
88:2351-2355, 1891).

Purging of bone marrow is used as a component in the treatment of several
neoplasms, Including acute and chronic leukemias. At present, mammow is
cleansed of leukemic cells by a variety of agents such as immunologic reagents
and chemotherapsutic drugs. Virosome encapsulated ODN targeted agalnst one
oncogene that confers a growth advantage to leukemic calls wil prove '
therapeutically useful and, most important, more selective than conventional
chemotherapeutic agents In eliminating leukemic cells while sparing normal
progenitor cells.
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Antisense-c-myb virosomes

Sense and antisense OPT comesponding to c-myb codons 2-8 ware prepared.
The sense and antisense o-niyb sequencas were 5’ -
GCCCGAAGACCCCGGBCAC-3 and 5-TGTGCCGGGATCTTCGGGC-3',
respectively. Encapsulation of OPT into DOTAP-virosomes was performed by the
sama mathod usad for L-myc DOTAP virosomes. The human myeloid leukemia
cell line KG-1 and the human acuts lymphoblastic leukemia cell line CEM-C3 were
exposed to sense and antisense c-myb virosomes. Proliferation of KG-1 cells Is
dapendent on the protooncogene myb gene product, whereas CEM-C3 celis are
not dependent on the product of e-myb gene. KG-1 cells were incubatad with 25,
50, and 100 ul of sense and antisense ¢-myb virosomes containing 18, 36, and 72
pmol of sense and antisense OPT, respectively. The number of cells was
determined at days 2, 3 and 4.

Addition of 25 pl of sense and antisensa c-myb virosomes had only marginal
effects on the cell growth (Fig.15). However, addition of 50 ul (Fig. 16) and 100 pl
(Fig. 17) strongly Inhibited the cell growth. Higher doses of sense c-myb
virosomes also showad Inhibitory effects. It is assumed that these effects were
not elicited by the virosomal membrane, because CEM-C3 cells were not
influenced by the same virosome preparations (Fig. 18).

Example 8: DOSPER-Virosomes: Reagent for the Transfection of Eukaryotic
Cells; Transfection of *H-abelsd plasmid by DOSPER-Virosomes; a comparison
of DOSPER-Virosomes to DOSPER-Liposomes

The plasmid pGEEN LANTERN™-| (GIBCOBRL) was produced In presence of *H4-
methyithymidine. 33 ug of the labeled plasmid DNA were encapsulated Into
DOSPER-virosomes and 11.7 yg Into DOSPER-iposomes.

The lipid bllayer of the DOSPER-virosomes conslsts of 25% of DOSPER and 75%
of PC (phosphatidyicholine). it Is impossible to produce DOSPER-virosomes with
a 100% DOSPER bilayer. In particular, it has been found that if the concentration
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of DOSPER in the maction mixture is more than, for example, 30%, virosomes
may not form, :

5x10° cells of each cell type were incubated in 500 il of medium either with 25 pl
of plasmid-containing DOSPER-virosomes or DOSPER-lipasomes solution for 2,
4, 6 and 24 h at 37°C. The added allquots of DOSPER-virosomes and DOSPER-
liposomes corresponded to a radicactivity of 26,500 dpm. After Incubation, cells
were washed, lysed and the radioactivity measured. The influence of time
transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid were evaluated with various
cell lines, and the results are graphed In Figures 18-26. The Brief Description of
the Flguras' above summarizes the cell lines In each of the Figures.

Figures 19-24 show clearly that DOSPER-virosomes are superior in transfection to
DOSPER-liposomes for all cell types and for all incubation imes. Longer
incubation times of 8 and 24 h with DOSPER-Iposomes only resulted in very
minimal Increases of DNA uptake, whereas longer Incubation times with
DOSPER-virosomes led to considerably higher DNA uptake. This result suggests
that the HA-mediated uptake of virosomes is far more efficient than the uptake
Induced by DOSPER-liposomes without the help of any viral binding ligands to cell
receptors. Itis Interesting that in the case of DOSPER-virosomes, incubation
times of 6-24 h did not lead to a saturation of DNA incorporation but to a further
increase of DNA uptake, an effect which may be due to a rapid replacement of
membrane receptors after their removing by raceptor-mediated endocytosis of the
virosomes on the cell surface.

Exampls 8: A comparison of DOSPER-Virosomes to DOTAP-Virosomes

The same amount of *H-labeled plasmid as described in Example 8 for DOSPER-
virosomes was encapsulated Into DOTAP-Virosomes. Hela and K562 cells ware
incubated with DOTAP-Virosomes under the same conditions as described above
In Example 8. The results are graphed in Figures 25 and 26.
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The results in Figures 25 and 26 demonstrats that the transfection efficiency of
DOTAP-virasomes is lower than that of DOSPER-virosomes. The reasons why
are not clear. We suppose, without being bound by theory, that encapsulation of
plasmid into virosomes containing DOSPER may lead to higher amounts of useful
virosomes. In contrast, encapsulation of plasmid into DOTAP-virosomes may
result in a high number of defective vesicles with low transfection potential. A
second hypothesis would implicate an enhancing effect of DOSPER during
binding of the virosomes to the cell membrane, a viewpoint we cannot exclude.

The results thus demonstrate that use of the polycationic lipid DOSPER exhibits

surprisingly superior transfection efficiency compared to the most frequently used
cationic lipid DOTAP. '

Abbreviations used in the dascription

2OMe 2-0 methyl

CALLA common acute lymphoblastic leukemia antigen

CAT chioramphanicol acteyltransferase

DOTAP N-{(1,2,3-dlolecylaxy)-propyi]-N,N,N-rimethylammoniummethyl-
sulfate

DOTMA N-{(1.2,3-dioleoyloxy)propyl]-N.N,N-trimethylammonium chloride

FITC-OPT fluorascein isothiocyanate-labeled oligodeoxyribonuclectide
phosphorothloate

G418 Geneticin® disulfat (antibiotic G418)

HA hemaggiutinin

IL-6 Interleukin 6

MPB.PE N-{4-(p-malelmido)-phenylbutyryl]-phosphatidylethanolamine ( = @
croaslinker-phospholipld complex)

msc mixed sequence controt

NA neuraminidase

Octy-POE  n-octyl-oligo-oxyethylene

ODN ofigodeoxynucieotides
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OPT
PC
PE
PNA
SCLC
Sv40
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octaethyleneglycol monododacylether (C,.Eq)
oligodsaxyribonuclectide phosphorothioate(s)
phosphatidylcholine
phosphatidylethanolamine

peptide nucleic acid

small celf lung cancer

Simlan virus 40



Eh{

v a

10

15

iz

CLAIMS
1. A lipld bllayer vesicle having at least one deslred drug or pharmaceutically
active substance therein, said vesicle comprising:

(a) amembrane having phosphatidylethanolamine (PE) in combination
with one or more lipids comprising natural or synthetic lipids having a positive net
charge;

{b) atleast one active fusion peptide that is a viral hemagglutinin, that
is capable of causing the vesicles to be intemalized by target cells through
phagocytosis or endocytosls, and that exerts fusogenic activity at acidic pH within
a range of pH5 to pH7, sald hemagglutinin belng attached directly or indirectly to
sald membrane;

(c) a bifunctional crossiinker linked to phasphatidylethanolamine (PE)
of sald membrane; and ' —_

(d) atleast one cell-specific marker linked via a sulfur of the cel-
specific marker to the PE-bound crossfinker, sald marker being a biologically
active protsin for binding to a receptor of target cells.

2. The vesicle according to claim 1, wherein the membrane comprises -
based on total fipids - 10% by weight or less of phosphatidylethanolamine, and
80% by weight or more of said other IIpTéI? comprising positively charged lipids.

3 The vesicle acconding to clatm 1, wherain the cell-specific marker Is
selected from the group consisting of a_q_;a_r_l_ﬁbody. an antibody fragment, a
cytokine and a growth factor.

4, The vesicle according to claim 1, wherein the positively charged lipids
comprise at isast one cationic or Mmic lipid selected from the group
consisting of
' N-{(1,2,3-dloleoyloxy)propyl}-N,N,N-trimethylammonium chioride (DOTMA);
N-{(1,2,3-dloleoyloxy)-propyl}-N,N,N-trimethylammoniummethylsulfate
(DOTAP); N:t-butyl-N-tstradecyl-3-tetradecylaminopropionamidine;
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1,3-dipalmitoyl-2-phosphatidylethanolamidospermine (DPPES);
dioctadecylamidoglycylspermine (DOGS); 2,3-dioleyloxy-N-{2(spermine-
carboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propaneaminiumtrifiuoracetate
(DOSPA); 1,3-dloleoyloxy-2-(6~carboxy-spermyl)-propylamide (DOSPER);
and N,N,N',N'-tetramethyl-N,N-bis(2-hydroxyethyi)-2,3-dicleoyloxy-1,4-
butanediammoniumiodide (THDOB).

5. The vesicle according to claim 4, wherein the membrane comprises 5 to
30% by weight, based on total lipidS; of 1,3-dloleoyloxy-2-(6-carboxy-spermyl)-
propylamide (DOSPER).

6. The vesicle according to claim 1, whereln the desired drug or
phamacsutically active substance is a nuclelc acid material.

7. The vesicle according to claim 6, whereln sald nucleic acid material
entrapped In sald vesicle Is selected from the group consisting of short chain DNA
or RNA, deoxyribonudlectides, oligodecxyribonuciectides,
oligodeoxyribonucleotide selencatss, oligodeaxyribonucleotide phosphorothloates,
oligodeaxyribonucleotide phosphoramidates, oligodeoxyribonucieotide
maethyliphosphonates, peptide nuclelc acids, ribonuclactides, ofigoribonudectides,
oligoribonudeotide phosphorothloates, 2'-OMe-oligoribonucleotide phosphates, 2-
OMe-oligoribonuclectide phosphorothioatss, ribazymes, genes, plasmids and
veclors.

8. The vesicle according to claim 1, wherein its diameter is in a range of 120-
180 nm. —

9. The vesicle according to claim 1, wherein the hemagglutinin is fusogenic at
acidic pH within a range of pH7-pHS5 derived from a virus selected from the
group conslisting of rhabdovirus, parainfluenza virus type NI, Semilki Forest virus

and togavirus.

.leo_;_%'
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10. A procass for the manufacture of a lipid bilayar vesicle having a membrane
that contains natural or synthetic lipids having a positive net charge together with
phosphatidylethanolamine, at least one functionally active viral fusogenic peptide
integrated in or covalently linked to the membrane, at least one cell-specific
marker attached to the membrane, and a desired nucleic acid material, comprising
the steps of

(a) dissolving purified virus with a non-lonic detergent solution and
separating therefrom a fraction contalning hemaggiutinin;

(b) preparing conjugate molecule complexes conslsting of
phosphatidylsthanolamine (PE), a bifunctional crosslinker, and a cell-specific

marker in a way such that the bifunctional crosslinker with one binding site finks to”

the amino group of PE and with ancther onae to a thiol group of the cell-specific
marker, and removing unconjugated material;

(c) preparing a solution contalning:

a buffered non-lonic detergent; viral hemaggiutinin obtained In step
(a): natural or synthetic lipids other than PE comprising liplds that have a positive
net charge; and at least one cell-specific marker in tha form of sald preformed
molecule complexes of PE/crosslinker/marker;

(d)  adjusting the lipid concentrations to - based on total lipids -10% by
weight or less of phosphatidylethanolamine and to 80% by welght or more of sald
natural or synthetic lipids other than PE comprising lipids that have a positive net
charge;

(6} removing the detargent by treating the solution with microcarrier
beads, reauiting In the formation of positively charged targeted virosomes; and

(3] Incorporating into the virosomes a quantity of a desired nuclelc acld
material.

11.  The process according to dalm 10, wherein said lipids other than PE
include phosphatidyicholine. )

~
12 The process according to clalm 10, wherein said microcarrier beads are
polystyrene beads having a net mesh size of 20-50 (0.84-0.30 nm).
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13.  The process according to claim 10, whereln incorporation of nudelc acid
materfal into the virosomes is accomplished by adding to the virosomes resulting
from step (e) the desired nucleic ad@taﬁal. sonicating the mixture to Integrate
the material inlo the vesicles, and removing non-integrated material.

14.  The process according to claim 13,.wherein the non-integrated material is
removed by gel filtration.

15.  The pracess according to ciaim 10, wheraln Incorporation of nucleic acid
material into the virosomes Is accomplished by adding to the vircsomes resulting
from step (e) positively charged liposories contalning the desired nudleic acid
material and sonicating the mixture to fuse the liposomes with the virosomes to
integrate the nuclelc acid matsrial into the virosomes. )

168.  The process according to clalm 8, whereln the positively charged lipids

comprise at least one cationic or polycationic fipld selectad from the group

consisting of -
N-(1,2,3-diolecyloxy)propyl}-N,N,N-trimethylammonium chioride (DOTMA);
N-{(1,2,3-dloleoyloxy)-propyl]-N,N,N-trimethylammoniummethylsulfate
(DOTAP); N-t-butyl-N'-tetradecyl-3-tetradecylaminopropionamidine;
1,3-dipalmitoyl-2-phosphatidylethanolamidospermine (DPPES);
dioctadecylamidoglycyispermine (DOGS); 2,3-dloleyloxy-N-{2(spermine-
carboxamido)ethyf]-N,N-dimethyl-1-propaneminlumbifiucroacetate
{DOSPA); 1,3-dialeoyloxy-2-(6-carboxy-spermyi)}-propylamide (DOSPER);
and N,N,N' N*-tetremethyl-N,N'-bis(2-hydroxyethyl)-2,3-diclecyloxy-1,4-
butanediammoniumiodide (THDOB).

17.  The process according to claim 8, wherein the positively charged lipids
comprise & to 30% by welght of 1,3-dioleoyloxy-2-(6-carboxy-spermyl)-
propylamide (DOSPER), basad on total lipids.
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18.  The process according to daim 10, wherein the weight ratio of
hamaggiutinin to total membrane fipids Is adjusted to approximately 1 (mg/mg) or
less. —_

18.  The process according to claim 10, whereln the cell-specific marker is
selected from the group consisting of an antibody, an antibody fragment, a
cytokine and a growth factor.

"
20. The process according to claim 19, wherein the cell-spedific marker is a
Fab' or F(ab"), fragment and Is applied in a weight ratio of hamagglutinin to Fab' or
F(ab"), fragment of about 2:1. / ) )

21.  The process according to claim 10, wherein the desired nudelc acid
material Is selected from the group com@'ng of short chain DNA or RNA,
deoxyribonucleotides, oligodeoxyribonucieotides, oligodeoxyribonucieotide
selenoates, oligodeaxyribonucieotide phosphorothicates, otigodeoxyribonucieotide
phosphoramidates, oligodeoxyribonucieotide methylphosphonates, peptide nuclelc
acdlds, ribonucleatides, oligoibonudectides, oligoribonuclectide
phosphorothloates, 2'-OMe-oligoribonuclectide phosphates, 2'-OMe-
oligoribonuclectkle phoéphomﬂaloatas. ribozymes, genes, plasmids and vectors.

Z2.  The process according to claim 10, wherein the non-ionic detargent
solution comprises C,.E, (octaethylensgfycol monododecylather) or n-oclyl-
oligooxysthylane.

23.  The process according to claim 10, wherein the crosslinking agent is a
heterobifunctional organic molecule haﬂé at least one maleimido and at lsast

one carbaxy! group.

24, The process according to claim ga. wherein the crosslinking agent Is
selected from the group conslsting of bis-N-succinimidy! derivatives and
photactivatable succinimidyl derivatives.
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25. The procsss acconding to claim 10, wherein in step (b), unconjugated
material Is removed by affinity mw using an agarose matrix.

26.  Allpid bilayer vesicle obtained by the process of claim 10.

27. A method for camying out non-infectious gene therapy, comprising
delivering a desired nuclelc acid material to resting or proliferating targst cells via
the positively charged lipld bilayer vesicle of caim 1 for efficient transfer of said
material to the target cslis.

_—
28. The method according to claim 27, wherein the target cells are selected
from the group consisting of cancer cells, leukemic cells and virally infected cells,
and metabollcorptollfera'tlvaacﬂvlty_guaidtargetoells Is reduced upon
administration of the virosomes.

20. The mathod according to claim 27, wherein sakd nuclelc acld matesial
F
comprises at least one antisense oliggniidectide suitable for antisense therapy.

30. The methad according to claim 29, whersin the antisense oligonudeotide
Is targeting protooncogene or oncogan?éncoded mRNA.
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ABSTRACT

The present invention relates to a positively charged virosome for efficlent
delivery of genatic material to resting or proliferating mammalian cells in vitro and
in vivo. The virosome membrane contains cationic and/or palycationic lipkds, at
least one viral fusion peptide and preferably at least one cell-specific rarker,
advantageously selected from the group consisting of monodonal antibodies,
antibody fragments F(ab“), and Fab', cytokines, and growth factors, for a selactive
detection and binding of target cells. The invention further relates to a method for
the manufacture of the novel virosomes and to applications thereof, particularly for
the manufacture of pharmaceutical compositions to treat cancer or leukemia.
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Influence of ime transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid. 5x10° celis of human,
transformed primary embryonal kidney cell line 293 T were transfected with DOSPER-
virosomes and DOSPER-liposomes containing *H-abeled plasmki pGreen Lantemn.
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Influence of time transfectlon on the amount of uptaken DNA-plasmid. 5x10* celis of human
epithelioid carcinoma cell line Hel.a were transfected with DOSPER-virosomes and DOSPER-
fiposomes containing *H-labeled plasmid pGreen Lantem.
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Fig. 24

Influence of time transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid. 5x10° cells of mouse
myeloma cell line P3 were transfected with DOSPER-virosomes and DOSPER-iposomes
containing *H-labeled plasmid pGreen Lantemn.
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Influence of ime transfection on the amount of uptaken DNA-plasmid. 5x10° cells of human
chronic myelogenous leukemia cell line K562 wera transfected with DOSPER-virosomes and
DOTAP-virosomes containing *H-labeled plasmid pGreen Laniem.
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que no coritiene ningun asunto nuevo, o {c) una nueva descripcion).
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N

REIVINDICACIONES EN LA SOLICITUD DESPUES DE LA

INTRODUCCION DE CUALQUIER MODIFICACION PEQUENA OTRA EMPRESA QUE
PRELIMINAR ANOTADA DEBAJO EMPRESA NO SEA PEQUENA
PARA: | N° PRESENTADO | N° EXTRA TARIFA | TASA [0 TARIFA | TASA
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O MULTIPLES REIVIND. DEPEND. PRESENTADAS +139 - S 0 [ +260 S
* §i la diferencia es menor que cero. introducir =0 TOTAL [S470 | Q TOTAL | S
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gastos de registro. Por la presente, el comisionado queda autorizado a cargar
cualquier otro gasto que pudiera ser necesario para completar este registro, o
para abonar cualquier pago excesivo, a la Cuenta de Depédsito N°15-046]1. Se
adjuntan dos copias duplicadas de esta hoja.

Cancelar las reivindicaciones de la solicitud antes de calcular
los gastos de registro. Se retiene al menos una reivindicacidn independiente
con fines de registro. '

DE LA CUENTA DE DEPOSITO

Por

Cargar cualquier gastos debido a nuestra

AUTORIZACION DE USO

favor conceder cualquier extension
Necesaria para la introduccidn;

Cuenta de Depdsito N°15-0461

3] Modificar la descripcidn insertando, antes de la primera linea, la frase:

- Esta es una O Continuacién, O Divisién, & Continuacién en parte de la
solicitud N°09/171.882, presentada el 30 de diciembre de 1998, la cual es a
su vez una U.S. National Stage de PCT/BP97/02268 presentada el 4 de
mayo de 1997. Todas las divulgaciones de las solicitudes anteriores por la
presente quedan incorporadas por la referencia que se hace a ellas en este
documento en su totalidad.

53} Se adjuntan dibujos de la forma (Figs. 1-26)

Se reclama la prioridad de la(s) solicitud(es) extranjeras N° 96107282 .4
presentada el 8 de mavo de 1996 en Europa bajo 35U.5.C.§119 y/o §365(b).

Bd La copia certificada fue presentada en la anterior solicitud N° 09/171.882 el 28

1

(|

de octubre de 1998.

Se presenta con este documento una copia certificada de la anterior solicitud
extranjera :

Se reclama la prioridad de la Solicitud Provisional N° de
Estados Unidos presentada bajo 35U.S.C.§119.

Modificar la describcién insertando, antes de la primera linea, la frase:
- Esta solicitud no provisional reclama el beneficio de la Solicitud(es)
Provisional(es) N° de Estados Unidos presentada el

3] A la solicitud anterior se le asigna el protocolo de NIKA HEALTH

|

PRODUCTS LIMITED, registrado en el Tomo 9833, Marco 0864.

Esta solicitud esta presentada por algunos de los inventores nombrados
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en el solicitud anterior (37C.F.R. §1.53(b)(1)). Borrar el/los siguiente(s)
inventor(es) nombrado(s) en la solicitud anterior.

Se adjunta una Modificacion Preliminar. Las reivindicaciones afiadidas

por esta Modificacidon estin debidamente numeradas de forma consecutiva
empezando con el nimero siguiente a la reivindicacion con el nimero mas aito
en la solicitud.

Se adjunta una Declaracién de Divulgacidn de Informacién

Estado de la entidad pequefa

i a. Se adjunta declaracion de pequeiia empresa.

O - b. Se presenté la declaracién de pequefia empresa en la solicitud de
patente y dicho estado es ain adecuado y deseado.

a ¢. Ya no se reclama el estado de pequeiia empresa.

Otros:

El Poder Notarial de la Solicitud es para James A. Otiff, N°® de Registro
27.075, William P. Berridge, N° de Registro 30.024, Kirk M. Hudson, N° de

" Registro 27.562, Thomas J. Pardini, N° de Registro 30.411, Edward P. Walker,

N° de -Registro 31.450, Robert A. Miller, N® de Registro 32.771, Mario A.
Constantino, N° de Registro 53.565 y/o Caroline D. Dennison, N° de Registro
34.494,

a. El poder aparece en la Declaracion adjuntada y en el Poder Notarial,
b. Dado que el poder no aparece en la Declaracion y Poder Notarial
adjuntados, se adjunta también un Poder Notarial sustituto.

-1 d

Dirigir todas las comunicaciones futuras a:

Oliff & Berridge, PLC
P.O.Box 19928
Alexandria, Virginia 22320

Atentamente,

James A. Oliff
N° de Registro 27.075

Christopher W. Brown
N° de Registro 38.023



Solicitante o titular de la patente: Emst Rudolf WALTI, Reinhard G v Pete

N* de solicitud o patente: N° de certificado de apoderado: 101909.01"
Presentado o emitido:

Para: VIROSOMAS CAT[ONI I A DE N IA ATERI
GENETICO

DECLARACION POR LA QUE SE SOLICITA ESTATUS DE PEQUENA EMPRESA
(37 CFR 1.9 (y 1.27(c)) - PEQUENAS EMPRESAS
- el propietario de 1a pequefia empresa identificada a continuacién:
- un miembro de la pequedia empresa a quien se han concedido poderes para actuar en nombre de
la empresa identificada a continuacion:
NOMBRE DE LA EMPRESA  Nika Health Products Limited
DIRECCION DE LA EMPRESA Stadtle 36, FL.-9490 Vaduz, LIECHTENSTEIN

La pequeila empresa identificada anteriormente cumple los requisitos de pequefia empresa como
se define en 15 CFR 121,3-1B y se reproduce en 37 CFR 1.9(d) a los efectos de pagar tasas reducidas
segin la seccion 41(a) y (b) del Tiwlo 35 del Cédigo de Estados Unidos, dado que le nimero de
empleados de la empresa, incluyendo los de sus filiales, no excede de 500 personas. A los efectos de esta
declaracién (1) el nimero de empleados de la empresa es la media del anterior afio fiscal de la empresa de
personas empleadas a tiempo completo, a tiempo parcial o de forma temporal durante cada periodo de
paga de los salarios del afio fiscal y (2) las empresas son filiales de otras bien cuando directa o
indirectamente una empresa controla ¢ tiene el poder de controlar a la otra, bien cuando un tercero o

terceros controla(n) o tiene(n) el poder de controlar a ambas.

Se conceden a la pequefia empresa identificada anteriormente los derechos derivados de contrato

(ZJM

o de la ley, de los que continuara siendo titular, con resﬁccto a la invencidn titulada: VIROSOMAS

CATIONICOS COMO SISTEMA DE TRANSFERENCIA PARA MATERIAL GENETICO del/de los

inventor(es) Emst Rudoif WALTI, Reinhard GLUCK y Peter KLEIN descrita en:

- la solicitud presentada con la misma.

- la solicitud nimero , presentada el

- la patente nimero . emitida el

Si los derechos de los que es titular la pequefia empresa anteriormente identificada no son
exclusivos, s¢ menciona a continuacion cada individuo, empresa u organizacion que tenga derechos sobre
la invencién y no corresponderd ningin derecho sobre la invencién a ninguna persona distinta del
inventor que no cumpliese las condiciones de inventor independiente de acuerdo con 37 CFR 1.9(c) si esa
persona realizase la invencidén ni a ninguna empresa que no cumpliese las condiciones de pequefla
empresa de acuerdo con 37 CFR 1.9(d) v organizacidn sin animo de lucro de acuerdo con 37 CFR 1.9(e).

NOTA: Se requiere una declaracion por separado de cada persona, empresa u organizacion
mencionadas que tengan derechos respecto a la invencién afirmando su estatus de pequedla empresa (37
CFR 1.27).

NOMBRE COMPLETO
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DIRECCION .

- INDIVIDUO - PEQUENA EMPRESA ORGANIZACION STN ANIMO DE LUCRO
NOMBRE COMPLETO
DIRECCION .

- INDIVIDUO - PEQUENAI\ EMPRESA -ORGANIZACION SIN ANIMO DE LUCRO

Asumo la obligacién de notificar en esta solicitud o en otra relacionada cuslquier cambio de
estatus que resulte de {a pérdida de ia titularidad de pequefla empresa antes de pagar o en el momento de
pagar la primera tasa de emisién o cualquier tasa de mantenimiento que se deba después de la fecha en

que ya no sea de aplicacion el estatus de pequeila empresa (37 CFR 1.28(b)).

NOMBRE ESCRITO A MAQUINA DE LA PERSONA QUE FIRMA Woieibehi Plasecki
DIRECCION ESCRITA A MAQUINA DE LA PERSONA QUE FIRMA  Director

FIRMA {Firma ilegible} FECHA: 6 de octubre de 1999

11/97
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Esta solicitud es una solicitud ampliacién de la
Solicitud de Patente EE.UU. N* 09/171.882, presentada
el 30 de Diciembre de 1998, que a su vez es una
solicitud a escala nacional de EE.UU. de
PCT/EP97/02268, presentada el 4 de Mayo de 1997. la
descripciédn completa de estas solicitudes anteriores
estd aqui incluida por la presente mediante referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn esta en los campos de la
biotecnologia génica y 1la terapia génica y esté
relacionada con nuevos virosomas, es decir, vesiculas
liposémicas cargadas positivamente que contienen
glicoproteinas virales en la membrana, para la
trasferencia eficiente de material genético a
localizaciones diana, un procedimiento de fabricacién y

sus aplicaciones dtiles. Los virosomas catidnicos
presentes son especialmente apropiados para la
distribucién no infectiva especifica y no especifica de
genes a células diana in vitro e in vivo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los liposomas son ampliamente ﬁsados como

transportadores para la ‘distribucién de farmacos y como
protectores para sustancias farmacéuticas de corta vida
media o contra ataques (biojquimicos por fluidos
corporales. Los liposcomas gque contienen proteinas de
membrana reconstituida o partes suyas de envueltas
virales se llaman cominmente “virosomas” (Sizer y col.,
Biochemistry (Bioquimica) 26:5106-5113, 1987). Se han
aplicado para transporte no especifico de varios
farmacos y moléculas de DNA (Valstein y col., Methods
Enzymol. (Métodos en Enzimologia) 101:492-512, 1983).
Resultd ser un gran inconveniente que estos virosomas
fusionados con la membrana celular de las células diana
produjeran una liberacién incontrolada del material
transportado en el citoplasma de las células diana
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donde el material desprotegido era realmente atacado
por los procesos degradativos intracelulares.

. El documento  W092/13525, cuyos contenidos
completos serdn incorporados aqui por' referencia,
informa de que los virosomas hechos de membranas de
bicapa de fosfolipidos que son dirigidos con proteinas
de espiculas virales del virus de 1la gripe y con
marcadores especificos de célula 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
virus mediante endocitosis mediada por receptor.
Mientras que estos virosomas son aplicades con éxito
para distribuir sustancias quimicas y firmacos deseados
a localizaciones diana, tienen ciertas desﬁentajas con
respecto a la incorporacidén estable y la transferencia
de moléculas cargadas como, por ejemplo, &cidos
nucleicos cargados negativamente.

En los Gltimos afios, la distribucidn,
especialmente la distribucidén especifica de célula, de
material incorporado en liposomas ha ganado cada vez
mids atencidén e importancia, particularmente en 1lo
referido a aplicaciones terapia anticdncer y terapia
génica. Actualmente hay varios procedimientos
disponibles para la distribucidén de DNA o RNA a las

células: Procedimientos mediados por virus,
procedimientos mediados por lipidos Y otros
procedimientos tales como microinyeccidn Y

electroporacién. Las ventajas Yy desventajas de las

técnicas actuales de transferencia génica pueden

resumirse como sigue:

a) Transferencia génica mediada por virus: Los
genes pueden introducirse de forma estable y eficiente
en células de mamifero mediante vectores retrovirales.
Sin embargo, la eficiencia de transferencia .génica a
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células no replicativas es muy baja porque los
retrovirus infectan s8lo células en divisién. Es mas,
existe una preocupacién general por la seguridad en el
use de vectores retrovirales relacionada c¢on, por
ejemplo, la posible activacién de oncogenes. El
adenovirus defectivo en replicacidén se ha convertido en
el vector de transferencia génica de eleccién para una
mayoria de investigadores. La distribucién génica
mediada por vector de adenovirus implica la insercién
del gene deseado en particulas deleccionadas de
adenovirus ¢ la formacién de un complejo entre el DNA
que va a ser insertado. y la cé&psida wviral del
adenovirus mediante un puente transferente de
polilisina. El1 inconveniente de este sistema tan
eficiente in vivo es un riesgo indefinido de infeccidn
o inflamacién: A pesar de la deleccién del gen. El gque
produce el virus defectivo para la replicacidn, el
genoma restante del virus contiene numerosos marcos
abiertos de lectura que codifican para proteinas
virales (Yang y col. 1994; Proc. Natl. Acad. Sci. USA
91, 4407-4411).. La expresidn de proteinas virales por
parte de las células transducidas produce respuestas
tanto humorales como celulares en el cuerpo animal y
humano Y., asi, puede provocar inflamacidn Y
proliferacidn.

' En el procedimiento mediado por VHJ (virus
Sendai), el DNA fordneo estid acomplejado con liposomas.
Los liposomas se cargan entonces con virus Sendai
inactivado (virus hemaglutinante de Japdn; VHJ). Este
procedimiento ya ha sido usado para transferencia
génica in Vivb a varios tejidos. Ademas, se ha
publicado la incorporacién celular de coligonucledtidos
antisentido mediante liposomas VHJ (Morishita y col.
1993; J. Cell. Biochem. 17E, 239). Una especial
desventaja es,. sin embargo, que los liposomas VHJ
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tienden a unirse de forma no especifica a células
sanguineas rojas.

: b} Transferencia génica mediada por lipidos: Los
liposomas cargados positivamente hechos de 1lipidos
catidnicos parecen ser seguros, féciles de usar y
eficientes para la transferencia in vitro de DNA y de
oligonucledétidos antisentido. Los dcidos nucleicos con
alta carga negativa interaccionan espontineamente con
los liposomas catidénicos. Con una simple mezc¢la de los
polinucledtidos con los liposomas catidnicos formados
previamente tiene 1lugar una formacién completa de
complejos DNA-liposoma. Sin embargo, debido a 1la
ausencia de péptidos de fusidén y marcadores especificos
de célula en la membrana del liposoma la eficiencia de
transfeccidén in vivo es muy baja y los tiempos de

incubacién son largos, ©por lo gque tienen que
administrarse altas dosis para obtener un efecto
deseadoc. En consecuencia, pueden ocurrir efectos

secundarios no deseados dado que hay evidencia de que
grandes cantidades de lipidos catidnicos pueden mostrar
efectos tdxicos in vivo.

Se estdn probando actualmente oligonucledtidos
pequefios como agentes terapéuticos para el tratamiento
del céancer y. como agentes antivirales. Se transcribe
s6lo una de las dos cadenas del DNA para sintetizar RNA
mensajero (RNAm). La cadena de DNA transcrita en RNA se
llama la cadena codificante © cadena sentido. La,
cadena no codificante o antisentido complementaria

‘tiene la misma secuencia que el RNAm. Cuando la cadena

no codificante se transcribe, produce moléculas de RNA
antisentido que son capaces de unirse al RNAm diana
(sentido). Una vez que el RNA antisentido estd unido al
RNA sentido las moléculas de RNA diplex resultantes no
pueden traducirse y 1la produccidén de proteinas esta
bloqueada. Normalmente, oligonuclebétidos antisentido
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sintéticos cortos de 18 a 22 bases se unen eficazmente
al RNAm e inhiben la traduccidén del RNAm. Mediante este
mecanismo, los oligonuclebtidos antisentido pueden
parar la proliferacién de células humanas cancerosas.
Los genes que estan implicados en el cédncer producen su
efecto a través de la sobreexpresidn de sus proteinas
estructurales normales. Genes tales comoc c-fos, c-myc,
L-myc, N-myc, c-myb, abl, bcr-abl, c-raf, c-erb-2, K-
ras pueden ser dianas potenciales para la terapia de
cincer antisentido. Los oligonucledtidos antisentido
son también una potencial y atractiva alternativa a los
farmacos convencionales tales como, por ejemplo,
agentes antivirales como, por ejemplo, los
oligonuclebdtidos antisentido de los genes tat y gag del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

Las membranas liposomales gque contienen envueltas
reconstituidas de virus como se describe en 1la
literatura (Stegmann y col.; EMBO J. 6:2651-2659, 1987)
pueden llamarse virosomas. Normalmente contienen una
bicapa fosfolipidica que contiene fosfatidilcolina (FC)
y fosfatidiletanolamina (FE) junto con la envuelta
viral, bor ejemplo, proteinas de espiculas embebidas en
la membrana. El procedimiento convencional de
incorporar material genético en virosomas FC, FE tiene
el inconveniente de una eficiencia mids bien baja de
incorporacién de &cido nucleico.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién por lo tanto esta

relacionada con un virosoma catidénico nuevo que, debido
a la composicién especifica de su membrana, puede
cargarse muy eficazmente con cualquier material
genético deseado, incluyendo DNA o RNA de cadena corta
y larga, oligodesoxinucledtidos, ribonucledtidos,
dcidos nucleicos péptido (NAP), ribozimas (moléculas de
RNA con actividades enzimaticas), genes, plasmidos y
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vectores Yy, asi, sobrepasan convincentemente 1los
inconvenientes de la técnica anterior. )

La invencién ademas se relaciona con un
procedimiento para la reconstitucién eficiente de 1la
hemaglutinina del virus A de la gripe, concretamente de
la cepa A/Singapur, en vesiculas sustancialmente
unilamelares de lipidos catibnicos dando lugar a la
formacién de virosomas catidnicos con un diametro medio
de aproximadamente 120-180 nm y una bicapa lipidica
continua, que esté esencialmente 1ibre' del
inconveniente de las pérdidas que se observa en muchas
preparaciones de viroscmas convencionales. La
estructura de la membrana Dbicapa catidnica -
preferiblemente unilamelar - es tal que las cabezas
hidrofilicas cargadas positivamente de 1los 1lipidos
estdn orientadas hacia la(s) fase(s) acuosa(s) y las
colas hidrofdbicas. de 1los 4dcidos grasos estédn
orientadas hacia el centro de la bicapa. Pudo mostrarse
por microscopia electrénica que las proteinas de
espiculas virales reconstituidas (hemaglutinina) estan
integradas en la bicapa lipidica y se extienden desde
la superficie de las vesiculas catiénicas (Fig. 1).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Fig. 1 muestra una micrografia de virosomas

DOTAP con proteinas de espiculas virales.

La Fig. 2 muestra la actividad de fusidn inducida
por pH de los virosomas DOTAP marcados con octadecil
rodamina B con liposomas modelo.

La Fig. 3 muestra los virosomas DOTAP con FITC-FTO
antisentido encapsulado incorporados en c¢élulas de
cincer de pulmén humano de células pequeiias.

La Fig. 4 y la Fig. 5 muestran la extraordinaria
eficiencia de incorporacién y transfeccién de 1los
virosomas DOTAP L-myc antisentido en células de céncer

de pulmén humano de células pequeifias.
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La Fig. 6 muestra la incubacién de diferentes
células de cincer de pulmén humano de células pequeiias
con virosomas L-myc antisentido.

Las Fig. 7a y 7b muestran la eficiencia de
transfeccidén de virosomas DOTAP pRSVcat para células
Jurkat.

Fig.8: Fusién de virosomas DOTAP con liposomas de
fosfolipidos. ﬁa fusién se midid con el ensayo R18 a
37°C.

Fig. 9: Incorporacidén de timidina en células NCI-
H209 tratadas con virosomas. Se afiadieron 75 pl de
virosomas que contenian 200 picomoles de FITC-FTO
antisentido, sentido o smc y 625 pl de medio fresco que
contenia 0,5 pCi de “C-timidina a 5x10* células/ml por
pocillo.

Fig. 10: Inhibicién dependiente de dosis de la
incorporacidén de timidina en células NCI-H209 tras la
adicién de virosomas que contenian FTO-L-myc
antisentido. Las células NCI-H209 se incubaron a una
concentracién inicial de células de 1x10° por pocillo y
por ml. Los valores son las medias * las desviaciones
estandar de tres experimentos.

Fig. 11: Incubacién de diferentes lineas celulares
de cancer de puimén humano de pequefias células con 75
pl de virosomas L-myc antisentido. La expresién del
oncogén L-myc disminuye en las lineas celulares como se
indica: HB2<H510A<H209. Los virosomas del lote 1
contenian una cantidad menor de L-myc antisentido que
los del lote 2. °

Fig. 12: Transfeccién de células Sp2 por dos
preparaciones de virosomas diferentes.

Fig. 13: Transfeccidén de células P3/NS1 por dos
preparaciones de virosomas diferentes.

Fig. 14: Transfeccién de células NIH/3T3 con dos

preparaciones de virosomas diferentes.
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Figs. 15, 16, 17: Crecimiento celular de células
KG1 tras en tratamiento con virosomas DOTAP c-myb
sentido y antisentido. Adicidén de 25, 50 o 100 pl de
solucién de virosomas que contenia 18, 36 0 72 pmol de
FTO, respectivemente. Los valores son las medias * las
desviaciones estédndar de tres experimentos.

Fig. 18: Crecimiento celular de células CEM-C3
tras en tratamiento con virosomas DOTAP a la adicién de
50 pl de solucidén de virosomas c-myb sentido vy
antisentido. Los valores son las medias =+ 1las
desviaciones est&ndar de tres experimentos.

Fig. 19: Influencia del tiempo de transfeccién en
la cantidad de DNA plasmidico incorporado. 5x10°
células de la linea celular transformada de rifién
humano embrionario primario 293 T en 0,5 ml de medioc se
transfectaron con virosomas DOTAP y liposomas DOTAP que
contenian plismido pGreen Lantern marcado con *H.

Fig. 20: Influencia del tiempo de transfeccidn en
la cantidad de DNA plasmidico incorporado. 5x10°
células de la linea celular de fibroblasto de mono COS-
1 se transfectaron con virosomas DOTAP y liposomas
DOTAP que contenian plasmido pGreen Lantern marcado con
H.

Fig. 21: Influencia del tiempc de transfeccién en
la cantidad de DNA ©plasmidico incorporado. Se
transfectaron 5x10° células de la 1linea celular de
carcinoma epiteloide humano HelLa con virosomas DOTAP y
liposomas DOTAP que contenian plasmido pGreen Lantern
marcado con 'H .

Fig. 22: Influencia del tiempo de transfeccién en
la cantidad de DNA plasmidico incorporado. Se
transfectaron 5x10° células de la linea celular de
fibroblasto de ratém NIH3T3 con virosomas DOSPER vy
liposomas DOSPER que conteniaﬁ plasmidec pGreen Lantern

marcado con ‘H .
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Fig. 23: Influencia del tiempo de transfeccién en
la cantidad de DNA ©plasmidico incorporado. Se
transfectaron 5x10° células de la linea celular de
leucemia mieldgena crénica humana K562 con virosomas
DOSPER y liposomas DOSPER que contenian plésmido pGreen

. Lantern marcado con H .

Fig. 24: Influencia del tiempo de transfeccidén en
la cantidad de DNA plasmidico incorporado. Se
transfectaron 5x10° células de la linea celular de
mieloma de ratdémn P3 con virosomas DOSPER y liposomas
DOSPER que contenian plasmido pGreen Lantern marcado
con ‘H .

Fig. 25: Influencia del tiempo de transfeccidén en
la cantidad de DNA plasmidico incorporado. Se
transfectaron 5x10° células de la linea celular de
carcinoma ‘epiteloide humano HeLa con virosomas DOSPER ¥y
virosomas DOTAP que contenian pldsmido pGreen Lantern
marcado con ’'H .

Fig. 26: Influencia del tiempo Qe transfeccidn en
la cantidad de DNA plasmidico incorporado. Se
transfectaron 5x10° células de 1la linea celular de
leucemia mieldgena cronica humana K562 con virosomas
DOSPER y firosomas DOTAP que contenian plasmido pGreen
Lantern marcado con 'H .

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION

PREFERENTES
La composicidén 1lipidica de la membrana de 1la

vesicula contiene lipidos catidnicos y/o policatiénicos
junto con fosfatidiletanolamina y opcinalmente otros
fosfolipidos tales como fosfatidilcolina.

Para la mayoria de los casos, es ventajoso escoger
una composicidén de lipidos de membrana que incluyan -
referidoc a los lipidos totales - el 10% en peso o
menos, preferiblemente 1-10%, de fosfatidiletanclamina
junte con el 90% o mas, preferiblemente 90-99%, de
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otros 1lipidos incluyendo los 1lipidos catiénicos y/o
policatibénicos y opcionalmente ademas incluyendo
fosfatidilcolina. Si estd presente, la fosfatidilcolina
deberia estarlo en una cantidad de, por ejemplo, 5-50%
en peso, referido a los lipidos totales. .

Es preferible la presencia de
fosfatidiletanolamina (FE) en la membrana para anclar
un marcador especifico de célula al virosoma a través
de un acoplador bifuncional. Donde no se requiere
dirigir los virosomas a células especificas (por
ejemplo, para aplicacién en cultivos de células
definidos in wvitro)} 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 preferida, la presente
invencién también estd relacionada con el enlace
covalente irreversible de marcadores especificos de
célula con los virosomas catidnicos incluyendo pero no
limiténdose a anticuerpos monoclonales, fragmentos de
anticuerpos tales como los fragmentcs F(ab‘’), y Fab’,
citoquinas y/o factores de crecimiento, Gtiles para una
deteccidn selectiva y unién a las células diana. Estén
unidas a la membrana de la vesicula de tal forma que se
extienden hacia el exterior y presentan esencialmente
una actividad funcional completa con respecto a 1la
deteccidén del receptor y su unidn.

El acoplamiento de marcadores especificos de
célula tales como fragmentos de anticuerpo a vesiculas
formadas previamente tal como se describid por, por
ejemplo, Martin y col. (J. Biol. Chem. 257:286-288,
1982) a menudo lleva a rendimientos bajos ¥y
frecuentemente irreproducibles - una complicacién que

impone una limitacidn significativa a la estrategia de
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distribucidén. Por lo tanto, de acuerdo con una forma de
realizacién preferible de la presente invencidén, los
marcadores especificos de célula se acoplan a las

moléculas formadas previamente de
fosfatidiletanolamina-acoplador tales como, por
ejemplo, ] N-[4- (p-maleimido-fenilbutiril] -

fosfatidiletanolamina (MFB.FE) en presencia de un
detergente.

Para conseguir los mejores resultados posibles es
ventajosoc aislér y purificar cuidadosamente las
glicoproteinas virales antes de la reconstitucién para
impedir la inactivacién por digestién proteolitica o
por reduccidén de los puentes S-S intramoleculares. De
acuerdo con esto, es preferible que los marcadores

conjugados, por éjemplo, marcador-MFB.FE, se separen de

las moléculas no conjugadas de fosfatidiletanolamina-
acoplador (por ejémplo, MFB.FE) por cromatografia de
afinidad con uma matriz de agarosa activada,
preferiblemente ‘con Tiopropil Sefarosa 6B reducida.
Después se afladen alicuotas de los marcadores
conjugados purificados (complejos de moléculas de
fosfatidiletanolgmina-acoplador—marcador) a la solucidn
de detergente que contiene la mezcla de lipidos de
membrana disuletos, péptidos de fusién vy otros
ingredientes deseados, para que se formen los virosomas
catidénicos.

Es mejor llevar a cabo el procedimiento de unién
del acoplador bifuncional con el fosfolipido y el
marcador especifico de célula en un proceso aparte
antes de 1la preparacién de los virosomas. Este
procedimiento permite controlar mejor y optimizar la
densidad de superficie de las membranas de los
virosomas, especialmente con respecto al namero de
marcadores especificos de c¢élula unidos a ellos. Es
importante mejorar el control de la concentracidén de
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moléculas de proteina embebidas en o unidas a 1la
membrana dadc que una relacién desajustada de péptidos
de fusidn (por ejemplo, hemaglutinina) y marcadores
especificos de células (por ejemplo, fragmentos Fab’ de
anticuerpo) en la membrana del virosoma puede reducir o
incluso destruir 1las propiedades selectivas y - en
Gltimo caso- puede 1llevar a la coagulacién vy
precipitacidén de las vesiculas.

El uso de fragmentos de anticuerpos F(ab’),; y Fab’
en vez de las moléculas completas de anticuerpos como
marcadocres especificos de células es especialmente
ventajose, porque son menos inmunogénicos gque el
anticuerpo completo. Ademés, la ausencia del dominio Fc
elimina una serie de indeseables actividades bioldégicas
e inmunoldgicas mediadas por Fc tales como, por
ejemplo, activacién del complemento mediante la via
cldsica y 7respuestas humorales agudas dando lugar
eventualmente a -entre otros- la eliminacién de los
virosomas adosados de la superficie de la célula diana
via interaccién entre el anticuerpo y su receptor Fc en
la célula diana.

A diferencia de las composiciones de liposomas
conocidos para la distribucidén de &cidos nucleicos, los
virosomas catifnicos presentes normalmente no necesitan
fusionarse con o desestabilizar la membrana plasmitica
celular para entrar al citoplasma. Ellos son capaces de
entrar en las células huésped via un mecanismo de dos
pasos: 1. unién y 2. penetracidén. En el primer paso se
unen via los péptidos de fusidn (por ejemplo,
hemaglutinina) y/o los marcadores eépecificos de célula
a los receptores celulares, especialmente a 1las
glicoproteinas o glicolipidos de la membrana con un
dcido sialico en el extremo, y entonces son
incorporados muy eficientemente por endocitosis mediada
por receptor. En el caso de los virosomas que llevan



10

15

20

25

30

35

142143

13

marcadores especificos de célula, por ejemplo,
fragmentos de anticuerpo, estos marcadores reconocerén
adicionalmente estructuras antigénicas en la superficie
de la célula diana, dando lugar a una unién mediante
dos mecanismos diferentes. Asi, los presentes virosomas
especificos de célula presentan selectividad por varios
tipos de células debido a sus marcadores especificos de
células en la membrana y, simultdneamente, una alta
capacidad de penetracidén en la célula por endocitosis
debido al péptido wviral que induce la fusidn, 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 antigenos asociados
con leucemia tales como CD10 (ALLAC= Antigeno de 1la
Leucemia Linfocitica Aguda Comin) y CD20 se unen
selectivamente a células tumorales o leucémicas que
llevan los antigenos mencionados en su superficie
celular.

En el segundo -paso, cuando entran en las células
huésped wvia endocitosos mediada por receptor 1los
virosomas quedan atrapados' en endosomas .
Subsecuentemente, el pH en los endosomas disminuye
hasta aproximadamente pH 5-6, lo gque inactiva el
péptido de fusidn de la hemaglutinina y desencadena la
fusidén de la membrana del virosoma con la membrana del
endosoma. La reaccién de fusién de membranas abre la
envuelta lipidica de los virosomas y libera el material
genético atrapado en el citosol. Este mecanismo mejora
considerablemente las oportunidades del material
genético transferido de alcanzar el niicleo antes de ser
eliminado por degradacidén digestiva y/o exocitosis.

Un objetivo de 1la presente invencidén es
proporcionar vesiculas de lipidos cargados
positivamente que incluyen lipidos catibnicos o
policatidénicos y un espacic interno - normalmente
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acuoso - y ademds incluyen al menos un péptido viral de
fusidén embebido o integrado en o covalentemente unido a
la membrana de la vesicula. Preferentemente, 1la
vesicula . también incluye al menos un marcador
especifico de célula en la membrana. Es un objeto
adicional de la presente invencién proporcionar
vesiculas que tienen actividad biolégica de fusién
completa, es decirx, que tienen esencialmente la misma
actividad de fusidén que el virus de la gripe inﬁacto.
El péptido de fusién es una glicoproteina wviral tal
como la hemaglutinina o un derivado suyo o un’ péptido
de fusidén sintético que es capaz de inducir una réipida
fusién de dichas vesiculas con las membranas de los
endosomas de las células diana tras la endocitosis.

Las nuevas vesiculas o virosomas son especialmente
Gitiles para transportar cualquier material genético que
se desee 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 sélo
capaces de penetrar en células proliferantes, es decir,
células gque se replican, sino también en las no
proliferantes, es decir, células en reposo, aspecto que
los hace ampliamente aplicables en los campcs de las

biociencias, farmacologia y medicina, tanto como
herramienta de investigacidén y/o de diagnéstico y como
medicamento. Para su uso como medicamento, los

presentes virosomas pueden formar parte de una

composicidén farmacéutica que ademias lleve los aditivos
usuales Y los transportadores farmacéuticamente
apropiados. Es preferible que la composicidn
farmacéutica se prepare como una solucién inyectable,-
pero para algunas aplicaciones pueden ser ventajosas
otras formas de preparacidén, por ejemplo, emulsiones,
cremas, geles, unglentos, para administracién tépica o

sistémica.
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Por tanto, también es un objetivo de la presente
invencién usar los presentes virosomas para la
fabricacién de una composicidén farmacéutica apropiada
para el tratamiento profildctico y/o terapéutico de
individuos animales o humanos que pueden beneficiarse
de tal tratamiento. Otro objetivo de la presente
invencién es usar los presentes virosomas para la
fabricacién de un equipo de diagndéstico para
aplicaciones in vitro e in vivo.

En una forma de realizacién, las presentes
vesiculas se obtienen por un proceso que incluye una
eficiente reconstitucién de la hemaglutinina (HA) del
virus A de la gfipe. De acuerdo con esto, también es un
objeto de la presente invencién ensefiar un
procedimiento para preparar virosomas catidnicos. En
una forma de realizacién preferida, el procedimiento
ademéas incluye' los pasos de incorporar material
genético en las vesiculas lipidicas catidnicas.
Bisicamente, el‘ procedimiento de preparacién incluye
los siguientes pasos:

1) Disolucidén de los 1lipidos catidnicos en un
detergente neo idénico, preferiblemente mono-n-
dodediléter de octaetileneglicel (OEG, Ci2E,).
junto con glicoproteinas de espiculas virales
- preferiblemente purificadas -, material
genético que se desee o distribucién vy
opcionalmente compléjos moleculares formados
previamentes de fosfatidiletanolamina,
acoplador y marcador especifico de cé&lula; y

2) formacién de 1la vesicula a través de 1la
eliminaéién del detergente - preferiblemente
de forma repetida - mediante bolas micro-
transportadoras que absorben detergente,
preferiblemente bolas de poliestireno del
tipo Biobolas SM-2 con un tamafio de malla

1

!
(

-
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(himedo) preferible de 20-50 (0,84-0,30 mm).

En una forma de realizacidén preferida de 1la
invencién, se aplica un acoplador bifuncicnal apropiado
para unir irreversiblemente el marcador especifico de
célula a la membrana de la vesicula. El1 marcador
especifico de célula, que estd dirigido a un réceptor
celular responsable de la unidén selectiva del virosoma
a la célula, se une al acoplador de tal manera que es
atin biclSgicamente activo de forma completa. Es
preferible que el acoplador se use en la forma de un
complejo molecular formado previamente donde el
acoplador esta covalentemente unido a
fosfatidiletanolamina (o} a la vez a la
fosfatidiletanolamina y a un marcador especifico de
célula.

Debido a 1los péptidos de fusidén funcionalmente
activos de los presente virosomas el material
encapsulado es liberado en el citosol de una célula
diana principalmente por descenso del pH del endosoma
(como se subraydé mas arriba). Tal liberacidén controlada
por una parte prolonga el tiempo de residencia del
material distribuido dentro de la célula diana y por
otra parte evita una indeseable estancia larga de los
virosomas dentro de los endosomas y con eso reduce el
peligro de degradacién inespecifica de 1las wvaliosas
sustancias transportadas por los virosomas.

En otra forma mads de realizacidén, la presente
invencién se refiere a vesiculas donde los lipidos de
membrana adicionalmente incluyen fosfatidilcolina vy
fosfatidiletanolamina, lo gque ademds mejora las
posibilidades disefio de virosomas especificos vy/o
facilita el anclaje de los péptidos de fusién y/o
marcadores especificos de célula a la membrana.

El término ‘“péptido de fusidén” se refiere a

péptidos o proteinas capaces de inducir y/o promover

LI

\]

’
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una reaccidén de fusidn eritre la membrana del virosoma y
una membrana lipidica de la célula diana. En la mayoria
de las formas de realizaciébn, se refiere a
glicoproteinas de las espiculas virales que contienen
el péptido de fusidn, especialmente al trimero completo
de hemaglutinina de las espiculas +virales de
superficie, un monémero suyo o una o ambas subunidades
digeridas, los glicopéptidos HAl y HA2, que contienen
el péptido de fusidn funcional. En 'otra forma de
realizacidén de la presente invencién el términc se
refiere al mismo péptido'de fusidén puro, aislado de
fuentes naturales o producido sintéticamente. En una
forma de realizacidn particularmente preferida de la
presente invencidn, estos polipéptidos que contienen el
péptido de fusién se refieren a las hemaglutininas del
virus de la gripe, por ejemplo, el del subtipo A-H;N,.
Los péptidos de fusidén sintéticos se seleccionan
preferiblemente de 1las secuencias de aminoicidos
listados en la Tabla 1 mis bajo, donde los aminoacidos
se identifican por sus correspondientes cédigos de una
letra (ver también el Ejemplo 6 y la Fig. 2 del
documento W092/13525).

En vez de o ademds de la hemaglutinina del wvirus
de la gripe, las hemaglutininas de otros virus también
pueden ser usadas adecuadamente como péptidos
(proteinas) de fusidén para los presentes virosomas dado
gue presentan esencialmente el mismo mecanismo de
penetracién en la célula mediado por pH que 1la
hemaglutinina de la gripe. Las hemaglutininas
candidatas incluyen, por ejemplo, rhabdovirus, el virus
parainfluenza tipo III, el virus Semliki Forest vy
togavirus, como se explica en la Serie EE.UU. N°
07/930.593 (cesionario: NIKA HEALTH PRODUCTS, LTD.),

incorporado aqui por referencia.
El término “acoplador” se refiere a una molécula
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orgénica heterobifuncional capaz de wunirse a 1la
superficie de 1as‘vesiculas preparadas de acuerdo con
esta invencidén 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 amino de la
fosfatidiletanolamina y un grupo maleimida éara la
conjugacidén de fragmentos de un anticuerpo monoclonal,
tal como succinimidil 4- (N-maleimidometil) -ciclohexano-

l-carboxilato, éster de m-maleimidobencil-N-
hidroxisuccinimida, éster de m-maleimidobencil -N-
hidroxisulfosuccinimida, succinimidil 4 (p-
maleimidofenil) -butirato, sulfosuccinimidil 4(p-
maleimidofenil)butirato; o contiene un grupo N-
hidroxisuccinimida y un grupo azido fotorreactivo para
el acoplamiento a citoquinas, tales como el N-
“hidroxisuccinimidilsuberato (NHS-SA), N-
hidroxisuccinimidil-4-azidobenzoato (HASAB) , N-

succinimidil-6-(4’-azido-2'-nitrofenilamino) hexancato
(SANPAH) , N-sulfosuccinimidil-6-{4’'-azido-2-

nitrofenilamino}hexancato.
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Tabla 1:

CCCGLFEGRIAGFIENGWEGMIDGWYGQ
GLFGAIAGFIENGWEGMIDEWYGCCG(
CCCGLFEARATIAGFIENGWEGMIDG
ELFdRIAGFIENGWEGNMNIDAECA
CCCGLFHRIAGFIENGWEGMIDG
IGLFEHEAIAGFIENGWEGMIDAGECQG
CCCELFGAIAGFIENGWEGMIDG(E
ELFGARAIAGFIENGWEGMIDGFECA
EECLFGEIAGJIENGWEGMIDQ
LFGARAIAGFIENGWEGMIDG GKCAG
CCgPPGAVIGTIALGVATAAGIT
PPCGAVIGTIALGVATAAGITECcCd
CCAQPAGVVIGLAALGVATAAGTV
PAGVVIGLAALGVATAAGT V[ CAd
CCdPIGAIIGGVALGVATAAGTIT
PTGAIIGGVALGVATAAGIT]|[CCJ

1

Es preferible que el acoplador se use en la forma
de una complejo molecular formado previamente de
acoplador vy 1ibido, notablemente de acoplador vy
fosfatidiletanilamina, o de lipido mis el acoplador mas
el marcador especifico de célula.

El término ‘“proteina especifica de célula” o
“marcador espécifico de célula” se refiere a una
proteina capaz de unirse al acoplador o al complejo
acoplador-lipido,'respectivamente, y ademds es capaz de
unirse al receptor de las células diana. En una forma
de realizacién préferida de la presente invencidn, esta
molécula se refiere a un anticuerpo monoclonal, un
fragmento de anticuerpo, una citoquina o un factor de
crecimiento. El marcador especifico de célula permite
una deteccidn selectiva y una unidén de 1las células
diana y asi mejora la accidn del péptido inductor de la
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fusidén presentado concomitantemente el la membrana del
virosoma. Los fragmentos de anticuerpos preferibles
incluyen los fragmentos F(ab’})2 y Fab’, mientras que
los marcadores especificos de célula adem&s incluyen
interleukinas y otras citoquinas, especialmente las
enumeradas en la Tabla 2 de abajo.

Tabla 2

Citoquinas {(abreviaturas internacionales)

BDNF IFNa MIP-1lc PDGF
CNTF IFNB MIP-1( PF-4
EGF IFNy MIP-2 RANTES
Epo IL-1 a IL-15 NGF SCF
FGF LIF NT-3 TGFQ
GM-CSF MCP-1 a MCP-3 OSM TGFJ
1-309/TCA-3 M-CSF PBP Tpo
yIP-10 MIF PBSF Jvegf

El término *“lipido catidnico” como se usa aqui se
refiere a wuna molécula organica gque contiene un
componente catiénico y una cola apolar, lo que se llama
una anfifatica cabeza-a-cola, como el cloruroc de N-
[(1,2,3-diocleoiloxi)propil] ~-N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA) (Felger y col.; Proc Natl Acad Sci USA 84:7413-
7417, 1987), N-{1,2,3- dioleociloxi) -propil] -N, N, N-
trimetilamoniometilsulfato (DOTAP) ; o N-t-butil-N'-
tetradecil-3-tetradecilamoniopropionamidina
(Ruysschaert y col.; Biochem. Biophys. Res. Commun.
203:1622-1628, 1994). A menos gque se mencione
explicitamente otra cosa, el término también incluye
los lipidos policatidnicos definidos més abajo.

El término “lipido policatidénico” se refiere a
una molécula organica gque contiene un componente
policatiénico y una cola apolar = "“como la
lipoespermina: ' 1,3-
dipalmitoil-2-fosfatidiletanolamido-espermina (DPFEE)
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y dioctadecilamidoglicil espermina (DOGE) (Behr et

al. ; Proc. Natl. Acad. USA 86:6982-6986, 1989);
trifluoroacetato *  de 2,3-dioleoiloxi-N-
{2 (esperminacarboxamido} etil] -N,N-dimetil-1-
propanoaminio (DCEPA); 1,3-dioleoiloxi-2-(6-carboxi-

espermil) -propilamida (DOTAP); yoduro de N,N,N' N'-
tetrametil-N,N'-bis(2-hidroxietil)-2,3-dioleociloxi-
1,4-butanodiamonic (THDOB}.

. Los lipidos preferiblemente incluyen uno o méas
lipidos naturales o sintéticos que estan cargados
positivamente. Por “cargado positivamente”; se
entiende que los lipidos tienen una carga positiva
neta a pH fisioldgico. Asi, los lipidos, membranas o
virosomas “cargados positivamente”querran decir
lipidos, membranas o virosomas que tienen una carga
positiva neta a pH fisioldgico. No se intenta incluir
lipidos neutros, por ejemplo, fosfolipidos del tipo
zwitterion, que tienen Aareas cargadas positivamente
pero dgque no presentan ninguna carga neta a pH
fisioldgico debide a la presencia de partes de la
molécula cargadas negativamente que
estequiométricamente anulan las cargas positivas.

Los términos “a4cido nucleico” o© “material

genético” como se usan aqui incluyen DNA o RNA de

cadena corta, desoxirribonucledtidos,
oligodesoxirribonucledtidos, selenoatos de
oligodesoxirribonucledtidos, fosforotioatos de
oligodesoxirribonucleétidos'(FTOS), fosforamidatos de
oligodesoxirribonucledtidos, m etilfosfonatos de
oligodesoxirribonucledtides, acidos nucleicos
péptidos ) (NAPs), ribonucledbdtidos,
oligorribonucleétidoes, fosforotioatos de
oligorribonucledtidos . fosfatos de 2'-Ome-
oligorribonucledtidos, fosforotiocatos de 2'-Ome-

oligorribonucleétidos, ribozimas (moléculas de RNA
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con actividades enzimdticas), genes, plismidos vy
vectores (vehiculos.de clonacién}.’

El término “virosomas” como se usa aqui se refiere
- en su forma mds simple - a vesiculas liposémicas con
una membrana bicapa que contiene lipidos catiénicos y
un espacio interno - preferiblemente acuoso -, donde la
membrana contiene ademds proteinas virales; en especial
glicoproteinas virales. En la forma de realizacién
preferida, las proteinas virales incluyen al menos un
péptido o proteina inductores de la fusidn que tiene
actividad biolégica de fusidn completa, especialmente
la glicoproteina hemaglutinina de espiculas y/o 1la
neuraminidasa del virus A de la gripe (por ejemplo, el
virus A/Singapur). Se comprenderi que las proteinas
virales también comprenden las secuencias de
aminodcidos producidas sintéticamente correspondientes
a o iguales al péptido de fusidén del virus de la gripe
como se describe agqui. Los lipidos de membrana incluyen-
los 1lipidos catidnicos definidos mas arriba, pero
pueden también opcionalmente incluir otros 1lipidos
naturales y/o sintéticos, preferiblemente fosfolipidos
tales como la fosfatidilcolina “(FC) Y la
fosfatidiletanolamina (FE).

Aunque los virosomas catidnicos de la presente
invencidén pueden en muchos casos - notablemente para
experimentos de cultivo celular in vitro - aplicarse
con éxito sin marcadores especificos de célula en la
membrana, se prefiere especialmente para aplicaciones
in wvivo que incluyan ademas al menos un marcador
especifico de célula en la membrana como se definié
aqui antes. El didmetro medio de las vesiculas estd en
el intervalo de 120-180 nm, como sSe determind por
microcopia electrdnica y difraccidn de luz dinamica.

El término “actividad (biolbgica) de fusidn

completa” como se usa aqui expresari que los virosomas
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de la presente invencidén que incluyen proteinas virales
reconstituidas en la membrana de la vesicula tienen
esencialmente la misma actividad de fusién hacia las
células diana que el virus intacto del cual estéan
normalmente reconstituidos. Preferiblemente, la
comparacién de los virosomas catidnicos, la actividad
de fusidn es igual que la del wvirus de la gripe A
intacto. La actividad de fusién se mide de acuerdo con
procedimientos conocidos, particularmente como fue
publicadé por ' Hoekstra Y col. (Biochemistry
(Bioquimica) 23:5675-5681, 1984) o Luscher y col.
({Arch. Virol. 130:317-326, 1993).

Antes de que la tecnologia antisentido pueda
aplicarse terapéutica o profilicticamente a un paciente
que lo necesite tiene que resolverse de antemano varios
problemas técnicos, especialmente relacionados con el
desarrollo de un sistema de transporte adecuado. Por
ejemplo, el material genético como, por ejemplo,
oligonucledtidos antisentido, puede ser inestable vy
romperse o de otra manera ser mas o menos inactivado
antes de que alcdpce las células diana y puede asi ser
necesario el uso ‘de grandes cantidades de tal material
atrapado en liposbmas catibénicos convencionales. Debido
a estas grandes cantidades se eleva una duda acerca de
la potencial toxieidad en el cuerpo humano © animal.

Usando los virosomas catidénicos de la presente

invencién como transportadores de material genético

estos problemas éuéden ser evitados con éxito y los
efectos secundarios no deseados debidos a la toxicidad
pueden prevenirse o al menos disminuir
considerablemente. Este efecto beneficioso se obtiene
porque los virosomas catidnicos presentes tienen -
comparados c¢on Jlos liposomas o virosomas conocidos
hasta ahora - una actividad y eficacia mucho mayores
hasta un factor de 1.000-20.000 para la transferencia
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de material genético atrapado tal como oligonucledtidos
antisentido en células diana. 'Como consecuencia, es
casi 1imposible comparar' la actuacién de virosomas
convencionales o liposomas catifnicos con la actuacién
de los presentes virosomas catidnicos. Para que 1la
invencidén aqui definida pueda ser comprendida mejor, se
exponen los siguientes ejemplos. Los ejemplos tienen
s6lo propdsitos ilustrativos Y no para ser
interpretados como limitantes de esta invencidén en
ningtin sentido.

Ejemplo 1:

Preparacidén de una vesicula lipidica catiénica con
trimeros de hemaglutinina viral del virus de la gripe
con actividad de fusidén completa que contenian
encapsulados oligodesoxinucledtidos antisentido L-myc-
FITC (= marcados con fluoresceina).

Preparacién de virosomas DOTAP y virosomas DOTAP-
Fosfatidilcolina (FC}.

Se aislé la hemaglutinina (HA) de 1la 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 wvirus se cultivdé en 1la
cavidad alantoica de huevos de gallina y se purificé
dos veces mediante ultracentrifugacién en un gradiente
de sacarosa. El1 virus purificado se estabilizé en un
tampdén que contenia NaCl, 7,9 mg/ml; citrato trisdédico-
2H,0, 4,4 mg/ml; &cido 2-morfolinoetano sulfénico, 2,1
mg/ml; y acido N-hidroxietil-piperazina-N'-2-etano
sulfdénico, 1,2 mg/ml, pH 7,3. Se precipitaron 53 ml de
la suspensidén de virus que contenia 345 ug de HA por ml
mediante ultracentrifugaciédn a 100.000 x g durante 10
minutos. Se afiadieron al precipitado de wvirus de 1la
gripe 7,7 ml de una solucién tamponada de detergente
que contenia NaCl 145 mM, HEPES 2,5 mM y S4 mg/ml del
detergente no idénico monododeciléter de
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octaetilenglicol (OEG = Cj2E3}, pH 7,4. El precipitado
se disolvié completamente usando sonicacién durante 2
minutos a temperatura ambiente. La solucién se sometid
a ultracentrifugacidén 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 6 mg de DOTAP a 3,7 ml de sobrenadante (6 mg
de HA) y se discolvieron. La solucién se esterilizéd
pasandola a través de un filtro de 0,2 um y luego se
transfirié a un recipiente de cristal que contenia 1,15
g de microbolas transportadoras, preferiblemente
Biobolas SM-2. El recipiente se agité durante 1 hora
usando un agitador REAX2 de Heidolph (Kelheim,
Alemania) . Cuando era necesario, este procedimiento se
repitidé hasta tres veces con 0,58 mg de Biobolas. Tras
estos procedimientos se obtuvo una solucidén ligeramente
transparente de virosomas DOTAP. '

Para la produccidén de virosomas DOTAP-FC se
afiadieron 3 mg de DOTAP vy 3 mg de FC al sobrenadante
que contenia 6 mg de HA y se disolvieron. Los pasos
posteriores fueron los mismos descritos para los
virosomas DOTAP.

Preparacién de virosomas con péptido de fusién
sintético.

Una posibilidad de preparar virosomas catidnicos
que lleven péptidos de fusidén sintéticos en la membrana
conlleva los siguientes pasos:

1. Activacién de la fosfatidiletanilamina (FE) por

el acoplador éster de N-({%-
maleimidobutiriloxisuccinimida (GMBS) en una
reaccidn

FE + GMBS — MBS-FE + N-Hidroxisuccinimida,
como describieron Martin y col., Acoplamiento
irreversible de fragmentos de inmunoglobulina a
vesiculas previamente formadas; J. Biol. Chem.
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257:286-288 (1982).

2. Preparacién de vesiculas 1lipidicas con FE
activadg {GMB-FE) , donde se disolvieron
fosfatidilcolina al 20%, DOTAP al 70% y GMB-FE
al 10% en una solucidén tamponada de detergente
como se describidé mas arriba para los virosomas
DOTAP que contenian HA. Los pasos siguientes
para preparar las vesiculas lipidicas son 1los
mismos descritos mas arriba para los virosomas
DOTAP.

3. Acoplamiento del péptido sintético de fusidn a
las vesiculas lipidicas, donde se usa un
péptido que contiene 20 aminodcidos con la
secuencia de aminodcidos G-L-F-E-A-I-A-G-F-I-E-
N-G-W-E-G-M-I-D-C y que contiene un grupo amino
libre en el extremo N y un grupo amido en el
extremo C. Dado que el aminocdcido en el extremo
C es cisteina, hay un grupo tiol 1libre
disponible para el acoplamiento del péptido al
GMP-FE en la membrana de las vesiculas
lipidicas.

Para llevar a cabo la reaccidén de acoplamiento:
FE-GMBpembrana + HS-Cys-Péptido — FE-GMBuemprana-S-Cys-
Péptido
se mezcld una solucién de vesiculas lipidicas recién
preparadas en un tampdén {(acido citrico 40 mM, fosfato
disédico 32 mM, NaCl 100 mM y EDTA 2 mM, pH 5,5) con la
solucidén de péptido en el mismo tampdn. La. mezcla se
agita suavemente bajo atmésfera de nitrdgeno toda la
noche a 4°C. La vesiculas lipidicas se separan de los
péptidos no conjugados mediante filtracidén en gel en
una columna de Alta Carga Superdex 200.

Como alternativa, los péptidos de fusidén también
pueden acoplarse a las vesiculas ‘lipidicas‘ mediante
complejos previamente formados de FE-acoplador-péptido
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comeo se describe méds abajo en este ejemplc para los

fragmentos Fab’.’

Incorporacién de fosforotioato de
oligodesoxirribonucleétidos en virosomas DOTAP.

Se usaron los fosforotiocatos de
oligodesoxirribonucleétidos (FTOs) antisentido Y

sentido del gen L-myc como ejemplo para la demostracidn
de la alta eficiencia de los virosomas catiénicos en la
transfeccién. Se' sintetizaron §'-FITC-FTOs via quimica
de fosforamidita (Microsynth GmbH, Balgach, Suiza). Se
usaron el pentadecamero (5'-FITC-GTAGTCCATGTCCGC-3') vy
el pentadecémero (5'-FITC-GCGGACATGGACTAC-3') como FTO
antisentido vy " FTO sentido, respectivamente. Se
sintetizdé una FTO con secuencia control mezclada (scm)
con la misma longitud de nucledtidos que las FTOs
antisentido y sentido.

Se afiadié 1 ml de vircsomas DOTAP o© virosomas
DOTAP-FE a .

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

Los FITC-FTOs se disolvieron y 1luego las
soluciones se trataron mediante sonicacién durante 2
minutos a 26°C. Los FITC-FTOs no encapsulados se
separaron de los. virosomas mediante filtracién en gel
en una columna de Superdex 200 de Alta <Carga
(Pharmacia, Suecia). La columna se equilibrdé con PBS
estéril. Las fracciones del volumen de exclusidén que
contenian los _virosomas DOTAP con el FITC-FTO
encapsulado se eluyeron con PBS y se recolectaron.
Las concentraciones del FITC-FTO atrapado en
virosomas se determinaron fluorométricamente después
de que los virosomas se disolvieron completamente en
NaOH 0,1 M que contenia 0,1 % (v/v) de Tritén X-100.
Para la calibracidn de la escala de fluorescencia se
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tomd como cero la fluorescencia de virosomas DOTAP
vacios que se disolvieron en la soclucidén de
detergente de m&s arriba.

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

Se afiladieron 3 mg de Fab' reducido recientemente
de anticuerpo  monoclonal de murina anti-CD10-
(AntiALLAC), disueltos en 2,8 ml de una solucidn tampdn
de &cido citrico (NaCl 100 mM, Acido citrico 46 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 pl de tampén de
acido ~citrico que contenia 0,5% de
n-octil-oligo-oxietileno. La mezcla se incubd después
en nitrogéno durante 16 h a 4°C con una suave
agitacién. Tras la incubacién la MFB.FE no acoplada se
eliminé a través de un lote de 400 pl de Tiopropil
Sefarosa 6B (Pharmacia, Suecia) hitimeda reducida
recientemente. La mezcla se incubd durante 4 h a
temperatura ambiente. La Tiopropil Sefarosa 6B se
elimind mediante centrifugacién vy la solucidn
resultante de neutralizé a pH 7,0. La solucidn
neutralizada se suplementd con OEG (54 mg/ml) .

Las soluciones preparadas como se describidé més
arriba se afladieron a las soluciones para la
preparacién de virosomas DOTAP. Las moléculas de
Fab'-MFB.FE se insertan en la bicapa lipidica durante
la formacidén de los virosomas.

Observaciones de microscopia electrénica.

Las micrografias de los virosomas DOTAP confirman
la éétructura preferible unilamelar de las vesiculas
con un diametro medio de aproximadamente 120 a 180 nm
como se determiné mediante difraccién de luz laser. Las
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espiculas de proteina HA del virus de la gripe son
claramente visibles (Fig. 1).

Determinacién de la Actividad de Fusidén de los
Virosomas DOTAP.

La actividad de fusidén de los presentes virosomas
DOTAP se mididé mediante el ensayo cuantitativo referido
a el desapantallamiento de fluorescencia descrito por
Hoekstra y col. (1984), Biochemistry 23:5675-5681 y L.
Lischer y col. (1993), Arch. Virol. 130:317-326. 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 DOTAP mediante la adicidn de la solucién OEG
tamponada (Ci2Eg) que contenia DOTAP y HA a una fina
pelicula seca de la sonda fluorescente, seguida de
agitacién durante 5 a 10 minutos. para disolver la
sonda, luego se continud como se describid mis arriba
en “Preparacién de una vesicula lipidica catidnica...”.
Se observé la dilucidén de la rodamina apantalladora
mediante incubacidén de los virosmas DOTAP marcados con
rodamina con lipoéomas modelo {(proporcidn de
DOTAP/fosfolipido liposomal = 1:20). La fluorescencia
se midid con un espectrofluorimetro Perkin-Elmer 1000 a
longitudes de onda de excitacidn y de emisidn de 560 y
590 nm, respectivamente. La Fig. 2 muestra la reaccién
de fusidén inducida por pH de virosomas DOTAP expresada
como porcentaje de desapantallamiento de la

fluorescencia (%DAF) .
Incorporacién celular de FITC-FTO~-L-myc

antisentido encapsulado.

Se comprobd que era muy Gtil marcar el FTO con
fluoresceina para estudiar el mecanismo de
incorporacidén celular de virosomas DOTAP.

Se cultivaron células de cancer de pulmén humano
de células pequefias (ATCC-NCI-H209) que expresan altos



10

15

20

25

30

35

1s9:

30

niveles del gen L-myc (Nau y col. 1985; Nature 318, 69-
73) en placas de céamaras de cultivo tisular de 2
pocilios (Nunc, Naperville, IL 60566, EE.UU.). Se
afladieron 50 pl de virosomas-FITC-FTO a las células. Se
incubaron durante 5, 15 y 30 min a 37°C, se lavaron dos
veces con PBS y luego se examinaron por microscopia de
fluorescencia. Los virosomas DOTAP con FITC-FTQ
antisentido encapsulado se incorporaron rapidamente en
las células como puede verse en la Fig. 3.

Examen de efecto bioldégico de los virosomas DOTAP-
FITC-FTO-L-myc antisentido medido por el procedimiento
de incorporacién de timidina.

Se cultivaron células de céncer de pulmén humano
de células pequeflas (ATCC-NCI-H209 Coleccidén Americana
de Cultivos Tipo, Rockville, EE.UU.) en placas Costar
de 24 pocillos a una concentracién inicial de 1x10° por
pocillo y por ml. Tras una incubacién de 24 horas, el
medio fue eliminado y se afladieron 625 ul de medio
fresco que contenia 0,5 pCi de **C-timidina (preparada
de (2-Cc1i-timidina, 52,0 mCi /mmol ; Amersham,
Inglaterra) y 75 ul de virosomas DOTAP que contenian
0,2 nmol de FITC-FTOs antisentido, sentido o scm. Los
cultivos se agitaron suavemente con una agitacién muy
lenta durante 1 h a 37°C y luego se transfirieron al
incubador. Tras 48 horas las suspensiones celulares se
sacaron, se transfirieron a tubos de centrifuga y se
centrifugaron. Los precipitados celulares se lavaron
dos wveces. Cuando las células no se dispersaron 1lo
suficiente en alguna suspensién celular, se expusieron
brevemente a una solucidén de tripsina/EDTA. Los
precipitados celulares se disolvieron en 1,5 ml de una
solucidén de NaOH/Tritén-X-100 0,1 M (0,1%). Se
afiadieron 3 ml de mezcla de 1liguide de centelleo
(Proteina Preparada *, Beckman, Fullerton, CA, EE.UU.)
a 1 ml de solucidén. La radioactividad de *C se midié

wd
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en un contador de 1iquido de centelleo (Beckman,
Fullerton, CA, EE.UU.).

Las Figuras 4 y 5 claramente demuestran la
extraordinaria ‘eficiencia de incorporacién Yy
transfeccidén de los virosomas DOTAP-L-myc antisentido.

La Fig. 6 demuestra que las células que no
expresan L-myc no estan influenciadas o inhibidas por
los virosomas L-myc antisentido. Ademds, los virosmas
vacios no presentan ningin efecto sobre las células
cancerosas y las células normales. Por lo tanto, parece
gue una terapia anti-cincer con FTO antisentido
encapsulado en los presentes virosomas puede tener un
gran potencial, especialmente por no tener las
desventajas de los liposomas catidnicos convencionales

mencionadas antes' aqui.

Ejemplo 2.
Preparacidén de una vesicula lipidica catidnica con

trimeros de hemaglutinina del wvirus de la gripe con
actividad de fusién completa gque contienen el wvector

1

pcDNA3 encapsulado con el gen humanc IL-6 clonado en el
sitio de poliligacidén (=pcDNA3-IL-6).

Preparacién de virosomas DOTAP e incorporacidén de
PCcDNA3-IL-6. :

pcDNA3  (Invitrogen Sociedad Anénima, San Diego,
EE.UU.) es un vector de 5,4 kb disefiado para expresién
estable y transitoria de alto nivel en huéspedes
eucariéticos. La. HA se aisld y purificé como se
describidé en el Ejemplo- 1.

Se disolvier:on- 4 mg de DOTAP en 0,5 ml de la
solucién tamponada de detergente que contenia NaCl 145
mM, HEPES 2,5 mM y. 54 mg/ml de OEG (=C;;E3), pH 7,4 y se
afiadieron a 2 ml de un sobrenadante que contenia 4 mg
de HA. A la mezcla resultante se afiadieron 100 ug de
pcDNA3-IL-6 y se disolvieron. La solucidén se sometid a
ultrasonicacidén durante 30 segundos. El OECGC se elimind
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con Biobolas como se describid en el Ejemplo 1.

Transfeccidén de virosomas DOTAP cargados con
PcDNA3-IL-6 en células de mieloma de murina.

La solucidn obtenida que contenia los wvirosomas
DOTAP cargados con pcDNA-IL-6 se diluyd 1:1000 con PBS.
20 pul y S0 yl de esta solucidn que contenian 1 ng y 2,5
ng de pcDNA-IL-6, respectivamente, se afiadieron a 2x10°
células de mieloma (P3/NS/1-Ag4-1; Coleccidn Americana
de Cultivos Tipo; Rockville, EE.UU.). Tras 48 h de
incubacién los sobrenadantes de los cultivos celulares
se ensayaron para IL-6 mediante un ensayo ELISA. Se
mididé un contenido de 20 a 45 pg de IL-6 por ml.

Comparacidén de la eficiencia de transfeccidén de
virosomas DOTAP cargados con pcDNA-IL-6 con liposomas
DOTAP cargados con pcDNA-IL-6.

No se encontrd IL-6 en cultivos de células de
mieloma transfectadas con liposomas DOTAP
convencionales (que no tienen péptidos virales de
fusién) que contenian la misma cantidad de pcDNA-IL-6
que los virosomas DOTAP. Para obtener los mismos
resultados de transfeccidn que con los virosomas DOTAP
cargados c¢on pcDNA-IL-6 era necesario aumentar la
cantidad de liposomas DOTAP cargados con pcDNA-IL-6 por
un factor de mil 1000.

Ejemplo 3: Preparacidén de una vesicula lipidica
catidénica con trimeros de hemaglutinina del virus de la
gripe con actividad de fusién completa que contienen el
vector pRSVcat encapsulado.

Preparacién de virosmas DOTAP e incorporacidén de
PRSVcat. .

El vector de expresid6n pRSVcat (de la CACT,
Rockville, EE.UU) contiene el gen CAT que codifica para
la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT).

La enzima cataliza la transferencia de un grupo
acetilo desde el acetil-CoA a la posicidén 3’'-hidroxi

—ty
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del cloranfenicol. Los vectores CAT son (Gtiles para
sequir la eficiencia de transfeccién en general.

pPRSVcat se encapsuld en virosomas DOTAP en las
condiciones descritas en el Ejemplo 2.

Transfeccidédn de virosomas DOTAP cargados con
PRSVecat en células Jurkat.

Se incubaron células Jurkat (10° células/ml) con
diferentes cantidades de virosomas DOTAP cargados con
pRSVcat (0,0001 ul - 25 pl). Tras 48 horas de
incubacidén a 37°C se mididé la actividad CAT en las
células Jurkat mediante el ensayo CAT-ELISA (Boehringer
Mannheim, Alemania).

Las Figuras 7a y 7b demuestran que se alcanza un
maximo de transfeccién por la adicidén de 0,01 ul de
virosomas DOTAP. Contrariamente a lo mencionadoc més
arriba, la adicién de 0,01 pl de liposomas DOTAP
cargados con pRSVcat a células Jurkat en las mismas
condicicnes de incubacién no resultd en ninguna
actividad CAT detectable.

Ejemplo 4: Incorporacién de virosomas por las

células.

La entrada de los virosomas en las células diana
puede dividirse en dos diferentes pasos:

1. Unién.

2. Penetracién.

La unién implica la unidén de los virosomas wvia HA
a los receptores celulares que son glicoproteinas vy
glicolipidos de membrana con un acido sialico final. En
el caso de virosomas especificos los fragmentos Fab’
reconocerdn ademads estructuras antigénicas en la
superficie de la célula diana, dando lugar a una unidn
a las c¢élulas diana mediante dos mecanismos de unidn
diferentes. Asi, los virosomas especificos presentan
una selectividad por tipos especiales de células. Los

virosmas con fragmentos Fab’ que reconocen antigenos
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asociados con tumecres tales como TAG72, CEA, 17-1A, CA
19-9 o antigenos asociados con leucemia tales como CD10
(ALLAC) ¥y CD20 se uniraén selectivamente a células
tumorales o© leucémicas que llevan los antigenos
mencionados en su superficie celular. Las
glicoproteinas hemaglutinina se aislan y purifican
cuidadosamente. No hay inactivacién por digestién
proteolitica o por reduccién de sus puentes disulfuro
(-8-s-) intramoleculares.

La penetracidn implica la entrada de los virosomas
en las células por endocitosis mediada por receptor.
Los virosomas quedan atrapados en endosomas. El pH
dcido (5-5) dentro de los endosomas dispara la fusidén
de 1la membrana del virosoma con la membrana del
endosoma. La fusién estid mediada por la glicoproteina
de espiculas virales hemaglutinina (HA}. La reaccidn de
fusidén de membranas en el endosoma libera el virosoma
de su envuelta lipidica y da acceso a los farmacos
encapsulados al citosol. La actividad de fusidén de
estas preparaciones de virosomas se analizdé mediante
desapantallamiento de la fluorescencia. Los virosomas
se marcaron con la sonda fluorescente octadecil
rodamina B (R18) y se siguidé la actividad de fusidn de
la HA como desapantallamiento de la fluorescencia
debido a la dilucién de la sonda de la membrana del
virosoma a la de un liposoma diana. La fig. 8 muestra
la fluorescencia observada tras la adicién de virosomas
DOTAP, marcados con R18, a los liposomas de
fosfolipidos. La fluorescencia comenzd a aumentar
rdpidamente indicando wuna fusidn mediada por HA

intacta.
Incorporacién en las células dependiente del

tiempo.

La incorporacidén de virosomas se mididé mediante

incubacién de las células con virosomas marcados con
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4~ sge incubaron .células P3/NS1 a una concentracidén de
1x10°/ml con 40 pl de virosomas a 37°C durante 5, 10,
15, 20 y 30 minutos. Tras el lavado, las células se
lisaron y se midié la cantidad de virosomas marcados
con MC. Como puede verse en la Tabla 3, 1la
incorporacidén en las células es muy répida: Durante los
primeros cinco minutos se incorpord el 10% de los
virosomas. Tiempos de incubacién mas largos no
aumentaron mis la incorporacién. 1 ml de solucidén de
virosomas contenia aproximadamente 10'!-10'? virosomas,
por lo tanto se iﬁcorporaron 4.000-40.000 virosomas por

célula en 5 minutéds.

Tabla 3
Tiémpo de ‘incubacién [(min) Dpm
5 6414
10 6832
15 6096
20 I 6610
30 6626
Ejemplo 5:.- Estrategias antisentido en el

tratamiento de los canceres.

Los llamados oligodesoxinucleétidos {ODN)
“antisentido”son secuencias nucleotidicas cortas de DNA
sintetizadas como complementarias reversas de 1la
secuencia nucleotidica del RNAm diana deseado. Mediante
formacidén del diplex RNA-DNA se evita la traduccidén del
mensaje y se promheve la destruccidn de la molécula por
la Rnasa H. La distribucién de ODN dirigidos al mRNA
codificado por oncogén hacia las células cancerosas
puede asociarse con la inhibicién de la proliferacién
celular vy, en _algunas circunstancias, la muerte

celular.
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Los ODN antisentido tienen un gran potencial como
agentes terapéuticos. Muchos estudios preclinicos en
animales asi como ensayos clinicos de Fases I-III han
mostrado que los ODN antisentido dirigidos contra
oncogenes y genes virales son terapéuticamente activos.

La transferencia de moléculas funcionales de DNA
en células mediante liposomas cargados de DNA o
virosomas convencionales no es muy eficiente. Por ello
se desarrollaron los virosomas con una bicapa lipidica
cargada positivamente (catiénica) para la transferencia
de material genético. La bicapa 1lipidica cargada
positivamente interacciona con los &cidos nucleicos y
causa su concentracién dentro de las vesiculas
formadas.

Virosomas-L-myc antisentido.

El gen L-myc, descubiertc por primera wvez en una
linea celular de cancer de pulmén de células pequeiias
(CPCP), esta frecuentemente amplificado Y
sobreexpresado en CPCP. Se sintetizaron 5’-FITC-
fosforotioatos de oligodesoxirribonucledtidos (FTO) via
quimica de fosforamidita (Microsynth GmbH, Balgach,
Suiza) . Se usaron el pentadecamero (S'-FITC-
GTAGTCCATGTCCGC-3"') y el pentadecamero (5'-FITC-
GCGGACATGGACTAC-3') como FTO antisentido y FTO sentido,
respectivamente. Se sintetizdé una FTO con secuencia
control mezclada (scm) con la misma longitud de
nucledtidos que los FTO antisentido y sentido. El FTO
antisentido que cubre el sitio de iniciacidén de 1la
traduccién actia inhibiendo la traduccién por parte de
los ribosomas del RNAm diana. Se encapsularon

fosforotioatos de oligodesoxirribonucledtidos L-myc

antisentido en 1los virosomas. Se evalud el efecto
antiproliferativo del DNA L-myc i antisentido encapsulado
en virosomas en las lineas celulares CPCP H209, H510 y
H82. Se afiadieron virosomas L-myc antisentido a las
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células de las lineas celulares de cancer de pulmén
humano de células pegquefias. Se usaron como controles
virosomas L-myc sentido y virosomas scm (secuencia
control mezclada) {(Fig. 9).

Los virosomas L-myc antisentido fueron 20.000
veces mas activos que los FTO antisentido no
encapsulados. Para inducir los mismos efectos que se
vieron en la Fig. 10 tienen que afiadirse a los cultivos
celulares FTO L-myc antisentido no encapsulados en el
intervalo de micromoles. Por lo tanto, los virosomas
catidénicos son mucho mas eficaces en la distribucidn de
ODN que la incorporaciédn celular de ODN no encapsulado
y también mids eficaces que los liposomas catidnicos.

El efector inhibidor del crecimiento de los
virosomas L-myc antisentido se correlaciona con los
niveles de expresibn de L-myc en 1las tres lineas
celulares, H209, H510 y H82. Se concluye de la Fig. 11
que aquellas células que no expresan el gen L-myc no
estan influenciadas por los virosomas L-myc
antisentido. Los virosomas catidnicos ‘vacios no
mostraron ninguno o sélo efectos menores en las células
normales y las células cancerosas. Dado que el gen L-
myc estd frecuentemente amplificado y sobreexpresado en
SCLC y muy restringido y expresado a bajo nivel en
tejidos humanos adultos, L-myc podria ser una buena
diana para una terapia con virosomas antisentido.

Ejehglo 6: Transferencia no infecciosa de vectores
basados en pldsmidos para terapia génica: transfeccidn
de vectores para expresién en mamiferos mediante
virosomas catidnicos.

Las aproximaciones actuales a la terapia génica
del cancer usan vectores basados en plasmidos para
expresar genes diana adecuados en células cancerosas
humanas ex vivo o 1iIn vivo. Se evallan las siguientes
dianas génicas terapéuticas: Genes de susceptibilidad
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tales como los genes de la quinasa de la timidina del
virus de herpes simple (QT-HSV}) (Moolten FL; Cancer
Res. 46:5276-5281, 1986); genes que se dirigen al
sistema inmune para eliminar las células cancerosas
tales como genes de citoguinas (Tepper RI y col.; Cell
57:503-512, 1989), genes que codifican para moléculas
coestimulatorias (Townsed SE y col.; Science 259:368-
370, 1993), genes de histocompatibilidad a foraneos
(Plautz GE y col. Proc Natl Acad Sci USA 90: 4645-4649,
1993) ; y reemplazamiento de genes silvestres supresores
de tumores tales como p53 (Chen PL y c¢ol.; Science
250:1576-1580, 1990).

A causa de ciertas limitaciones de los vectores
basados en virus actualmente usados para la terapia
génica como, por ejemplo, la ausencia de especificidad
al dirigirse a las células tumorales para la
transferencia génica y a causa de problemas de
seguridad relacionados con la posible induccidén de
malignidades secundarias Y la posibilidad de
recombinacidén para formar virus competente en
replicacién, hacia falta desarrollar una tecnQlogia de
transferencia génica no infecciosa para la distribucién
de genes in vivo de vectores de expresién basados en
plasmidos. El usc de los virosomas catidnicos aqui
explicados. es un alternativa prometedora de un
tecnologia de transferencia génica no infecciosa
mediada por receptor.

Las eficiencias de transfeccién tipicas usando
lipidos comerciales disponibles estan entre 5-50%. Los
virosomas no sélo proporcionan una mayor eficiencia de
transfeccién que los lipidos comerciales disponibles,
sino que el atrapamiento del DNA en los virosomas
produce también una transformacién estable de las

células.
El gen de la interleukina 6 humana (IL-6) se clond
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en el sitio de muiticlonacién de pcDNA3, un vector de
5,4 kb diseflado para expresidn estable y transitoria a
alto nivel en huéspedes eucaridéticos. El1 vector
contiene el marcador de resistencia a neomicina,
expresada desde el promotor temprano de SV40 para la
seleccién de transformantes estables en presencia de
G418.

La encapsulacidn del vector se llevd a caboc por 3

diferentes procedimientos:

1. Didlisis: Los plasmidos se encapsularon durante
la formacién de los virosomas. El detergente
Octil-POE (de Alexis S.A., Laeufelfingen,
Suiza) se. elimindé mediante didlisis.

2. Biobolas: Los pliasmidos se encapsularon durante
la formacién de los virosomas. El detergente
OEG ‘se elimind mediante Biobolas.

3. Ultrasonicacidén: Los plasmidos se encapsularoen
mediante DOTAP y los liposomas DOTAP obtenidos
se fusionaron con virosomas DOTAP mediante
ultrasonicacién.

El DNA de pcDNA3-IL-6 marcado con *C se hizo para

medir la cantidad de plasmido encapsulado.

Procedimiento de encapsulacién Cantidad de plasmido encapsulado

Didlisis (1) . 0,02 pg de DNA por pl de virosomas
Biobolas (2} : 0,009 pg de DNA por ul de virosomas
Ultrasonicacién (3) . 0,04 pg de DNA por ul de virosomas

Se transfectaron células Sp2/0-Agl4 (Hibridas, no
secretoras, de ratén; ID-N°: ATCC CRL-1581; aqui
llamadas Sp2), células Pe/NSI/1-Ag4-1 (Mieloma no
secretor, de: ratén; ID-N*: ATCC TIB-18, aqui llamadas
P3/NSI) y células NIH/3T3 (Embridn, contraccidn
inhibida, de ratdén Suizo NIH; ID-N® ATCC CRL-1658) a
una concentracidén celular de 1x10° en 1 ml de medioc con
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las preparaciones de virosomas (1)-(3). Diez dias tras
la transfeccién las cantidades de IL-6 expresado se
midieron mediante ELISA (Fig. 12, Fig. 13, Fig. 14).
Todas las lineis celulares estdn disponibles en ATCC,
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland, EE.UU.

Las «c¢élulas transfectadas Sp2 y P3/NS1 se
seleccionaron dos veces mediante G418. Tras 2 meses de
cultivo se midid otra vez la produccién de IL-6. Los
valores figuran en la Tabla 4.

Tabla 4: Produccidn de IL-6 en células
transfectadas tras reseleccidén con G418.

Linea Procedimien | Nimero |N{mero IL-6 Cantidad |IL-6
celul to de | de total de| [pg/ml [total de| [pg/10
ar preparacidn | c€lulas | células ] IL-6 [pg] |
por ml célula
s)
P3/NS |Precipita |Didlisis 1,2x10° | 6,0x10% 3|277 831 138
1 do de ml de
células tampén
Biobolas 1,6x10° [ 7,8x10% 4|32 128 16
ml de
tampén
Ultrasonica|1,54x10 | 8,0x10° 42889 1156 144
cién s ml de
tampdn
P3/NS | Sobrenada |Didlisis 5 ml|8 40 6.7
1 nte sobren.
Biobolas 4,9 ml |4 20 2,5
sobren.
Ulcrasonica 5,2 mli25 130 16,2
cidn sobren.
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5p2 Precipita |Didlisis 2,25 1,13 x107|>1200 »6600 »584
do de x1a0* 5,5 ml de
células tampdn
Biobolas 1,8 9,5 x10¢] 232 1044 110
x10¢ en 4,5 ml
de tampén
Ultrasonica|2,8 1,37 x107|680 4760 347
cién x10* 7 ml de
tampén
Sp2 Sobrenada |Didlisais 5 ml | 268 1340 119
nte sobren.
Biobolas 5.2 ml|8 42 4,4
sobren.
Ultrasonica 4,9 ml| 651 3190 233
cidn sobren.

afiadido a los

El wvolumen de tampén de lisis

precipitados de células se ajustdé para obtener un
nimero aproximado de 2x10° por ml.
antisentido en el

Ejemplo 7: Estrategias

tratamiento de leucemias.

La anormalidad genética mas comin en leucemias
humanas es la translocacidn del Cromosoma Filadelfia
(F'). La del abl del
cromosoma 9 a la regidn del grupo de ruptura (bcr) en

translocacidn protooncogén
el cromosoma 22 da lugar a la formacidn de los genes
hibridos bcr-abl.
para una proteina con actividad gquinasa de la tirosina
que estad aumentada en las células que llevan los genes
hibridos bcr-abl. Los transcritos bcr-abl se encuentran
en la inmensa mayoria de los pacientes con leucemia
mieldgena crdnica (LMC)
linfocitica aguda F'. La direccién de genes bcr-abl en

El protooncogén normalmente codifica

Yy en pacientes con leucemia

el procedimiento terapéutico mas
ODN

LMC es claramente

racional. Se demostrd que sintéticos
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complementarios a la unidén de los transcritos bcr-abl
producidos por el procesamiento del segundo o del
tercer exén de c¢-abl podian suprimir la proliferacién

de células leucémicas Filadelfia 1 in vitro y permitir

el crecimiento de las progenitoras de médula normales
(szczylik C y col.; Science 253:562-565, 1991). Sin
embargo, la terapia antisentido bcr-abl esta
restringida a pacientes con LMC.

Otra diana molecular para terapia antisentido es
el gen myb. Myb, el producto codificado por es
protooncogen c-myb, funciona <como un factor de
transcripcidén especifico de unién a DNA. Se expresa
preferentemente en células hematopoyéticas y se
reguiere para la proliferacién de células
hematopoyéticas. Un ODN 18-mer antisentido dirigido a
los codones 2-7 de c-myb inhibid fuertemente o elimind
completamente el crecimiento clonogénico de una linea
de leucemis de células T (CCRF-CEM), asi como el 78% de
los casos examinados de leucemia mielSgena primaria
aguda y 4 de 5 casos de leucemia miel&gena primaria
crédnica (CML}) en crisis repentina (Calabretta B y col.;
Proc Natl Acad Sci USA B88:2351-2355, 1991).

La purgacidén de la médula ésea se usa como parte
del tratamiento de varias neoplasias, incluidas las
leucemias agqudas y crdnicas. En la actualidad, 1a
médula se limpia de células leucémicas mediante
diversos agentes tales como reactivos inmunolégicos y
farmacos quimioterapéuticos. E1 ODN encapsulado en
virosomas dirigidos contra un oncogen que confiere una
ventaja en el crecimiento de las células leucémicas se
demostraxrd Gtil terapéuticamente y, lo mads importante
de todo, mas selectivo que los agentes
quimioterapéuticos convencionales en eliminar 1las
células leucémicas mientras que permite vivir a las

células progenitoras normales.
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Virosomas c-myb antisentido.

Se prepararon FTO sentido Y antisentido
correspondientes a los codones 2-9 de c-myb. Las
secuencias c-myb sentido y antisentido eran 5'-
GCCCGAAGACCCCGGCAC-3' Y 5' -TGTGCCGGGGTCTTCGGGC-3",
respectivamente. La encapsulacién del FTO en virosomas
DOTAP se llevd a cabo por el mismo procedimiento usado
para los virosomas DOTAP L-myc. La linea celular de
leucemia mieloide humana KG-1 y la linea celular de
leucemia linfobléstica aguda humana CEM-C3 se

'sometieron a virosomas c-myb sentido y antisentido. La

proliferacién de las células KG-1 depende del producto
del protooncogén myb, mientras que las células CEM-C3
no dependen del producto del gen myb. Las células KG-1
se incubaron con 25, 50 y 100 pul de virosomas c-myb
sentido y antisentido que contenian 18, 36 y 72 pmol de
OPT sentido y antisentido, respectivamente. Se
determind en nimero de células a los 2, 3 y 4 dias.

La adicidén de 25 pul de virosomas c-myb sentido y
antisentido tuvo sélo efectos marginales sobre el
crecimiento celular (Fig. 15). Sin embargo, la adicidn
de 50 wul (Fig. 16) y 100 pl (Fig. 17) inhibid
fuertemente el crecimiento celular. Mayores dosis de
virosomas c-myb sentido también mostraron efectos
inhibitorios. Se asume que estos efectos no estaban
provocadés per la membrana del virosoma, porgque las
células CEM-C3 no estaban influenciadas por las mismas

preparaciones de virosomas (Fig. 18}.
Ejemplo 8: Virosomas DOSPER: Reactivo para la

Transfeccién de Células Eucaridticas; transfeccidn de
plasmido marcado con 'H mediante virosomas DOSPER; una
comparacidén de virosomas DOSPER con liposomas DOSPER.
El plasmido pGEEN LANTERNTM-I  (GIBCO-BRL)se
produjo en presencia de ‘H-metiltimidina. Se
encapsularon 33 pug de DNA de plasmido marcado en
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virosomas DOSPER y 11,7 ug en liposomas DOSPER.

La bicapa 1lipidica de 1los virosomas DOSPER
consiste en 25% de DOSPER Y 75% de FC
(fosfatidilcolina). Es imposible producir virosomas
DOSPER con una bicapa de 100% DOSPER. En particular, se
ha encontradco que si la concentracién de DOSPER en la
mezcla de reaccién es mayor de, por ejemplo, 30%, los
virosomas noc pueden formarse.

5x10° células de cada tipo celular se incubaron
en 500 pl de medio con 25 pl de solucién de virosomas
DOSPER que contenian plasmido o de liposomas DOSPER
que contenian plésmido durante 2, 4, 6 y 24 h a 37°C.
Las alicuotas afiadidas de virosomas DOSPER Yy
liposomas DOSPER contenian 400 ng de plasmido marcado
que correspondia a una radiactividad de 26.500 dpm.
Tras la incubacidén, las células se lavaron, se
lisaron y se mididé la radiactividad. Se evalud la
influencia del tiempo de transfeccidén en la cantidad
de DNA de pléasmido incorporado con varias 1lineas
celulares y los resultados estdn representados en las
Figuras 19-26. La Breve Descripcidén de las Figuras de
mids ariba resume las lineas celulares en cada una de
las Figuras.

Las Figuras 19-24 muestran claramente gque los
virosomas DOSPER son superiores en transfeccién a los
liposomas DOSPER para todos los tipos celulares vy
para todos los tiempos de incubacién. Tiempos més
largos de incubacidén de 6 y 24 h con liposomas DOSPER
sélo resultaron en minimos incrementos de
incorporacidén de DNA, mientras que tiempos mas largos
de incubacidén con virosomas DOSPER llevaron a una
incorporacién de DNA considerablemente mayor. Este
resultado sugiere gue la incorporacidén mediada por HA
de los virosomas es mucho mas eficiente que la
incorporacién inducida por liposomas DOSPER sin la
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ayuda de ninglin conectador viral que se una a los
receptores celulares. Es interesante que en el caso
de los virosomas DOSPER, los tiempos de incubacibn de
6-24 h no 1llevaron a la saturacidn de 1la
incorporacién- de DNA sino a un incremento mayor de
incorporacidén de DNA, un efecto que puede ser debido
a una réapida sustitucidén de receptores de membrana
tras su eliminacién por endocitosis mediada por
receptor de los virosomas en la superficie celular.

Ejemplo 9: Una comparacién de virosmas DOSPER Yy
virosomas DOTAP.

La misma cantidad de plasmido marcado con 34 tal Y
como se describid® en el Ejemplo 8 para 'los virosomas
DOSPER se encapsuld en los virosomas DOTAP. Las ¢élulas
HelLa y K562 se incubaron con virosomas DOTAP en las
mismas condiciones que se describieron mds arriba en el
Ejemplo 8. Los resultados se representan en las Figuras
25 y 26. ‘

Los resultados en la Figuras 25 y 26 demuestran
que la eficiencia de transfeccidén de los virosomas
DOTAP es menor que la de los virosomas DOSPER. Las
razones de por qué no estan claras. Nosotros suponemos,

- sin estar apoyados por la teoria, que la encapsulacidn

de material cargado negativamente, como’ pldsmidos, en
los virosomas que contienen DOSPER puede llevar a unas
cantidades mayores de virosomas dtiles. Por el
contrario, la encapsulacién de plasmido en virosomas
DOTAP puede resultar en un mayor namero de vesiculas
defectivas con un bajo potencial de tranfeccién. Una
segunda hip&tesis podria implicar un efecto
incrementador del DOSPER durante 1la unidén 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 usc del
lipido policatidénico DOSPER resulta sorprendentemente
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en una superior eficiencia de transfeccién comparada
con los lipidos catiénicos DOTAP, usados mas

frecuentemente.

Abreviaturas usadas en la descripcidn.
2'-OMe 2'-0 metil

ALLAC antigeno de la leucemia linfoblastica aguda
comiin

CAT cloranfenicol acetiltransferasa

DOTAP N-[(1,2,3-dioleoiloxi) -propil] -N,N,N-
trimetilamoniometil-sulfato

DOTMA cloruro de N-[(1,2,3-dioleciloxi)-propil]-

N,N,N-trimetilamonio
FITC-FTO fosforoticato de oligodesoxirribonucleétido
marcado con isotiocianato de fluoresceina

G418 disulfato de Geneticin® (antibidtico 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 cligodesoxinucledtidos
OEG monodeodeciléter de octaetileneglicol
(C12E8)
OPT fosforotioato(s) de
oligodesoxirribonucledtido
FC . fosfatidilcolina
FE fosfatidiletanolamina
NAP dcido nucleico péptido
CCPP cancer de células pequeifias de pulmén

SvV4Q virus de Simio 40
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REIVINDICACIONES

Una vesicula de bicapa lipidica que tiene dentro
al menos un farmaco o sustancia farmacéuticamente
activa deseados, comprendiendo dicha wvesicula:

a) una membrana que tiene fosfatidiletanolamina
({FE) en combinacién con uno o mds lipidos
incluyendo lipidos naturales o sintéticos que
tiene carga neta positiva;

b) al menos -un péptido de fusidn activo que es
una hemaglutinina viral, que es capaz de
provocar que las vesiculas sean incorporadas
por células diana a través de fagocitosis o
endocitosis y que presenta actividad inductora
de fusidn a pH &cido dentro de un intervalo de
pHS a pH7, estando dicha hemaglutinina adosada
directa o indirectamente a dicha membrana;

c) un acoplador bifuncional unido a la
fosfatidiletanolamina (FE) de dicha membrana;
Y :

d) al menos un marcador especifico de célula
unido via un azufre del marcador especifico de
célula al acoplador unido a FE, siendo dicho
marcador una proteina bioldgicamente activa
para unirse a un receptor de las células

diana.-

La vesicula seglin la reivindicacién 1, donde 1la
membrana incluye - referido a los lipidos totales
- 10% en pesc o menos de fosfatidiletanolamina y
90% en peso o mids de dichos otros 1lipidos

incluyendo lipidos cargados positivamente.

La vesicula segin la reivindicacidén 1, donde el
marcador especifico de célula se selecciona del
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grupo formado por un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, una citoguina y un factor de

crecimiento.

La vesicula segin la reivindicagién 1, donde los
lipidos cargados positivamente incluyen al menos
un lipido catidénico o policatidénico seleccionado
del grupo que consiste en cloruro de N-{(1,2,63-
dioleociloxi) -propil} -N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA); N-[(1,2,3-dioleociloxi)-propil]-N,N,N-
trimetilamoniometil-sulfato (DOTAP)}; N-t-butil-
N’ -tetradecil-3-tetradecilaminopropionamidina;
1,3-dipalmitoil-2-fosfatidiletanilamidoespermina
(DPFES); dioctadecilamidoglicilespermina (DOGS);
2,3-dioleiloxi-N-[2(espermina-carboxamido)etil] -
N,N-dimetil-1l-propancaminiofluoracetato (DOSPA);
1,3-diocleciloxi-2-(6-carboxi-espermil) -
propilamida (DOSPER); y yoduro de N,N,N'N’-
tetrametil-N,N’'-bis{2-hidroxietil)-2,3-
dioleoiloxi-1,4-butanediamonio (THDOB) .

La vesicula segiin la reivindicacidén 4, donde 1la
membrana incluye del 5 al 30% en peso, referido
a los lipidos totales, de 1,3-dicleoiloxi-2-({6-
carboxi-espermil) -propilamida (DOSPER).

La vesicula seglin la reivindicacidén 1, donde el
farmaco o sustancia bioldgicamente activa deseados

es un material de &acido nucleico.

La vesicula segln la reivindicacién 6, donde dicho
material de 4&cido nucleico atrapado en dicha
vesicula es seleccionado del grupo que consiste en
DNA o RNA de cadena corta, desoxirribonucledtidos,
oligodesoxirribonucledtidos, selenocatos de
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oligodesoxirribonucledtido, fosforotioatos de
oligodesoxirribonucledtido, fosforamidatos de
oligodesoxirribonucledtido, metilfosfonatos de
oligodesoxirribonucledtido, dcidos nucleicos

péptidos, ribonucledétidos, oligorribonucleétidos,
fosforotioatos de oligorribonucledtido, fosfatos
de 2'-Ome-oligorribonucleétido, fosforoticatos de
2'-Ome-oligorribonucleétido, ribozimas, genes,

plasmidos y vectores.

La vesicula segin la reivindicacidén 1, donde su
didmetro estéd en el intervalo de 120-180 nm.

La vesicula seglin la reivindicacidén 1, donde la
hemaglutinina es inductora de fusidn a pH &cido
dentro del intervalo de pH7-pH5 y deriva de un
virus seleccionado del grupo gque consiste en
rhabdovirus, virus parainfluenza tipo III, virus

Semliki Forest y togavirus.

Un procedimiento de fabricacidén de una vesicula de
bicapa 1lipidica que tiene una membrana que
contiene lipidos naturales o sintéticos que tienen
una carga positiva neta junto con
fosfatidiletanolamina, al menos un péptido viral
activo inductor de la fusidén integrado en o unido
covalentemente a la membrana, al menos un marcador
especifico de célula adosado a la membrana y un
material de acido nucleico deseado, incluyendo los

pasos de

{(a) disolver el virus purificado con una soluciédn
de detergente no idénico y separar de ello una
fraccidn que contenga hemaglutinina;

{b) preparar complejos de moléculas conjugadas
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que consisten en foéfétidiletanilamina (FE},
un acoplador bifuncional y un marcador
eépecifico de célula en tal manera que el
acoplador bifuncionalcon un sitioc de unién de
une al grupo amino de la FE y con otro a un
grupo ticl del marcador especifico de célula,
y eliminar el material no conjugado;

(c)] preparar una soluciébn que contiene: un
detergente no idnico tamponado; hemaglutinina
viral obtenida en el paso (a); lipidos
naturales o sintéticos diferentes de FE
incluyendo 1lipidos que tienen una carga
pesitiva neta; y al menos un marcador
especifico de célula en la forma de dichos
complejos moleculares formados previamente de
FE/acoplador/marcador;

(d) ajustar las concentraciones de lipidos a -
referido a los lipidos totales - 10% en peso
o menos de fosfatidiletanolamina y a 90% en
peso o mds de dichos 1lipidos naturales o
sintéticos diferentes de FE incluyendo
lipidos que tienen una carga positiva neta;

(e) eliminar el detergente tratando la solucidn
con bolas microtransportadoras, dando lugar a
la formacidén de virosomas dirigidos cargados
positivamente; y

(f) incorporar en los virosomas una cantidad de
material de acido nucleico deseado.

El procedimiento segin la reivindicacién 10, donde
dichos lipidos diferentes de FE incluyen

fosfatidilcolina.

El procedimiento segin la reivindicacién 10, donde
dichas bolas microtransportadoras son bolas de
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poliestireno que tienen un tamafio de malla neto de
20-50 (0,84-0,30 nm).

El procedimiento segin la reivindicacidén 10, donde
la incorporacién de material de &dcido nucleico en
los virosomas se lleva a cabo afiadiendo a 1los
virosomas resultantes del pasoc (e) el material de
dcido nucleico deseado, sonicando la mezcla para
integrar el material en las vesiculas y eliminando

el material no integrado.

El procedimiento segln la reivindicacién 13, donde
el material no integrado se elimina mediante

filtracién en gel.

El procedimiento segiin la reivindicacién 10, donde
la incorporacién de material de acido nucleico en
los virosomas se lleva a cabo afladiendo a 1los
virosomas resultantes del paso (e) liposomas
cargados positivamente que contienen el material
de &cido nucleico deseado y sonicando la mezcla
para fusionar los liposomas con los virosomas para
integrar el material de Aacido nucleico en los

virosomas.

El procedimiento segin la reivindicacién 8, donde
lipidos cargados positivamente incluyen al menos
un lipido catiénico o policatidnico seleccionado
del grupo que consiste en clorurc de N-{(1,2,3-
dioleoiloxi) -propil}-N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA) ; N-[{{1,2,3-diocleoiloxi)-propil]~N,N,6 N-
trimetilamoniometil-sulfato {DOTAP); N-t-butil-
N’'-tetradecil-3-tetradecilaminopropionamidina;
1,3-dipalmitoil-2-fosfatidiletanilamidoespermina
(DPFES); dioctadecilamidoglicilespermina (DOGS);
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2,3-dioleiloxi~N-[2(espermina-carboxamido)etil] -
N,N-dimetil-1l-propanocaminiocfluoracetato (DOSPA);
1,3-dioleoiloxi-2-(6-carboxi-espermil) -
propilamida (DOSPER); y yoduro de N,N,N'N’-
tetrametil-N,N’-bis(2-hidroxietil)-2,3-
dioleoiloxi-1,4-butanediamonio (THDOB) .

El procedimiento seqgin la reivindicacidén 8,
donde los lipidos cargados positivamente
incluyen del 5 al 30% en pesode 1,3-dioleoiloxi-
2- (6-carboxi-espermil) -propilamida (DOSPER) .
referido a los lipidos totales.

El procedimiento segiin la reivindicacién 10, donde
la relacién en peso de la hemaglutinina a 1los
lipidos totales de membrana se ajusta

aproximadamente a 1 {mg/mg) o menos.

El procedimiento segin la reivindicacién 10, donde
el marcador especifico de célula se selecciona del
grupo formadeo por un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo, una citoguina y un factor de

crecimiento.

El procedimiento segln la reivindicacién 19, donde
el marcador especifico de célula es un fragmento
Fab’ o F(ab’), y se aplica en una relacién en peso
de hemaglutinina a fragmento Fab‘’ o F(ab’),; de

alrededor e 2:1.

El procedimiento segin la reivindicacidn 10, donde
el material de dcido nucleico deseado se
selecciona del grupc que consiste en DNA o RNA de
cadena corta, desoxirribonucledétidos,

oligodesoxirribonucledtidos, selenoatos de
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oligodesoxirribonucleétido, fosforotioatos de
oligodesoxirribonucleétido, fosforamidatos de
oligodesoxirribonucledtido, metilfosfonatos de
oligodesoxirribonucledtido, acidos nucleicos

péptidos, ribonucledtidos, oligorribonucledtidos,
fosforotioatos de oligorribonucledtido, fosfatos
de 2'-Ome-oligorribonucledtido, fosforotiocatos de
2'-Ome-oligorribonuclebtido, ribozimas, genes,

plismidos y vectores.

El procedimiento segln la reivindicacién 10, donde
la solucidén de detergente no idénico incluye C;;Eg
(monododeciléter de octaetileneglicol) o© n-octil-

coligooxietileno,

El procedimiento segin la reivindicacién 10, donde
el agente acoplador es una molécula orgénica
hetercbifuncional gue tiene al menos un grupo

maleimido y al menos un grupo carboxilo.

El procedimiento segin la reivindicacidén 23, donde
el agente acoplador se selecciona del grupo que
consiste en derivados de bis-N-succinimidil vy
derivados de succinimidil fotoactivable.

El procedimiento segin la reivindicacidén 10, donde
en el paso (b), el marial no conjugado se elimina
mediante cromatografia de afinidad usando una

matriz de agarxosa.

Una vesicula de bicapa lipidica obtenida mediante

el proceso de la reivindicacidén 10.

Un procedimiento para llevar a cabo terapia génica
no infecciosa, incluyendo distribucién de un
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material de &cido nucleico deseado a células diana
en reposo o en proliferacidén via la vesicula de
bicapa lipidica cargada de la reivindicacién 1
para la eficiente transferencia de dicho material

a las células diana.

El procedimiento segln la reivindicacién 27, donde
las células diana se seleccionan el grupo que
consiste en células cancerosas, células leucémicas
Yy células infectadas por virus y la actividad
metabdlica ¢ proliferativa de dichas células diana
se reduce tras la administracidén de los wvirosomas.

El procedimiento segin la reivindicacién 27, donde
dicho material de &cido nucleico incluye al menos
un oligonucledtide antisentido adecuado para

terapia génica.

El procedimiento segln la reivindicacidén 29, donde
el oligonucledtide antisentido se dirige a RNAm
codificado por un protooncogén © por un oncogén.
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RESUMEN
La presente invencién estd relacionada con un

virosoma cargado positivamente pafa la distribucién
eficiente de material genético a células de mamifero en
reposo o en proliferacién in wvitro e in wvivo. La
membrana del virosoma contiene lipidos catidnicos y/o
policatiénicos, al menos un péptido de fusidén viral y
preferiblemente al menos un marcador especifico de
célula, preferiblemente seleccionado del grupo gue
consiste en anticuerpos monoclonales, fragmentos de
anticuerpos F(ab’), y Fab’, citoquinas y factores de
crecimiento, para la deteccidn selectiva y unidén a las
células diana. La invencidn ademids se relaciona con un
procedimiento para la fabricacién de los nuevos
virosomas y con aplicaciones suyas, particularmente
para la fabricacién de composiciones farmacéuticas para

tratar el cancer o la leucenmia.
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Centificado N° 101909.01

DECLARACION Y PODER DE REPRESENTACION
PARA LA SOLICITUD DE PRORROGA PARCIAL {PCT)

Como un inventor abajo mencionado, por la presente declaro que:

mi residencia, direccién postal y ciudadania son las indicadas a continuacidn junto con mi

nombre;

creo de buena fe que el \nico, original y primer inventor (si solamente se menciona un nombre
mas abajo) o un primer inventor original, en conjunto (si s¢ mencionan varios nombres mds abajo) del
asunto que se reivindica. para el cual se pretende obtener una patente respecto a la invencién titulada:
VIROSOMAS CATIONICOS COMO SISTEMA DE TRANSFERENCIA PARA MATERIAL
GENETICO descrita y reivindicada en la descripcion:
arque una de las opciones

a. adjunta a la presente

b. presentada el como solicitud de serie N°

Esta solicitud describe y reivindica en parte el asunto descrito en mi / nuestra solicitud

prasentada con anterioridad aun pendiente, Solicitud N° 09/171,882, presentada el 30 de diciembre de

1968 y Solicitud Internacional N° PCT/EP97/02268, presentada gl 4 de mavo de 1997.

He revisado v comprendo el contenido de esta solicitud, incluvendo las reivindicaciones, tal y

como han quedado modificadas por las modificaciones referidas con anterioridad.

Reconozco la obligacion de desvelar a la Oficina toda la informacién que me sea conocida que
sea relevante para la parentabilidad como se define en el Titulo 37. apartado 1.56 del Cédigo de

Reglamentos Federales.

Segun el Titulo 35, apartade 119 del Cédigo de Estados Unidos, los beneficios de prioridad de
lags) siguiente(s) solicitud(es) extranjera(s) presentada(s) en el plazo de un afo antes de dicha solicitud

internacional se reivindican por la presente:
Solicitud de patente europea N° 96107282.4 presentada el 8 de mayo de 1996

La(s) siguiente(s) solicitud(es) para patente o certificado de inventor de esta invencion se
presentaron en paises distintos de los Estados Unidos de América bien (a) mas de un aflo antes de dicha
salicitud internacional. bien (b) antes de la fecha de presentacion de la(s) solicitud{es) de prioridad

extranjera mencionada(s) con anterioridad.

-

Por lo que se refiere a todos v cada uno de los asuntos objeto de esta solicitud que no sean

(L8]



comunes a dicha solicitud previa. reconozco la obligacion de desvelar a la Oficina toda la informacién
que me sea conocida que sea relevante para (a patentabi[idad, como se define en el Titulo 37. apartado
1.56 del Codigo de Reglamentos Federales. que estuviese disponible entre la fecha de presentacién de la

solicitud internacional y la fecha de presentacidn de la solicitud.

Seguan el Titulo 33, apartado 119 det Cédigo de Estados Unidos. los beneficios de prioridad de
la(s) siguiente(s) solicitud{es) extranjera(s) presentada(s} en el plazo de un afio antes de esta solicitud se

reivindican por la presente:

La(s) siguiente(s) solicitud(es) para patente o certificado de inventor de dicho asunto se
presentaron en paises distintos de los Estados Unidos de América bien (a) mds de un afio antes de esta
solicitud, bien (b) antes de la fecha de presentacion de la(s) solicitud(es) de prioridad extranjera

mencionada(s) con anterioridad.,

Por la presente nombro a los siguientes como mis apoderados del registro con plenos poderes de
sustitucién v revocacitn para proseguir con esta solicitud y para llevar a cabo todos los trimites ante la

Oficina de Patentes: N

James A. Oliff, Reg. N° 27.075; William P. Berridge, Reg. N° 30.024;
Kirk M. Hudson, Reg. N° 27,562; Thomas J. Pardini, Reg. N° 30.411;
Edward P. Walker, Reg. N° 31.450; Robert A, Miiler, Reg. N° 32.771;
Mario A. Costantino, Reg. N° 33.565; y
Caroline D. Dennison, Reg. N° 34,494,

TODA LA CORRESPONDENCIA CON RELACION A ESTA SOLICITUD SE DEBERIA ENVIAR A
OLIFF & BERRIDGE, PLC, P.O. BOX 19928, ALEXANDRIA, VIRGINIA 22320, TELEFONO (703)
836-5400.

Por la presente declaro que he examinado y comprendo el contenido de esta Declaracion y que
todas las afirmaciones que en ella se hacen de las que tengo conocimiento son verdaderas v que todas las
afirmaciones hechas sobre la base de la informacién v de fas opiniones se consideran como verdaderas,
asi como que estas afirmaciones se hicieron con el conocimiento de que las afirmaciones falsas v
similares hechas a proposito son punibles por medio de una multa o del encarcelamiento o de ambos,
seghn la Seccién 1001 del Titulo 13 del Cddigo de Estados Unidos y que dichas afirmaciones falsas
hechas a propdsito pueden poner en peligro la validez de [a solicitud o cualquier patente emitida sobre la

base de la misma.

ot
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Nombre completo escrito 8 miquina

152407

del Gnico o primer inventor Emst - _Rudolf WALTI
Nombre Inicial intermedia Apellido
Firma del inventor (Firma ilegible)
Fecha de la firma 16 de septiembre de 1999
Residencia: Munchenbuchsee SUJZA
) Ciudad Estado o Provincia Pais
Ciudadania: SUIZA
Direccidn postal: Moosgasse 84
(Escriba la direccién completa
incluyendo el pais) CH-3053 Munchenbuchsee SUIZA
Nombre completo escrito a mdquina
del Gnico o primer inveator Reinhard GLUCK
Nombre Inicial intermedia Apellido
Firma del inventor (Firma ilegible)
Fecha de ia firma 16 de septiembre de [999
Residencia: _Speigel bei Bern SUIZA
' Ciudad Estado o Provincia Pais
Ciudadania: SUIZA
Direccién postal: Chasseralstrasse 156
{Escriba la direccién completa
incfuyendo el pais) CH-3028 Speigel bei Bern SUIZA
Nombre completo escrito a mdquina
del dnico o primer inventor Peter KLEIN
Nombre Inicial intermedia Apellido
Firma del inventor {Firma ilegible)
Fecha de Ia firma 16 de septiembre de 1999
Residencia: Langenbruck SUIZA
Ciudad Estado o Provincia Pais
Ciudadania: sulza
Direccion postal: Neuhof
(Escriba la direccion completa
incluyendo el'pais) CH-4438 Langenbruck SUIZA
Nombre completo escrito a maquina
del dnico o primer inventor
Nombre Inicial intermedia Apellido
Firma del inventor
Fecha de Ja firma
Residencia:
Ciudad Estado o Provincia Pais
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Ciudadania:

w4

Direccién postal:

(Escriba la direccidn completa

incluyendo el pais)

Nombre completo escrito a miquina

del Gnico o primer inventor

Nombre

Firma del inventor

lnicial intermedia Apellido

Fecha de la firma

Residencia:

Ciudad

Ciudadania:

Estado o Provincia Pais

Direccion postal:
{Escriba la direccién completa

incluyenda el pais)

Si se ha marcado la casilla (a), este impreso solo se rellenara cuando se adjunte a la descripcion

(incluyendo las reivindicaciones) al final de la misma. Este impreso sélo se rellenara cuando se adjunte a

la primera pagina de la Declaracion y Poder de representacion de la solicitud a la que pertenezca.

Nota para el inventor: Se ruega firme en la linea N° 2 exactamente con el mismo nombre que aparece en

la linea N® | y escriba la fecha del momento en que se firme en la linea N° 3.



FIG.

% DAF

i

40

30

20

10

Tiempo (min)

12



3

FIG.




Fig.4

25000 -

22500 - Celulas CPCP humanas H209

20000

17500 I T
15000 ~ l
12500 -

10004 -

timidipa dpm

7500 -

bt

Incorporacidn de ["C]

5000

2500

"
uw

Coneral I ESNT1 0 [LLETE ] s

Fig.5
150049 -
125090

10004 - T

7500 -

1

5000 -

——

2500

Incorporacién de [“C]
timidina dpm

0 75 1125 154

pmol de antisentido FTO



(1241

Fig.6

P A A A, AN

MM

2 INNN\\E

H82

HS10A

-
=)
—
o]
3]
on
w ~ (=]
o H m%mmmmmmmm%m
M 3 T
o
>N
s M W M TV SIS SV BT T
i8 8 8 8 2 8 39 ©
BUIPTWT]
[D.] 2p upraerodioour




Fig.7a ‘27
—~{}— CAT(pg-mg de proteinas)
@
=,
ol
o
0:
£
o
Q
o
o
£
N
o
[« N
[
o
O
0 rrrrrrry - v
.0001 .001 .01 .1 1 10 100
Vircsomas (ul)
Fig.7b 12

—08— CAT (pgsmg de proteina)

-
-
PN PN P |

th & N .@ o O
b A

CAT (pgsmg de proteina)

100

Virosomas [ul)



\% HH

3504
300 |

250 1

200 -

% DAF/min

150

Rel.

1001

50 4

] 1 L ' [ 1 1 : i

1 2 3 4 5 6 7 8 § 10 11 12 13 14

Tiempo(min}

FIG. 8

25000 -
Células C?C? humanas NCI-H209

20090

HH

|
!

15000

10000

temidina dpm

Ilncorporacidn de {C)

5000 -

control antisentido sentide SCM

FIG. 9



s 4

Células NCI-H20%

0

he

Bt

= .

®

.w Tlll

=

c

L)

>

E

1

[

w -

1)

E

Q

@ ——

ba

ad

o
I | {1 1 1
Q (=] Q
g g g
2 ] 2

wdp euTpTWTY
(D.) ep uproeiodaocour

150

1125

15

pmol antisentido OPT

FIG. 10

100 r

Mihnmmi

L-myc-DOTA? antisen
CPCP humanas

vlares

ceal

Ha2

H510A

H209

H209

FIG. 11



16 _5{39/

40 -
G JiTIeIman (ulifie4n12s€LaN;
- Vifsmamde [(2a8liman
b
5, 30 :
-l
o : CaZulam SP2
o E 1
e o
oa 204
]
u
U -
a
=]
e
& 104
0o R | .
0 0.5 1 5 10 20
Adicion de pcDNA3-DNAc-IL-6 ancapsulado en virocsoma

(ul)

FIG. 12

70+ C] Virosomas (ultrasonicacidn)

-

B irosomas (didlisis)

60 -
b 50+ Células P3/NS1
=
0 — %04
T o
E
£5 30
-,
[ 5 ey
¢ 20-
9 4
2
a 104 .
0 -I_ l[_] ll:L_.J:L_
O 0.5 - 1 5 10 20
Adicidn de pcDNA3-DNAc-IL-6 encapsuladoc en virosoma

{ul)

FIG. 13



40 + D Virosomas (ultrasonicacidn)

Bl Virosomas (didlisis)
.30~
. Células NIH/3T3
20 +
10 -
o L F lj
o 0.5 1 B 10 20

Adicidén de pcDNA3I-DNAc-IL-6 encapsulado en virosomas
(ul)

FIG. 14



\©§

20 - O conrtrol
] s + virosomas c-myb-antisentido 18 pmol FTO
<D virosomas c-myb-sentido l8pmol FTo
0 . .
u 4
= ] Células XG1 |
s 154 ¢Cé - ;
s 15 : =
o 1 A
ve 4 T
o- 1
2% 10- -
[ 4
=
(3] -
@ 4
z -
B 4 e
] v
o 3 :
29 3e 40
Dia

FIG. 15

20 ~
1 3 Control
1] -
E 15 1 BB :virosomas c-myb~antisentido 36 pmol FTO
> . £ : virosomes c-myb-sentido 36 pmol FTO
U ;
. I
o ) :
910 - Células KGI1
= X &
@ .
= |
7] 4
]
el -
5 4
-
. E
0
2% 3= 4%
Dia

FIG. 16



10 -

Recuento de células
x 10'

G Control

- + virosomas ¢-myh-antissatide 72 pmel FIO
+ virosomag c-myb-gentida 72 pmol FID

Células KG1

i

3! 4ﬂ
Dia
FiIG. 17
20 - Células CEM-C3
1 &3 control
o 15_‘ Il + virosomas c-myb-antisentido
= { B4 + virosomas c-myb-sentido
3 ]
o
o

3. 10 -

(=] 4
Q™
b 4
= )
a
= -
o 5 .
% 4

"0
2% 3® 49
Dia

FIG. 18

]



293T .

49 - {] virosomas DOSPER

s g2 Liposomas DOSPER

- ]

g 40

o

i

T i

=

3

2e

o3

H

5 ] Z
°

Th 4h sh 24n
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Influencia del tiempo de tranfeccién en la cantidad de DNA plasmidico incorperade.
Se transfectaron 5xl0'células de la linea celular de rién embrionario primaria humana
traasiormada 293T con virogomas DOSPER y limposomas DQSPER que contenian pldsmido
pGreen Lantern marcede coa 'H.
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[afluencia del tiempo de transieccidn en la cantidad de DNA plésmidico
incorporads. Se traasiettaran 5x10' células de la linea celular de fibroblastos fr
mena COS-1 con virosomas DOSPER y liposomea DOSPER que contanian el plésmido pGreen

Lantera marcado con “H.



-
-

2

UL ) virosomas DOSPER Hela
b} liposomas DOSPER
4]
8 350
g
-9
8
Eg < 4
]

2
~ 30 4 FI-
®
2 ]
a
-l
3 10-
8 7 b
& '

10 4

‘o, z
. ’
1h 4h sh 24h

Fig. 21
Influencia dal tiempo da transfeccidn en la cant:idad da DMA plésmidico
incorporado. Se transfectaron S5x10'célules de la linea celular de carcinama
epiteloides humano Hela con virosomas DOSPER y liposomas DOSPER gque coatenian

pldsmido pGreen Lantern marcado con 'H.
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[nfluencia del tiempo’ de transfeccion an la cantidad dea DNA plasmidico
iacorparade. Se transfectaron Sx10'células de la linea celular fibroblasto
de ratan NIHIT) con vircsomas DOSPER y liposomas DOSPER que contenian pliszido

pGreea Lantara zarcada con 'H
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[nfluencia del tiempo de =ranfeccién en la cantidad de DNA pléamidico incorperado.
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. . Influencia del tiempo de transfeccida ee la castidad de DHAl plasaidice incorporado.

$e transfectaron 5%10°' células de la linea celular de carcinoma ep:itelinide humano
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Fig. 26

Iafluencia del tiempo de transfeccidn en la cantidad de DNA plasmidice 1ncorporado.

Se =ransfectaron 5x10 ' células de la linea celular de lauces:a mieldgena crdnica

humana %562 con virosomas DOSPER y virosomas DOTAP que contenian plésmide pGreen

Lantern marcado con 'H.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2do. EXAMEN DE FORMA PATENTE DE INVENCION

. Folio 209
/

Concepto Técnico no 197
Clasificacion Intemacional de Patentes A61K 048/ 000

. Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Al. 38 de Ia Decision 486 se determind
que esta solicitud de Patente de Invencién:

SIY]
SI[Y]
SI[fv]
Si{¥]

SIv]
SIf ]

Sif ]

SI[Y]
SI{v ]

NO[ ]
NO[]
NO[]
NO[ ]

NOT ]
NO[ ]

NO[ ]

NO[ ]
NOT ]

SIf¥] NO[]

Contiene un resumen de la invencién (Art.26-e).
Contiene el titulo o nombre de la invencién (Art.27-d).
Contiene la descripcién de la invencidn (Art.26-b).

NO ES APLICABLE [ ] Contiene los dibujos necesarios para comprender la invencion
(Art.26-d)

Contiene una o més reivindicaciones. {Art.26-c).

NO ES APLICABLE [V ] Han sido desamallados los productos y/o procedimientos a partir
de recursos genéticos o de sus productos derivados de los que cualquiera de los Paises
Miembros es pals de origen. (Art. 26- h).

NO ES APLICABLE [¥]Los productos y/o procedimientos han sido obtenidos o
desarrollados a partir de los conocimientos tradicionales de las comunidades indigenas,
afroamericanas, o locales de los palses miembros, de acuerdo a lo establecido en la
Decisién 391 y sus modificaciones y reglamentaciones vigentes.{Art.26-).

La invencién se refiere a un producto relativo a un material biolégico. (Art.26-J).
La prioridad coincide con la materia reivindicada.

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS ;-

OBSERVACIONES Y OTROS: Si[¥] NO [ ] ver hoja{s) anexa(s)

EXAMINADOR TECNICO
202044

Bogota D. C.Enero 23 de 2003.

Carrera 13 No. 2700 Piso 5y 10
Conmutador: 334 12 21-2-34
Fax: 281 31 25 e-mail: Info@dc.gov.co
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombia
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NS SUPERINTENDENCIA
Folio 90
Conceplo técnico no.197
OBSERVACIONES

+ Envia una copia de la solicitud mediante la cual reivindica la prioridad. Folios 63-127.
- Anexa la traduccién de la prioridad que reivindica. Folios 128-208 .
- anexa los dibujos solicitados. Folio 62.

EXAMINADOR TECNICO
202044

Bogota, Enero 23 de 2003.

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5 y 10
Conmutador: 334 12 21-2-34
Fax: 281 31 25 e-mail: Info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogoté D.C. - Colombla
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SUPERINTENDENCIA

Folio 2y/

2020
Bogota DC

Doctor(a)
EMILIO FERRERO
Apoderado(a)

REFERENCIA: /Hadleacién No. 00-76243 |
# Tréamite _ 002 >
e / Evento L0001 . : \
“ ./ Actuacién 418 -
/ Oficio No 3

/.: ( Folios \ 001 \
/ ,:\\ / - R — =

1 -

Ten/lendo en cuenta que la sollcltud de pn\nleglo deéente que se tramlta bajo el
expedlente indicado™ en la referencm reune los requlsutos de forma establecidos en los
articulos 26 y 27 de la Decision 486 de la Comnsaén de la Comunidad Andina, y en las
demés disposiciones vigentes sobre.la materia, se envia el extracto de la solicitud a la
Oﬁcma de comunucaclones para efecto de su publmcndn en la Gaceta de Propiedad
Industrial conforrne lo establece el articulo 40 de la misma Decls:6n

Camplase | \
Dado en Bogota DC, a los ' \

ENZA CESPEDESDEVERGEL . - . " - //

iﬁn de Nuevas Creaciones

202044

Carrera13 No. 2700 Piso 5y 10
Conmutador: 334 12 212-34
Fax; 281 31 25 e-malk: info@sic.gov.co
Santa Fe de Bogota D.C. - Colombla
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SUPERINTENDENCIA

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

RADICACION EXPEDIENTE No. 00-076243

EL EXTRACTO DE LA PRESENTE SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
FUE PUBLICADO EN LA GACETA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL No 528, DE
FECHA 30 DE MAYO DE 2003, EL. TERMINO HABIL SENALADO POR LA LEY

EXPIRA EL 29 DE AGOSTO DE 2003.

NOTA: Dentro del plazo de los seis (6) meses siguientes a partir de la fecha de publicacion
en la gaceta de Propiedad Industrial, debera solicitar y cancelar el examen de
patentabilidad so pena de que la solicitud caiga en abandono, de acuerdo con lo
establecido en el Articulo 44 de la Decision

486/2000.

SE PRESENTARON OPOSICIONES POR PARTE DE TERCEROS.

SI NO X

Bogota D.C., Diciembre de 2003
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