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MULTI-COMPONENT BIOLOGICAL TRANSPORT SYSTEMS

CROSS-REFERENCES TO RELATED APPLICATIONS
[0001] This application 1s a continuation-in-part of U.S. Application Number
09/910,432 filed July 20, 2001, which in tum claims prionty to US. Provisional
Application Ser. No. 60/220,244, filed July 21, 2000, the contents of which are

incorporated herein by reference n 1its entirety

STATEMENT AS TO RIGHTS TO INVENTIONS MADE UNDER
FEDERALLY SPONSORED RESEARCH AND DEVELOPMENT

[0002] Not applicable

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0003] Gene delivery systems can be broadly classified into two groups. viral and
nonviral.  Viral systems have major toxicity nsks and have resulted in major
complications and death in chmcal tnals. Nonviral systems are far less efficient than
viral approaches but offer the potential to tailor applications to enhance specificity and
potentially decrcase toxicity Nonviral strategies can be broadly classified as lipid-based
or nonhpid-based. The strategy presented in this invention can be applied to any of the

existing nonwviral approaches, so all will be described here.

{0004] The simplest nonviral system s direct delivery of DNA Due to the negative
charge of DNA, very hitile of the DNA actually enters the cell and most 1s degraded.
Virtually none of the DNA enters the nucleus without a nuclear targeling sequence in the
strategy. Conventionally, another faclor is employed to enhance the efficiency of
gene/product delivery (DNA, RNA, or more recently protein therapeutics) erther by'
mechanical effects such as electroporation, ultrasound, “gene gun” and direct
microinjection, or by chgrge neutralization and chemcal effects with agents such as
calcium phosphate, polylysine, and liposome preparations. In the latter strategies, charge
neutralization has been shown to increase nonspecific efficiencies several-fold over even
chemical/mechanical effects of liposome preparations alone. Based upon these and
similar results, many have concluded that DNA and RNA require charge neutralization
for efficiency in cellular uptake, since DNA’s negative charge essentially precludes

é -
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transport except by endolysis with subsequent lysosome fusion (escaped with addition of
other agents). Most transfection agents actually use an excess of positive charge 1n ratios
of 2-4 fold over the net DNA negative charge. The resulting positive hybrid binds
1omucally to negatively-charged cell surface proteoglycans and dramatically enhances
subsequent uptake Some transfection agents seem to have a cellular tropism, most Iikely
because of steric and charge patterns that more effectively target particular proteoglycans,
which vary in cell-type specific patterns. Even with appropriate agents (1.e., correct
tropism), charge neutralization alone or in combination with liposomes remains extremely
inefficient relative to viral strategies Thus, the community has identified a number of
peptides and peptide fragments which facilitate efficient entry of a complex tnto a cell
and past any endolysosome stage Several such transport {actors even allow efficient
nuclear entry In one process, the transport factor 1s directly hinked to the therapeutic
product of nterest (small drug, genc, protemn, etc). This approach requires that a new
drug attached to the transport factor be produced, purified and tested In many cases,
these hybnids will actually constitute new drugs and will require full testing Such a
process results in sigmificant additional nsk and expense. Alternately, a number of
strategies merely employ mixing of the agent nonspecifically (or even specifically at the
surface) into liposome preparations as carriers for a drug/DNA/factor Although an
improvement over direct or simpler modalities in terms of efficiencies, these approaches
remain nefficient (relative to virus) and constderably more toxic than simple nonviral
strategies  Part of this inefficiency 1s due to poor nuclear translocation. As a result,
strategies have evolved to add nuclear translocation signals to the complex detailed
above, erther as part of the therapeutic factor hybrid or as part of the liposome mixture,
Additional refinements have included efforts to reduce DNA/RNA/factor degradation.

[0005] Perhaps the most important refinements in the basic strategies presented above
have included specific ligands or other targeting agents together with the therapeutic
factor These strategies offer the potential for greatly reduced nonspecific toxicity and
substantial improvements m efficiency, particularly when combined with efficiency
agents described as above. However, the current strategies rely on covalent linkages to a
single carrier and thus necessitate a specific synthesis (to assure that steric considerations
in a degree of substitution scheme don't favor a single factor over the others—i.e., to
assure that each efficiency factor and each imaging moiety, and each targeting moiety is

present on the backbone). This renders virtually impossible a number of specific
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constructs (for example, sialyl-lewis X and an Fab fragment to a surface antigen, stnce
steric limitations would prevent efficient binding of one or the other in most schemes, and
m turn would interfere with efficiency factors) While promusing in concept, these
approaches represent expensive, very low yield (in terms of synthesis), and unproven

solutions to this problem

{0006] As must be evident, with each stage of development 1» nonviral gene and factor
delivery, problems have been encountered and, 1n the next stage, solved with an added
degree of complexity. Each improvement represented an incremental step over the prior
standard However, the added complexity bnings risk from a patient-care standpoint and
mefficiency and expense from a production standpoint These barriers have led to greatly

decreased enthusiasm for these otherwise promising potential therapies

[0007] What is needed are new methods and compositions that are broadly applicable
to compositions of diverse therapeutic or cosmeceutical agents that can be targeted or
imaged to maximize delivery to a particular site. Surprisingly, the present invention

provides such compositions and methods

[0008) This mvention further relates to formulations for transdermal delivery of
proteins such as insulin, and also of larger therapeutic and diagnostic substances, for
example, such substances having a molecular weight of 50,000 and hugher including
proteins such as botulinum toxin or other biologically active agents such as, for example,
insulin, botulinum toxin, a therapeutic protein which does not therapeutically alter blood
glucose levels, a nucleic acid-based agent, a non-protein non-nucleic acid therapeutic
agent such as certain anfifungals or alternately an agent for immumzation The invention
specifically excludes antibody fragments which do not have biological activity other than
only binding a specific antigen when the term “therapeutic” or “biologically active
protein” is employed. Since antigens suitable for immunization have other biological
activities such as mounting an immune response, these remain included in the appropriate
aspects of thus invention, however. Moreover, agents that have a biological activity or a
therapeutic effect by binding a specific antigen, thereby blocking ligand binding or

altering the conformation of the antigen are included in this invention.

[0009] Botulinum toxins (also known as botulin toxins or botulinum neurotoxins) are
neurotoxins produced by the gram-positive bacteria Clostridium botulinum. They act to

produce paralysis of muscles by preventing synoptic transmission or release of
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acetylcholine across the neuromuscular yunction, and are thought to act in other ways as
well, Their action essentially blocks signals that normally would cause muscle spasms or
contractions, resulting in paralysis or would cause glandular secretions or overexcretion

such as hyperhidrosis or acne

[0010] Botulinum toxin is classified into eight neurotoxins that are serologically
related, but distinct Of these, seven can cause paralysis, namely botulinum neurotoxin
serotypes A, B, C, D, E, F and G. Each of these is distinguished by neutralization with
type-specific antibodies  Each type can be naturally-occurring, recombmnant m
production or engineered variants such as protein fusions Nonetheless, the molecular
weight of the botulinum toxin protein molecule, for all seven of these naturally-occurring
active botullnum toxin serotypes or their recombinant forms, i1s about 150 kD. As
released by the bactenum, the botulinum toxins are complexes compnsing the 150 kD
botulinum toxin protein molccule in question along with associated non-toxin proteins.
The botulinum toxin type A complex can be produced by Clostridia bactertum as 900 kD,
500 kD and 300 kD forms Botulinum toxin types B and C are apparently produced as
only a 700 kD or 500 kD complex Botulinum toxin type D 1s produced as both 300 kD
and 500 kD complexes. Botulinum toxm types E and F are produced as only
approximately 300 kD complexes. The complexes (i €. molecular weight greater than
about 150 kD) are beheved to contain a non-toxin hemaglutinin protein and a non-toxin
and non-toxic nonhemaglutimin protein. These two non-toxin proteins (which along with
the botulinum toxin molecule compnse the relevant neurotoxin complex) may act to
provide stability against denaturation to the botulinum toxin molecule and protection
agamnst digestive acids when toxin 1s mngested. Additionally, it is possible that the larger
(greater than about 150 kD molecular weight) botulinum toxin complexes may result in a
slower rate of diffusion of the botulinum toxin away from a site of intramuscular injection

of a botulinum toxin complex.

[0011] The different serotypes of botulinum toxin vary in the animal species that they
affect and in the severity and duration of the paralysis they evoke. For example, 1t has
been determined that botulinum toxin type A is 500 times more potent, as measured by
the rate of paralysis produced in the rat, than is botulinum toxin type B. Additonally,
botulinum toxin type B has been determined to be non-toxic in primates at a dose of 480

U/kg, about 12 times the primate LDy, for type A. Due to the molecule size and molecular
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structure of botulinum toxin, it cannot cross stratum corneum and the multiple layers of

the underlying skin architecture.

[0012] Botulinum toxin type A is said to be the most lethal natural biological agent
known to man. Spores of C. botulinum are found in soil and can grow in improperly
stenlized and sealed food containers. Ingestion of the bactena can cause botulism, which
can be fatal. At the same time, the muscle-paralyzing effects of botulinum toxin have
been used for therapeutic effects Controlled administration of botulinum toxin has been
used to provide muscle paralysis to tieat conditions, for example, neuromuscular
disorders characterized by hyperactive skeletal muscles Conditions that have been
treated with botuhnum toxin include hem:facial spasm, adult onset spasmodic torticollis,
anal fissure, blepharospasm, cerebral palsy, cervical dystonia, migraine headaches,
strabismus, temperomandibular jomnt disorder, and various types of muscle cramping and
spasms. More recently the muscle-paralyzing cffects of botuhnum toxin have been taken
advantage of in therapeutic and cosmetic facial applications such as treatment of

wnnkles, frown lines, and other results of spasms or contractions of facial muscles

[0013] Botulism, the characteristic symptom complex from systemic botulinum toxin
exposure, has existed in Europe since antiquity. In 1895, Emile P van Ermengem first
isolated the anaerobic spore-forming bacillus from raw salted pork meat obtained from
post-mortem tissue of victuns who died of botulism in Belgium. Van Ermengem found
the disease to be caused by an extraceflular toxin that was produced by what he called
Bacillus botulinus (Van Ermengem, Z Hyyg Infektionskr, 26:1-56; Rev Infect (1897)).
The name was changed in 1922 to Clostridium botulinum. The name Clostndium was
used to reflect the anaerobic nature of the microorganism and also its morphologic
characteristics (Carruthers and Carruthers, Can J Ophthalmol, 31:389-400 (1996)). In the
1920’s, a crude form of Botulinum toxin type A was isolated after additional outbreaks of
food poisoning. Dr. Herman Sommer at the University of California, San Francisco made
the first attemps to purify the neurotoxin (Borodic et al., Ophthalmic Plast Recostr Surg,
7:54-60 (1991)). In 1946, Dr. EdwardJ. Schantz and his colleagues 1solated the
neurotoxin in crystalline form (Schantz et al., In: Jankovi J, Hallet M (Eds) Therapy with
Botulinum Toxin, New York, NY: Marcel Dekker, 41-49 (1994)). By 1949, Burgen and
his associates were able to demonstrate that the Botulinum toxin blocks impulses across
the neuromuscular junction (Burgen et al., J Physiol, 109:10-24 (1949)). Allan B. Scott
first used botulinum toxin A (BTX-A) in monkeys in 1973. Scott demonstrated reversible

5
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ocular muscle paralysis lasting 3 months (Lamanna, Science, 130:763-772 (1959)). Soon
afterwards, BTX-A was reported to be a successful treatment in humans for strabismus,
blepharospasm, and spasm6d1c torticollis (Baron et al., In: Baron EJ, Peterson LR,
Finegold SM (Eds), Bailey & Scotts Diagnostic Microbiology, St. Louis, MO: Mosby
Year Book, 504-523 (1994); Carruthers and Carruthers, Adv Dermatol, 12:325-348
(1997); Markowitz, In: Stnckland GT (Eds) Hunters Tropical Medicine, 7" ed
Philadelplua W.B Saunders, 441-444 (1991)). In 1986, Jean and Alastair Carruthers, a
husband and wife team consisting of an ocuplastic surgeon and a dermatologist, began to
evolve the cosmetic use of botulmum toxmm-A (BTX-A) for treatment of movement-
associated wrinkles 1n the glabella area (Schantz and Scott, In Lewis GE (Ed) Biomedical
Aspects of Botulinum, New York. Academic Press, 143-150 (1981)). The Carruthers’
usc of BTX-A for the treatment of wrinkles led to their seminal publication of this
approach 1n 1992 (Schantz and Scott, In Lewis GE (Ed) Biomedical Aspects of
Botuhnum, New York' Academic Press, 143-150 (1981)). By 1994, the same team
reported experiences with other movement-associated wrinkles on the face (Scoft,
Ophthalmol, 87 1044-1049 (1980)). This 1n turn led to the birth of the era of cosmetic
BTX-A treatment.

[0014] Skin protects the body’s organs from external environmental threats and acts as
a thermostat to maintain body temp~ e It consists of several different layers, each
with specialized funchons The major 1ayers include the epidermts, the dermus and the
hypodermis The epidermis is a stratifying layer of cpithelial cells that overlies the
dermis, which consists of connective tissue. Both the epidermis and the dermus are

further supported by the hypodermis, an internal layer of adipose tissue.

[0015] The epidemmis, the topmost layer of skin, is only 0.1 to 1.5 millumeters thick
(Inlander, Skin, New York, NY: I'ecople’s Medical Society, 1-7 (1998)). It consists of
keratinocytes and 1s divided into several layers based on therr state of differentiation. The
epidermis can be further classified into the stratum corneum and the viable epidermus,
which consists of the granular melphigian and basal cells. The stratum corneum is
hygroscopic and requires at least 10% moisture by weight to maintain its flexibility and
softness. The hygroscopicity 15 attnbutable in part to the water-holding capacity of
keratin. When the homny layer loses its sofiness and flexibility it becomes rough and

brittle, resulting in dry skin.
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[0016] The dermus, which lies just beneath the epidermis, 15 1 5 to 4 mullimeters thick.
It is the thaickest of the three layers of the skin. In addition, the dermis is also home to
most of the skin’s structures, including sweat and o1l glands (which secrete substances
through openings in the skin called pores, or comedos), hai follicles, nerve endings, and
blood and lymph vessels (Inlander, Skin, New York, NY: People’s Medical Society, 1-7

(1998)). However, the main components of the dermis are collagen and elastin.

[0017] The hypodemus 1s the deepest layer of the skin. It acts both as an insulator for
body heat conservation and as a shock absorber for organ protection (Inlander, Skin, New
York, NY" People’s Medical Society, 1-7 (1998)). In addition, the hypodemnis also stores
fat for encrgy reserves The pH of skin is normally between 5 and 6. This acidity is due
to the presence of amphoteric amino acids, lactic acid, and fatty acids from the secretions
of the sebaceous glands. The term “acid mantle” refers to the presence of the water-
soluble substances on most regrons of the skin The buffering capacity of the skin is due

in part to these secrctions stored 1n the skin’s horny layer.

[0018] \Wnnkles, one of the telltale signs of aging, can be caused by biochemical,
histological, and physiologic changes that accumulate from environmental damage
(Benedetto, Intemational Journal of Dermatology, 38:641-655 (1999)). In addition, there
are other secondary factors that can cause charactenstic folds, furrows, and creases of
facial wrinkles (Stegman et al, The Skin of the Aging Face Cosmetic Demmatological
Surgery, 2™ ed., St. Loms, MO: Mosby Year Book: 5-15 (1990)). These secondary
factors include the constant pull of gravity, frequent and constant positional pressure on
the skin (i.¢, during sleep), and repeated facial movements caused by the contraction of
facial muscles (Stegman et al., The Skin of the Aging Face Cosmetic Dermatological
Surgery, 2 ed., St. Louts, MO* Mosby Year Book: 5-15 (1990)). Duifferent techmques
have been utihized in order potentially to mollify some of the signs of aging. These
techniques range from facial moisturizers containing alpha hydroxy acids and retinol to

surgical procedures and injections of neurotoxins

[0019] One of the principal functions of skin is to provide a barner to the transportation
of water and substances potentially harmful to normal homeostasis. The body would
rapidly dehydrate without a tough, semu-permeable skin. The skin helps to prevent the

entry of harmful substances into the body. Although most substances cannot penetrate
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the barmer, a number of strategies have been developed to selectively increase the

permeability of skin with vanable success.

[0020] Since BTX cannot penetrate the skin efficiently, in order to provide the
therapeutic effects of BTX the toxin must currently be injected into the skin The Federal
Food and Drug Administration has approved such a procedure, for treatment of wrnkles,
and BTX products are now marketed for this treatment. In such treatments, the botulinum
toxin is admimstered by carefully controlled or momtored injection, creating large wells
of toxin at the treatment site However, such treatment can be uncomfortable and more

typically involves some pain,

[0021] Topical application of botulinum toxin provides for a safer and more desirable
treatment alteman‘ve due to painless nature of application, the larger treatment surface
area that can be coveied, the ability to formulate a pure toxin with higher specific activity,
reduced trarmung to apply the botulinum therapeutic, smaller doses necessary to effect, and

large wells of 10x1n are not required in order to reach a therapeutic climical result,

[0022}] Transdermal admimstration of other therapeutics 1s also an area of great interest
due, for instance, to the potential for decreased patient discomfort, direct admimstration
of therapeutic agents mto the bloodstream, and the opportunities for monitored delivery
via the use of specially constructed devices and/or of controlled release formulations and
techniques One substance for which ease of administration 1s desired is 1nsulin, which 1n
many cases must still be administered by injection (including self-injection). Ease of
adminustration would also be advantageous for larger proteins such as botulinum toxin.
Other agents which do not readily cross skin but are substantially smaller than insulin or
have different physiochemical properties and thus very different rates and abilities to
cross skin with or without additional matenals to facilitate this transfer. Further

interachion of each with materials to facilitate transfer is unique for each.

SUMMARY OF THE INVENTION

[0023] In one aspect, the present invention provides a composition compnsing a non-

covalent complex of:

a) a positively-charged backbone; and
b) at Jeast two members selected from the group consisting of:

L+]
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1) afirst negatively-charged backbone having a plurahty of
attached 1maging moieties; or alternatively a plurality of negatively-charged
imaging moxeties;

i) a second negatively-charged backbone having a plurality of
attached targeting agents, or alternatively a plurality of negatively-charged
targeting moieties;

1) at least one member selected from RNA, DNA, nbozymes,
modified oligonucleic acids and cDNA encoding a selected transgene;

1v) DNA encoding at least one persistence factor, and

v) a thurd negatively-charged backbone having a plurality of
attached biological agents, or a negatively-charged biological agent;

wherein the complex carries a net positive charge and at least one of the

members 15 selected from 1), 11), 111) or v).

[0024] The biological agent, 1n this aspect of the invention, can be either a therapeutic
agent or a cosmeceutical agent. The invention specifically excludes antibody fragments
which do not have biological activity other than only binding a specific antigen when the
term “therapeutic™ or “hiologically active protein” 1s employed Since antigens surtable
for immumization have other biological activities such as mounting an 1mmune response,
these remain included 1n the approprate aspects of this invention, however. Moreover,
agents that have a biological activity or a therapeutic effect by binding a specific antigen,
thereby-blocking ligand binding or altenng the conformation of the antigen are included
in this invention. Altcrnatively, candidate agents can be used to determine in vivo

efficacy in these non-covalent complexes.

[0025] In another aspect, the present invention provides a composition comprsing a
non-covalent complex of a positively-charged backbone having at least one attached
efficiency group and at least one nucleic acid member selected from the group consisting
of RNA, DNA, nbozymes, modified ohgonucleic acids and cDNA encoding a selected

transgene.

[0026] In another aspect, the present invention provides a method for delivery of a
biological agent to a cell surface in a subject, said method comprising administering to
said subject a composition as described above.
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[0027] In yet another aspect, the present invention provides a method for preparing a
pharmaceutical or cosmeceutical composition, the method comprising combining a
positively charged backbone component and at least two members selected from the

group consisting of*

i) a first negatively-charged backbone having a plurality of
attached imaging moieties, or alternatively a plurahity of negatively-charged
imaging moieties;

1) a second negatively-charged backbone having a plurality of
attached targeting agents, or alternatively a plurality of negatively-charged
targeung moieties;

ii1) at least one member selected from RNA, DNA, nbozymes,
modified oligonucleic acids and cDNA encoding a selected transgene;

1v) DNA encoding at least one persistence factor; and

v) a third negatively-charged backbone having a plurahty of
attached biological agents or cosmeceutical agents, or a negatively-charged
biological agent or cosmeceutical agent;

with a pharmaceuntically or cosmeceutically acceptable carrier to form a
non-covalent complex having a net positive charge, with the proviso that at least one of

said members 1s selected from 1), 11), 1i1) or v).

[0028] In still another aspect, the present mnvention provides a kit for formulating a
pharmaceutical o1 cosmeceutical delivery composition, the kit comprising a positively
charged backbone component and at least two components selected from groups 1)

through v) above. along with mstructions for preparing the delivery composition.

[0029] In yet another aspect, this mvention relates to a composition comprising a
biologically active agent such as insulin, botulinum toxin, other proteins which do not
therapeutically alter blood glucose levels, a nucleic acid-based agent, a non-protein non-
nucleic acid therapeutic agent such as certain antifungals or alternately an agent for
immunization, and a carrier comprising a positively charged carner having a backbone
with attached positively charged branching or “efficiency" groups, all as described herein,
The invention specifically excludes antibody fragments which do not have biological
activity other than only binding a specific antigen when the term “therapeutic” or

“biologically active protein” is employed. Since antigens suitable for immunization have

n
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other biological activities such as mounting an immune response, these reman inctuded
in the appropnate aspects of this invention, however. Moreover, agents that have a
biological activity or a therapeutic effect by binding a specific antigen, thereby blocking
ligand binding or altering the conformation of the antigen are included in this invention,
The biologcally active agent 1s preferably insulin, botulinum toxin (BTX), an antigen for
immunization, or certain antifungal agents Suitable antifungal agents include, for
example, amphotencin B. fluconazole, flucytosine, itraconazole, ketoconazole,
clotnmazole, econozole, griseofulvin, miconazole, nystatin, ciclopirox and the like Most
preferably the positively charged carmer is a comparatively short- or medium-chain
posttively charged polypeptide or a positively charged nonpeptidyl polymer, for example,
a polyalkyleneimine. When the biologically active agent 1s botulinum toxin, the
invention further relates to a method for producing a biologic effect such as muscle
paralysis, reducing hypersecretion or sweating, treating neurologic pain or migraine
headache, reducing muscle spasms, preventing or reducing acne, or reducing or
enhancing an mmmune response, by topically applying a composition containing an
effective amount of botulinum toxin, preferably to the skin, of a subject or patient in need
of such treatment. The invention also relates to a method for producing an aesthetic
and/or cosmetic effect, for example by topical application of botulinum foxin to the face
instead of by injection into facial muscles. When the biologically active agent 1s insulin,
the invention relates to a method of transdermally delivering insulin to a subject by
applying to the skin or epithelrum of the subject an effective amount of such a
composition contaiming msulin, or a combination of insulin and the positively charged
backbone. Proteins that are not normally capable of crossing the skin or epithelium
appreciably relative to the complex of the same agent and the carmers of the present
invention and that do not have a therapeutic effect on lowering blood glucose have widely
differing surface and physiochemical properties from insulin that normally would make 1t
uncertain whether a technique that afforded transdermal dehivery of insulin would have
positive results for any other proteins. However, carriers of this invention that have a
positively charged backbone with positively charged branching groups, as described
herein are quite surprisingly capable of providing transdermal delivery of such other
proteins, including, for example botulinum toxin. Particular carriers. suited for
transdermal delivery of perticular proteins can easily be identified using tests such as
those described in the Examples. Such a protein may, for example be a large protein
having a molecular weight over 50,000 kD or under 20,000 kD. As used herein, the word
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“therapeutic” 1n the context of blood glucose refers to a decline in blood glucose levels
sufficient to alleviate acute symptoms or signs of hyperglycemia, for example 1n diabetic
patients. In all aspects of the present mvention, the association between the camer and
the biologically active agent 1s by non-covalent interaction, which can include, for
example, 1onic interactions, hydrogen bonding, van der Waals forces, or combinations
thereof. In certain aspects of the invention, transdermal delivery of therapeutic proteins
capable of aclueving therapeutic alterations of blood glucose are specifically excluded
As employed heicin, the antigenic agents suitable for immunization can be protein-based
antigens which do not therapeutically alter blood glucose levels, non-protein non-nucleic
acid agents or hybnds thereof. Nucleic acids encoding antigens are specifically not
suitable for the compositions of the present invention, however. Thus, the agents
mcluded are themselves antigens suitable for immumzation Suitable antigens include,
for example, those for environmental agents, pathogens or biohazards. Suitable agents
preferably include, for example, antigens related to botulism, malaria, rabies, anthrax,
tuberculosts, or related to childhood immunizations such as hepatitis B, diphthera,
pertussis, tetanus, Haemophilus influenza type b, inactivated polhiovirus, measles, mumps,

rubella, varicella, pneumococcus, hepatitis A, and influenza.

[0030] The positively charged carmiers or backbones with their positively charged
branching groups, as descnbed herem, are themselves novel compounds, and form

another aspect of this invention, ‘

[0031] This mvention also provides a method for prepaning a pharmaceutical or
cosmeceutical composition that comprises combining a carrer compnsing a positively
charged polypeptide or a positively charged nonpeptidyl polymer such as a long-chain
polyalkyleneimine, the polypcptide or nonpeptidy! polymer having positively charged
branching or "efficiency" groups as defined herein, with a biologically active agent such
as, for example, insulin, botulinum toxin, a therapeutic protein which does not
therapeutically alter blood glucose levels, a nucleic acid-based agent, a non-protein non-
nuclerc acid therapeutic agent such as certain antifungals or alternately an agent for
immunization. The invention also provides a kit for preparing or formulating such a
composition that comprises the carrier and the therapeutic substance, as well as such
additional items that are needed to produce a usable formulation, or a premix that may 1n
turn be used to produce such a formulation. Such a kit may consist of an applicator or

other device for applications of the compositions or components thereof and methods of

11
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the present invention. As used heremn, “device” can refer for example to an instrument or
applicator for delivery or for mixing or other preparation techmque to form or apply the

compositions and methods of the present invention

[0032] This invention also comprises devices for fransdermal transmission of a
biologically active agent such as, for example, insulin, botulinum toxin, a therapeutic
protein which does not therapeutically alter blood ghicose levels, a nucleic acid-based
agent, a non-protein non-nucleic acid therapeutic agent such as certain antifungals or
alternately an agent for immumzation that 1s contained within a composition that, mn tum,
in one embodiment, comprises a carrier compnsing a posifively charged polypeptide of
preferably short chain to intermediate chain length or a longer-chain nonpeptidyl
polymeric carrier that has posittvely charged branching or "efficiency” groups as defined
herein, and a therapeutic agent as just mentioned. Such devices may be as simple in
construction as a skin patch, or may be a more comphcated device that includes means for
dispensing and monitoring the dispensing of the composition, and optionally means for
momtonng the condition of the subject in one or more aspects, including momtoring the
reaction of the subject to the substances being dispensed. In all aspects of the present
invention, the association between the carrier and the biologically active agent is by non-
covalent interaction, wluch can include, for example, i1omc interactions, hydrogen

bonding, van der Waals forces, or combinations thereof.

[0033] Alternatively the device may contamn only the therapeutic biologically active
agent for example, msulin, botulinum toxin, a therapeutic protein which does not
therapentically alter blood glucose levels, a nucleic acid-based agent, a non-protein non-
nucleic acid therapeutic agent such as certain antfungals or altemately an agent for
immumzation, and the cammer may be applied separately to the skin. Accordingly, the
invention also comprises a kit that includes both a device for dispensing via the skin and a
material that contains the positively charged carrier or backbone, and that is suitable for

applying to the skin or epithelivm of a subject.

[0034] In general, the invention also comprises a method for administering a
biologically active agent such as, for example, insulin, botulinum toxin, 2 therapeutic
protein which does not therapeutically alter blood glucose levels, a nucleic acid-based
agent, a non-protein non-tiucleic acid therapeutic agent such as certain antifuogals or

alternately an agent for immunization to a subject or patient in need thereof, comprising
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topically administering an effective amount of said biologically active agent in
comyunction with a positively charged polypeptide or non-polypeptidyl polymer such as a
polyalkyleneimine having positively charged branching groups, as descnibed herein. By
"1n conjunction with" 1s meant that the two components - biologically active agent and
positively charged carrier - are administered mn a combination procedure, which may
mvolve either combining them in a composition, which is then administered to the
subject, or administering them separately, but 1n a manner such that they act together to
provide the requisite delivery of an effective amount of the biologically active agent. For
example, a composition contaimng the positively charged carrier may first be apphed to
the skin of the subject, followed by applying a skin patch or other device contaiming the

biologically active agent.

[0035]) The invention also relates to methods of applying biclogically active agents such
as, for example, msulin, botulinum toxin, a therapeutic protein which does not
therapeutically alter blood glucose levels, a nucleic acid-based agent, a non-protem non-
nucleic acid therapeutic agent such as certain antifungals or alternately an agent for
immumization as defined herein to epithelial ceils, including those other than epithelial

skin cells, for example, epitheha ophthalimc cells or cells of the gastrointestinal system.
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0036] Figure 1 provides a schematic representation the components used in the

invention

[0037] Figure 2 provides a schematic representation of several embodiments of the

invention.

[0038] Figures 3-4 represent the results of transdermal delivery of a plasmid containing

the transgene for E. coli beta-galactosidase as described in Example 2,

[0039] Fagure 5 represents the resuits of transdermat delivery of a plasmid containing

the transgene for E. col: beta-galactosidase as described in Example 3.

[0040] Figure 6 represents the results of transdermal delivery of a plasrmd containing

the transgene for E. coli beta-galactosidase as described in Example 4.

[0041] Figure 7 represents the results of transdermal delivery of a botulinum toxin as

described in Example 5

[0042] Figure 8§ 15 a photographic depiction of the results of transdermal delivery of a

botulinum toxin as described in Example 6

[0043] Figuie 9 15 a photographic depiction that the imaging complexes of Example 9
follow the brightfield distribution (panels a and ¢) for melanoma pigmented cells with
fluorescent optical unaging agents (panels b and d) for two different fields and different

magnifications (panels a and b at 10X versus panels ¢ and d at 40X magnifications).

DESCRIPTION OF THE INVENTION

General

[0044] The present invention provides a component-based system for selective,
pcfsistent, delivery of imaging agents, genes or other therapeutic agents Individual
features for the compositions can be selected by designating desired components in
bedside formulations. Additionally, in one aspect, imaging and specific targeting
moiettes are provided on separate negatively charged backbones which will form a non-

covalent ionic complex with a positive backbone. By placing these components on a

18



10

15

20

30

WO 2005/084361 PCT/US2005/006930

negatively charged backbone, the invention obviates the need for attaching components in
precise locations on a positive backbone as employed in other strategies (increasing
complexity and expense and decreasing efficiency to a level that no successful

combination has yet been reported due to stenc limitations)

[0045] In another aspect, certain substances can be transdermally delivered by use of
certain positively charged carners alone, without requining the inclusion of a negative
backbone. In these cases, the substance or a derivative thereof have sufficient negative
charge to associate with the positively charged camers of the present invention non-
covalently The term “sufficient” in this context refers to an assoctation that can be
determined for example by change in particle sizing or functional spectrophotometry

versus the components alone.

[0046] Further understanding of the invention 1s provided with reference to Figure 1.
In this figure, the components are shown as (1) a solid backbone having attached
positively charged groups (aiso referred to as efficiency groups shown as darkened circles
attached to a darkened bar). for example (Gly)-(Arg)s2 (wherein the subscript nl 1s an
integer of from 3 to about 5, and the subscript n2 1s an odd integer of from about 7 to
about 17) or TAT domains; (2) a short negatively charged backbone having attached
imaging moieties (open triangles attached to a light bar), (3) a short negatively charged
backbone having attached targeting agents and/or therapeutic agents (open circles
attached to a light bar); (4) an oligonucleic acid, RNA, DNA or cDNA (light cross
hatched bar), and (5) DNA encoding persistence factors (dark cross hatched bar)., Figure
2 illustrates various examples of multicomponent compositions wherein the groups are
depicted as set out i Figure 1. For example, 1n Figure 2, a first multi-component
composition 18 1llustrated in which a positively charged backbone has associated an

imaging component, a targeting component, an oligonucleic acid and a persistence factor.

[0047] A second mulhi-component composition is illustrated which is designed for
diagnostic/prognostic imaging. In this composition the positively charged backbone is
complexed with both imaging components and targeting components. Finally, a third
multi-component system is illustrated which is useful for gene delivery. In this system, a
complex is formed between a positively charged backbone, a targeting component, a gene

of interest and DNA encoding a persistence factor. The present invention, described

1A
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more fully below, provides a pumber of additional compositions useful in therapeutic and

diagnostic programs.

Description of the Embodiments

Comipositions
[0048] In view of the above, the present invention provides in one aspect a composition

compnsing a non-covalent complex of'

a) a positively-charged backbone; and
b) at least two members selected from the group consisting of.

i) a first negatively-charged backbone having a plurality of
attached 1maging moieties; or alternatively a plurality of negatively-charged
imaging moeties,

1) asecond negatively-charged backbone having a plurality of
attached targeting agents; or allernatively a plurality of negatively-charged
targeting moieties,

1ii) at least one member selected from RNA, DNA, nbozymes,
modified oligonucleic acids and cDNA encoding a selected transgene,

1v) DNA encoding at Jeast one persistence factor; and

v) a thurd negatively-charged backbone having a plurality of
attached biological agents, or a negatively-charged biological agent,

wherein the complex carries a net positive charge and at least one of the

members is selected from 1), 11) m) or v).

[0049] In one group of embodiments, the composition comprises at least three members
selected from groups i) through v). In another group of embodiments, the composition
comprises at least one member from each of groups i), ii), ii) and iv). In yet another
group of embodiments, the composition comprises at least one member from each of
groups i) and i1). In another group of embodiments, the composition comprises at least

one member from each of groups ii), iii) and iv).

[0050] Preferably, the positively-charged backbone has a length of from about 1 to 4
times the combined lengths of the members from group b). Alternatively, the positively

17
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charged backbone has a charge ratio of from about 1 to 4 times the combined charge of
the members from group b). In some embodiments, the charge density is uniform and the
length and charge ratios are approximately the same. Size to size (length) ratios can be
deterruned based on molecular studies of the components or can be determined from the

masses of the components

[0051] By "positively charged” 1s meant that the carmer has a positive charge under at
least some solution-phase conditions, more preferably at least under some physiologically
compatible conditions. More specifically, "positively charged" as used herein, means that
the group in question contains functionahtics that are charged under all pH conditions,
such as a quaternary amine, or containing a functionahty which can acquire positive
charge under certain solution-phase conditions, such as pH changes 1n the case of primary
amines More preferably, "positively charged" as used herein refers to those that have the
behavior of associattng with anions over physiologically compatible conditions.
Polymers with a multiplicity of positively-charged moieties need not be homopolymers,
as will be appatent to one skilled in the art. Other examples of positively charged
moieties are well known mn the prior art and can be employed readily, as will be apparent
to those skilled in the art. The positively charged carriers descnibed in this mnvention
which themselves do not have a therapeutic activity are novel compounds which have
utility for example in compositions and methods as described heiein  Thus, in another
aspect of the present invention, we detail these novel compounds which include any
carrier which comprises a positively charged backbone having attached positively
charged branching groups as described herein and which does not itself have a therapeutic
biologic activity. The invention specifically excludes antibody fragments which do not
have biological activity other than only binding a specific antigen when the term
“therapeutic” or “biologically active protein” is employed. Since antigens suitable for
immumzation have other biological activities such as mounting an immune response,
these remain included in the appropriate aspects of this invention, however. Moreover,
agents that have a biological activity or a therapeutic effect by binding a specific antigen,
thereby blocking ligand binding or altering the conformation of the antigen are included
in this invention.

[0052] In another embodiment, the present invention provides in one aspect a

composition comprising a biologically active agent such as, for example, insulin,

botulinum toxin, a therapeutic protein which does not therapeutically alter blood glucose

an
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levels, a nucleic acid-based agent, a non-protein non-nucleic acid therapeutic agent such
as certain antifungals or alternately an agent for immumzation and a carrier comprising a
positively charged backbone, for instance a positively charged polypeptide or nonpeptidyl
polymer, which may be either a hetero- or homopolymer, such as a polyalkyleneimine,
the polypeptide or nonpeptidyl polymer having positively charged branching or
"efficiency" groups as defined herein Each protein-based therapeutic and non-nucleic
acid non-protein therapeutic has distinct physiochemical properties which alter total
complex characteristics. Such posittvely charged carmers are among the materials
descnibed below as positively charged backbones. The invention also provides a method
for admunistering a therapeutically effective amount of a biologically active agent as
mentioned heremn, compnsing applying to the skin or epithelium of the subject (which
may be a human or other mammal) the biologically active agent and an amount of the
positively charged backbone having branching groups that 1s effective to provide
transdermal delivery of the hiologically achive agent to the subject In that method, the
biologically active agent and the positively charged carrier may be applied as a pre-mixed
composttion, or may be applied separately to the skin or epithellum (for instance, the
agent may be in a skin patch or other device and the carner may be contained 1n a liquid
or other type of composition that is applied to the skin before apphcation of the skin
patch) As used herein, the word “therapeutic” 1n the context of blood glucose refers to a
decline 1n blood glucose levels sufficient to alleviate acute symptoms or signs of
hyperglycemia, for example in diabetic patients. In certain aspects of the invention,
transdermal delivery of therapeutic proteins capable of achieving therapeutic alterations
of blood glucose 1s specifically excluded. The invention specifically excludes antibody
fragments which do not have biological activity other than only binding a specific antigen
when the term “therapeutic” or “biologically active protein” is employed. Since antigens
suitable ‘for immunization have other biological activities such as mounting an 1mmune
response, these remain included in the appropriate aspects of thus invention, however.
Moreover, agents that have a biological activity or a therapeutic effect by binding a
specific antigen, thercby blocking ligand binding or altering the conformation of the
antigen are included in this invention As employed herein, the antigenic agents suitable
for immunization can be protein-based antigens which do not therapeutically alter blood
glucose levels, non-protein non-nucleic acid agents or hybnds thereof. Nucleic acids
encoding antigens are specifically not suitable for the compositions of the present

invention, however. Thus, the agents included are themselves antigens suitable for

in
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immunization., Suitable antigens include, for example, those for environmental agents,
pathogens or biohazards. Suitable agents preferably include, for example, antigens
related 10 botultsm, malana, rabies, anthrax, tuberculosis, or related to childhood
immumnzations such as hepatitis B, diphthena, pertussis, tetanus, Haemophilus influenza
type b, inactivated poliovirus, measles, mumps, rubella, varicella, pneumococcus,

hepantis A, and influenza

Positively charged backbone

[0053] The positively-charged backbone (also referred to as a positively charged
"carrier") 1s typically a linear chain of atoms, erther with groups 1n the chain carrying a
positive charge at physiological pH, or with groups carrying a positive charge attached to
side chains extending from the backbone. Preferably, the positively charged backbone
itself will not have a defined enzymatic o1 biologic achvity The linear backbone 1s a
hydrocarbon backbone which 1s, in some embodiments, interrupted by heteroatoms
selected from nitrogen, oxygen, sulfur, silicon and phosphorus. The majonity of backbone
chain atoms are usually carbon Additionally, the backbone will often be a polymer of
repeating umits (eg., amino acids, poly(ethyleneoxy), poly(propyleneamine),
polyalkyleneimine, and the like) In one group of embodiments, the positively charged
backbone is a polypropyleneammine wherein a number of the amine mitrogen atoms are
present as ammonium groups (tetra-substituted) carrying a positive charge. In another
embodiment, the positively charged backbone 1s a nonpeptidyl polymer, which may be a
hetero or homo-polymer, such as a polyalkyleneimine, for example a polyethyleneimine
or polypropyleneimine, having a molecular weight of from about 10,000 to about
2,500,000, preferably from about 100,000 to about 1,800,000, and most preferably from
about 500,000 to about 1,400,000. In another group of embodiments, the backbone has
attached a plurahty of side-chain moieties that include positively charged groups (e.g.,
ammomum groups, pyndimum groups, phosphomum groups, sulfonium groups,
guanidinium groups, or amidinium groups). The sidechain moieties in this group of
embodiments can be placed at spacings along the backbone that are consistent in
separations or variable. Additionally, the length of the sidechains can be similar or
dissimilar. For example, in one group of embodiments, the sidechains can be linear or
branched hydrocarbon chains having from one to twenty carbon atoms and terminating at

the distal end (away from the backbone) in one of the above-noted positively charged
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groups In all aspects of the present nvention, the association between the carrier and the
biologcally active agent 1s by non-covalent nteraction, which can include, for example,

iomc interactions, hydrogen bonding, van der Waals forces, or combinations thereof,

[0054] In one group of embodiments, the positively charged backbone 1s a polypeptide
having multiple positively charged sidechamn groups (e.g, lysine, arginine, ormithine,
homoarginine, and the like) Preferably, the polypeptide has a molecular weight of from
about 10,000 to about 1,500,000, more preferably from about 25,000 to about 1,200,000,
most preferably fiom about 100,000 to about 1,000,000. One of skill in the art will
appreciate that when amino acids are used in this portion of the invention, the sidechains

can have either the D- or L-form (R or S configuration) at the center of attachment

[0055] Altematively, the backbone can be an analog of a polypephide such as a peptoid.
See, for example, Kessler, Angew Chem Int Ed Engl. 32:543 (1993); Zuckermann et al.
Chemtracts-Macromol. Chem. 4:80 (1992), and Simon et al. Proc. Nat'l. Acad. Sc1. USA
89:9367 (1992)) Bnefly, a peptoid 1s a polyglycine in whnch the sidechain 1s attached to
the backbone mtrogen atoms rather than the a-carbon atoms. As above, a portion of the
sidechains will typically terminate 1n a positively charged group to provide a positively
charged backbone component Synthesis of peptoids 1s descnibed in, for example, U S
Patent No. 5,877,278. As the term 1s used herein, positively charged backbones that have
a peptord backbone construction are considered “non-peptide” as they are not composed

of amino acids having naturally occurring sidechains at the a-carbon locations

[0056] A vanety of other backbones can be used employing, for example, steric or
electronic mimics of polypeptides wherein the amide linkages of the peptide are replaced
with surrogates such as ester linkages, thioamides (-CSNH-), reversed thioamides
(-NHCS-), aminomethylene (-NHCH;-) or the reversed methyleneamino (-CH,NH-)
groups, keto-methylene (-COCH,-) groups, phosphinate (-PO;RCH;-), phosphonamidate
and phosphonamidate ester (-PO,RNH-), reverse peptide (-NHCOQ-), trans-alkene
(-CR=CH-), fluoroalkene (-CF=CH-), dimethylene (-CH,CH,-), thioether (-CH,S-),
hydroxyethylene (-CH(OH)CH,-), methyleneoxy (-CH,0-), tetrazole (CN,), suifonamido
(-SO;NH-), methylenesulfonamido (-CHRSO,NH-), reversed sulfonamide (-NHSO,-),
and backbones with malonate and/or gem-diamino-alkyl subunits, for example, as
reviewed by Fletcher et al. ((1998) Chem. Rev. 98:763) and detailed by references cited
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therein. Many of the foregoing substitutions result in approximately isosteric polymer

backbones relative to backbones formed from e-amino acids.

[0057) In each of the backbones provided above, sidechain groups can be appended that
carry a positively charged group. For example, the sulfonamide-linked backbones
(-SO;NH- and -NHSO,-) can have sidechain groups attached to the nitrogen atoms.
Similatly, the hydroxyethylene (-CH(OH)CH;-) hnkage can bear a sidechamn group
attached to the hydroxy substituent One of skill in the art can readily adapt the other
linkage chemistries to provide posit:ively charged sidechain groups using standard

synthetic methods.

[0058] In a particularly preferred embodunent, the positively charged backbone 1s a
polypeptide having branching groups (also referred to as efficiency groups) independently
selected from —(gly), -(arg)nz, HIV-TAT or fragments thereof, or the protein transduction
domain of Antennapedia, or a fragment or mixture thereof, 1n whuch the subscript nl is an
integer of from O to 20, more preferably O to 8§, still more preferably 2 to 5, and the
subscnpt n2 is independently an odd integer of from about 5 to about 25, more preferably
about 7 to about 17, most preferably about 7 to about 13. Still further preferred are those
embodiments 1 which the HIV-TAT fragment has the formula
(gly);-RGRDDRRQRRR~(gly)s, (ely)-YGRKKRRQRRR-(gly), or
(gly)p-RKKRRQRRR~(gly); wheremn the subscripts p and q are each independently an
mteger of from O to 20 and the fragment 1s attached to the backbone via either the C-
terminus or the N-terminus of the fragment. Preferred HIV-TAT fragments are those in
which the subscripts p and q are each mdependently integers of from 0 to 8, more
preferably 2 to 5. In another preferred embodiment the positively charged side chain or
branching group is the Antennapedia (Antp) protein transduction domain (PTD), or a
fragment thereof that retains activity. Preferably the positively charged carmier includes
side-chain positively charged branching groups in an amount of at least about 0.05 %, as
a percentage of the fotal carrier weight, preferably from about 0.05 to about 45 weight %,
and most preferably from about 0.1 to about 30 weight %. For positively charged
branching groups having the formula —(gly)n;-(arg)qz, the most preferred amount is from
about 0.1 to about 25 %.

[0059] In another particularly preferred embodiment, the backbone portion is a
polylysine and positively charged branching groups are attached to the lysine sidechain
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ammno groups. The polylysine used in this particularly preferred embodiment has a
molecular weight of from about 10,000 to about 1,500,000, preferably from about 25,000
to about 1,200,000, and most preferably fiom about 100,000 to about 1,000,000. It can be
any of the commerciaily available (Sigma Chemical Company, St. Louis, Missoun, USA)
polylysines such as, for example, polylysine having MW > 70,000, polylysine having
MW of 70,000 to 150,000, polylysine having MW 150,000 to 300,000 and polylysine
having MW > 300,000. The appropriate selection of a polylysine will depend on the
remaimng components of the composition and will be sufficient to provide an overall net
positive charge to the composttion and provide a length that is preferably from one to fow
times the combined length of the negatively charged components. Preferred positively
charged branching groups or efficiency groups include, for example, —gly-gly-gly-arg-
arg-arg-arg-arg-arg-arg (-Gly;Argy) or HIV-TAT In another preferred embodiment the
positively charged backbone 1s a long chain polyalkyleneimine such as a

polyethyleneimine, for example, one having & molecular weight of about 1,000,000

[0060] The posttively charged backbones or camer molecules comprising polypeptides
or nonpeptidy] polymers such as polyalkyleneimines and other positively charged
backbones mentioned above, having the branching groups described above, are novel

compounds and form an aspect of this invention

[0061] In one embodiment of the invention, only a positively charged casrier that has
posttively charged branching groups 1s necessary for transdermal delivery of the active
substance. In one embodiment of this case the positively charged carrier 1s a polypeptide
(e.g, lysme, arginine, ormthine, homoarginine, and the hike) having multiple positively
charged side-chain groups, as described above. Preferably, the polypeptide has a
molecular weight of at least about 10,000. In another embodiment of this case the
positively charged cammer 1s 2 nonpeptidyl polymer such as a polyalkyleneimine having
multiple positively charged side-chain groups having a molecular weight of at least about
100,000 Such polyalkyleneimmes include polyethylene- and polypropyleneimines. In
erther instance, for usc as the sole necessary agent for transdermal delivery the positively
charged carrier molecule includes positively charged branching or efficiency groups,
comprising —(gly)ai-(arg)nz, , in which the subscript nl is an integer of from 0 to 20 more
preferably 0 to 8, still more preferably 2 to 5, and the subscript n2 is independently an
odd integer of from about 5 to about 25, more preferably from about 7 to about 17, and
most preferably from about 7 to about 13, HIV-TAT or fragments thereof, or
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Antennapedia PTD or a fragment thereof. Preferably the side-chain or branching groups
have the general formula -(gly)u-(arg)sz as descnibed above. Other preferred
embodiments are those in which the branching or efficiency groups are HIV-TAT
fragments that have the formula (gly);-RGRDDRRQRRR-(gly),
(gly),-YGRKKRRQRRR-(gly),, or (gly);-RKKRRQRRR-(gly), , wherein the subscripts
p and q are each independently an integer of from 0 to 20 and the fragment 15 attached to
the camer molecule via either the C-terminus or the N-terminus of the fragment. The
side branching groups can have either the D- or L-form (R or S configuration) at the
center of attachment. Preferred HIV-TAT fragments are those in which the subscripts p
and q are each independently integers of from O to 8, more preferably 2 to 5 Other
preferred embodiments are those in wiuch the branching groups are Antennapedia PTD
zroups or fragments thereof that rctain the group's activity. These are known in the art,
for instance, from Console et al., J. Biol. Chem. 278:35109 (2003)

[0062] In a particularly preferred embodiment, the carrier 18 a polylysine with
positively charged branchung groups attached to the lystne side-chain amino groups. The
polylysine used 1n ths particularly preferred embodiment can be any of the commercially
available (Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri, USA, e.g.) polylysines such
as, for example, polylysine having MW > 70,000, polylysine having MW of 70,000 to
150,000, polylysine having MW 150,000 to 300,000 and polylysine having MW >
300,000 However, preferably the polylysine has MW of at least about 10,000. Preferred
positively charged branching groups or efficiency groups include, for example, —gly-gly-
gly-arg-arg-arg-arg-arg-arg-arg (-GlysArg;), HIV-TAT or fragments of it, and
Antennapedia PTD or fragments thereof.

QOther componenis

[0063] In addition to the positively charged backbone component, the multicomponent
compositions of the present invention comprise at least two components from the group

consisting of the following:

i) a first negatively-charged backbone having a plurality of attached
imaging moieties; or altematively a plurality of negatively-charged imeaging

moieties;

A
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ii) a second negatively-charged backbone having a plurality of attached
targeting agents; or altematrvely a plurality of negatively-charged targeting
moieties,

in) at least one member selected from RNA, DNA, nbozymes, modified
oligonucleic acids and ¢cDNA encoding a selected transgene;

1v) DNA encoding at least one persistence factor; and

v) athird negatively-charged backbone having a plurality of attached

biological agents, or a negatively-charged biological agent.

[0064] In a related aspect, as described herein, in some embodiments or compositions
of this invention, the positively charged backbone or carrier may be used alone to provide
transdermal dehvery of certain types of substances. Combinations of biologically active
agents as described herein such as, for example, combinations of insulin, botulinum toxin,
protems which do not therapeutically alter blood glucose levels, antigens smtable for
immunization, or non-protein non-nucleic acid agents, can also be employed in these

compositions.

[0065) The negatively-charged backbones, when used to carry the imaging moieties,
targeting moieties and therapeutic agents, can be a variety of backbones (simular to those
descrnibed above) having multiple groups carrying a negative charge at physiological pH
Alternately, the imaging moseties, targeting moieties and therapeutic agents with
sufficient surface negatively charged moieties will not require attachment of an additional
backbone for 1omic complex with the positively-charged backbones as will be readily
apparent {o one skilled 1n the art. Sufficient in this context implies that a suitable density
of negatively-charged groups 1s present on the surface of the imaging moaeties, targeting
moreties or therapeutic agents to afford an ionic bond with the positively-charged
backbones described above. In these cases, the substance or a derivative thereof have
sufficient negative charge to a-s:sociate with the positively charged carmiers of the present
invention non-covalently. The term “sufficient” m this context can be determined for
example by a change in particle sizing or functional spectrophotometry versus the
components alone. Switable negatively-charged groups are carboxylic acids, phosphimc,
phosphonic or phosphoric acids, sulfinic or sulfonic acids, and the like. In some
embodiments, the negatively-charged backbone will be an oligonucleotide. In other

embodiments, the negatively-charged backbone is an oligosacchande (e.g., dextran). In
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still other embodiments, the negatively-charged backbone is a polypeptide (e.g., poly
glutamic acid, poly aspartic acid, or a polypeptide in whuch glutamic acid or aspartic acid
residues are interrupted by uncharged amuno acids) The moieties described 1n more
detail below (imaging moieties, targeting agents, and therapeutic agents) can be attached
to a backbone having these pendent groups, typically via ester linkages. Alternatively,
amino acids whach interrupt negatively-charged amino acids or are appended to the
terminus of the negatively-charged backbone, can be used to attach imaging moieties and
targeting mozeties via, for example, disulfide linkages (through a cysteine residue), aimide
Iinkages, ether linkages (through senine or threomne hydroxyl groups) and the like
Alternately, the imaging moieties and targeting moieties can themselves be small anions
in the absence of a negatively charged polymer. Alternately, the imaging moieties,
targeting moreties and therapeutic agents can be themselves covalently modified to afford
sufficient surface negatively charged moleties for iomic complex with the positively-
charged backbones as will be readily apparent to one skilled 1n the art. In both of these
cases, the substance or a denvative thereof have sufficient negative charge to associate
with the positively charged carmers of the present invention non-covalently. The term
“sufficient™ in this context refers to an association that can be determined for example by

change 1n particle s1zing or functional spectrophotometry versus the components alone.
Imaging moieties

[0066] A variety of diagnostic or imaging moieties are useful in the present invention
and are present 1n an effective amount that will depend on the condition: being diagnosed
or imaged, the route of administration, the sensitivity of the agent and device used for

detection of the agent, and the like.

[0067] Examples of smtable imaging or diagnostic agents include radiopaque contrast
agents, paramagnetic contrast agents, superparamagnetic contrast agents, optical 1maging
moieties, CT contrast agents and other contrast agents. For example, radiopaque contrast
agents (for X-ray imaging) will include inorganic and organic 1odine compounds (e.g.,
diatrizoate), radiopaque metals and their salts (e.g., silver, gold, platinum and the like)
and other radiopaque compounds (e.g., celcium salts, barium salts such as barium snlfate,
tantalum and tantalum oxide). Suitable paramagnetic contrast agents (for MR imaging)
include gadolinium diethylene triaminepentaacetic acid (Gd-DTPA) and its derivatives,

and other gadolinium, manganese, iron, dysprosium, copper, europium, erbium,
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chromum, nickel and cobalt complexes, including complexes with 1,4,7,10-
tetraazacyclododecane-N,N’,N'*,N***-tetraacefic acid {DOTA),
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1,4,7,10-tetraazacyclododecane-N,N",N"’-
triacetic acid (DO3A), 1,4,7-tnazacyclononane-N,N* N’ -triacetic acid (NOTA), 1,4,8,11-
tetraazacyclotetradecane-N,N’,N*°> N***-tetraacetic acid (TETA), hydroxybenzylethylene-
diamine dracetic acid (HBED) and the hike. Suitable superparamagnetic contrast agents
(for MR imaging) include magnetites, superparamagnetic 1ron oxides, monocrystalline
iron oxides, particularly complexed forms of each of these agents that can be attached to a
negatively charged backbone Still other suitable imaging agents are the CT contrast
agents including iodinated and noniodinated and 1omc and nonionic CT contrast agents,
as well as contrast agents such as spin-labels o1 other diagnostically effective agents
Suitable optical imaging agents include for example the group consisting of Cy3, Cy3 5,
Cys, Cy5 5, Cy7, Cy7.5, Oregon green 488, Oregon green 500, Oregon, green 514, Green
fluorescent protein, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, and HAMRA.

[0068] Other examples of diagnostic agents include marker genes that encode proteins
that are readily detectable when expressed n a cell, including, but not limited to, B-
galactosidase. green fluorescent protein, blue fluorescent protein, luciferase, and the like
A wide vanety of labels may be employed, such as radionuclides, fluors, enzymes,
enzyme substrates, enzyme cofactors, enzyme inlibitors, higands (particularly haptens),
and the hike Stll other useful substances are those labeled with radioactive species or

components, such as *mTe glucoheptonate.

[0069] The election to attach an imaging moiety to a negatively charged backbone waii
depend on a vanety of conditions. Certain 1maging agents are neutral at physiological pH
and will prefcrably be attached to a negatively-charged backbone or covalently modified
to include sufficient negatively-charged moieties above to retain a complex with the
positively-charged camer. Other imaging agents carry sufficient negative charge to retain
complex with the positively-charged carrier, even in the absence of a negatively-charged
backbone. In these cases, the substance or a derivative thereof have sufficient negative
charge to associate with the positively charged carriers of the present invention non-
covalently. The term “sufficient” in this context refers to an association that can be
determined for example by change in particle sizing or functional spectrophotometry
versus the components alone. Examples of such negatively-charged imaging moieties

include phosphate ion (useful for magnetic resonance imaging).
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Targeting agents

[0070] A variety of targeting agents are useful in the compositions described herein.
Tymcally, the targeting agents are attached to a negatively-charged backbone as described
for the imaging moieties above. In certain embodiments, the targeting agents and the
umaging moieties are structurally and/or chemically distinct  For example, the imaging
mozeties and targeting agents are both not phosphate  Generally, the targeting agents can
be any clement that makes 1t possible to direct the transfer of a nucleic acid, therapeutic
agent or another component of the composition to a particular site or to alter the tropism
of the complex relative to that of the complex without the targeting agent. The targeting
agent can be an extracellular targeting agent, which allows, for example, a nucleic acid
transfer to be directed towards certain types of cells or certain desired tissues (tumor cells,
liver cells, hematopoietic cells, and the like). Such an agent can also be an intracellular
targeting agent, allowing a therapeutic agent to be directed towards particular cell
compartments (e.g, mitochondna, nucleus, and the hike) The agent most simply can also
be a small anion which, by virtue or changing net charge distnbution alters the tropism of
the complex from more highly negative cell surfaces and extracellular matrnix components
to a wider vanety of cells or even specifically away from the most highly negative

surfaces.

[0071] The targeting agent or agents are preferably linked, covalently or non-
covalently, to a negatively-charged backbone according to the invention According to a
preferred mode of the nvention, the targeting agent 1s covalently attached to an
oligonucleic acid, polyaspartate, sulfated or phosphorylated dextran and the like that
serves as a negatively-charged backbone component, preferably via a linking group.
Methods of attaching targeting agents (as well as other biological agents) to nucleic acids
are well known to those of skill in the art using, for example, heterobifunctional linking
groups (see Pierce Chemical Catalog). In one group of embodiments, the targeting agent
is a fusogenic peptide for promoting cellular transfection, that is to say for favoring the
passage of the composition or its various elements across membranes, or for helping in
the egress from endosomes or for crossing the nuclear membrane. The targeting agent
can also be a cell receptor ligand for a receptor that is present at the surface of the cell

type, such as, for example, a sugar, transferrin, insulin or asialo-orosomucoid protein.
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Such a lhigand may also be one of intracellular type, such as a nuclear location signal (nis)

sequence which promotes the accumulation of transfected DNA within the nucleus.

[0072] Other targeting agents useful 1n the context of the invention, include sugars,
peptides, hormones, vitamins, cytokines, oligonucleic acids, small anions, hipids or
sequences or fractions denved from these elements and which allow specific binding with
their corresponding receptors Preferably, the targeting agents are sugars and/or peptides
such as antibodies or antibody fragments, cell receptor ligands or fragments thereof,
receptors or receptor fragments, and the like More preferably, the targeting agents are
higands of growth factor receptors, of cytokine receptors, or of cell lectin receptors or of
adhesion protein receptors. The targeting agent can also be a sugar which makes it
possible to target lectins such as the asialoglycoprotein receptors, or altemmatively an
antibody Fab fragment which makes 1t possible to target the Fc fragment receptor of

immunoglobulins.

[0073] In still other embodiments, a targeting agent 15 used in the absence of a
negatively-charged backbone. In this group of embodiments, the targeting agent carnes
sufficient negatively charged moieties to retain an 1omc complex with the positively-
charged carrier described above In these cases, the substance or a derivative thereof have
sufficient negative charge to associate with the positively charged camers of the present
invention non-covalently. The term “sufficient™ in this context refers to an association
that can be determined for example by change in particle sizing or functional
spectrophotometry versus the components alone. Swuitable negatively-charged targeting
agents for this group of embodiments are protein-based targeting agents having a net
negative charge at physiological pH, as well as targeting agents that can facilitate
adhesion to a particular cell surface, such as small polyantons including for example
phosphate, aspartate and citrate which can for example change targeting based upon net

surface charge of the cell to be targeted.

[0074) In the compositions of the present invention, the nucleic acid can be either a
deoxyribonucleic acid or a ribonucleic acid, and can comprise sequences of natural or
artificial origin. More particularly, the nucleic acids used herein can include genomic
DNA, cDNA, mRNA, tRNA, tRNA, hybrid sequences or synthetic or semi-synthetic
sequences. These nucleic acids can be of human, animal, plant, bactenal, viral, ete.

origin. Additionally, the nucleic acids can be obtained by eny technique known to those
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skilled 1n the art, and in particular by the screening of banks, by chemucal synthesis or by
mixed methods including the chemical or enzymatic modification of sequences obtained
by the screeming of banks Still further, the nucleic acids can be incorporated into vectors,

such as plasmid vectors

[0075] The deoxynmbonucleic acids used in the present invention can be single- or
double-stranded. These deoxyribonucleic acids can also code for therapeutic genes,
sequences for regulating transcription or rephcation, antisense sequences, regions for
binding to other cell components, etc. Suitable therapeutic genes are essentially any gene
which codes for a protein product having a therapeutic effect. The protein product thus
encoded may be a protemn, polypeptide, a peptide, or the ike The protein product can, in
some mstances, be homologous with respect to the target cell (that 1s to say a product
which is normally expressed in the target cell when the latter exhibits no pathology). In
this manner, the use of swmtable nucleic acids can increase the expression of a protein,
making 1t possible, for example, to overcome an msufficient expression in the cell.
Alternatively, the present invention provides composiions and methods for the
expression of a protein which 1s inactive or weakly active due to a mod:fication, or
alternatively of overexpressing the protein. The therapeutic gene may thus code for a
mutant of a cell protein, having increased stability, modified activity, etc The protein
product may also be heterologous with respect to the target cell. In this case, an
expressed protein may, for example, make up or provide an activity which is deficient in

the cell, enabling it to combat a pathology or to stimulate an :mmune response.

[0076] More particularly, nucleic acids useful in the present invention are those that
code for enzymes, blood denvatives, hormones, lymphokines, interleukins, interferons,
TNF, growth factors, neurotransmitters or their precursors or synthetic enzymes, or
trophic factors: BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, VEGF, NT3, NTS5,
HARP/pleiotrophin; the proteins involved in the metabolism of lipids, of apolipoprotein-
types selected from apolipoproteins A-I, A-Il, A-IV, B, C-I, C-Il, C-IIl, D, E, F, G, H, J
and apo(a), metabolic enzymes such as, for example, lipoprotein lipase, hepatic lipase,
lecithin cholesterol acyltransferase, 7-a-cholesterol hydroxylase, phosphatidic acid
phosphatase, or lipid transfer proteins such as cholesterol ester transfer protein and
phospholipid transfer protein, a protein for binding HDLs or a receptor selected from, for
example, LDL receptors, chylomicron-remnant receptors and scavenger receptors,

dystrophin or minidystrophin, GAX protein, CFTR protein associated with
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mucoviscidosis, fumor-suppressant genes: p53, Rb, RaplA, DCC, k-rev; protein factors
involved in coagulation: factors VII, VIII, IX; or the nucleic acids can be those genes
involved m DNA repair, suicide genes (thymidine kinase, cytosine deaminase), genes
encoding thrombomodulin, al-antitrypsin, tissue plasminogen activator, superoxide

dismutase, elastase, matrix metalloproteinase, and the like.

[0077] The therapeutic genes useful in the present invention can also be an antisense
sequence or a gene whose expression in the target cell makes it possible to control the
expression of genes or the transcription of cellular mRNA. Such sequences can, for
example, be transcribed in the target cell mnto compleméntary RNA of cellular mRNA and
thus block therr translation 1nto protein, according to the technique described in patent EP
140,308 The antisense sequences also compnse the sequences coding for nbozymes

which are capable of selectively destroying target RNA (see EP 321,201).

[0078] As indicated above, the biologically active agent may also comprise one or more
antigenic peptides that arc capable of generating an immune response i humans or
animals In this particular embodiment, the invention thus makes it possible to produce
either vaccines or immunotherapeutic tieatments applied to humans or to animals, n
particular against microorgamsms, viruses or cancers. They may m particular be
antigenuic peptides specific for Epstein-Barr virus, for HIV virus, for hepatitis B virus (see
EP 185,573), for pseudo-rabies virus or alternatively specific for tumors (see EP
259,212),

[0079] Preferably, the nucleic acid also comprises sequences that allow the expression
of the therapeutic gene and/or of the gene coding for the antigenic peptide in the desired
cell or organ. These can be sequences that are naturally responsible for expression of the
genc considered when these sequences are capable of functioning in the infected cell.
The nucleic acids can also be sequences of different origin (responsible for the expression
of other proteins, or even synthetic proteins). In particular, the nucleic acids can contain
promoter sequences for eukaryotic or viral genes. For example, the promoter sequences
can be those derived from the genome of the cell which it is desired to infect. Similarly,
the promoter sequences can be denived from the genome of & virus, e.g., the promoters of
genes ElIA, MLP, CMV, RSV, etc. In addition, these expression sequences may be

modified by addition of activation sequences, regulation sequences, etc.
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[0080]) Moreover, the nucleic acid may also contain, in particular upstreamn of the
therapeutic gene, a signal sequence which directs the therapeutic product synthesized into
the secretion pathways of the target cell This signal sequence may be the natural signal
sequence of the therapeutic product, but it may also be any other functional signal

sequence, or an artificial signal sequence.

DNA encoding at least one persistence factor

[0081] In some embodiments, the composition will also compnse DNA encoding at
least one persistence factor. Exemplary of such DNA 1s the DNA. encoding adenoviral
preterminal protein 1 (see, Lieber, et al. Nature Biotechnology 15(13).1383-1387 (1997).
Adenoviral pretenminal protein 1 or the nucleic acid encoding it can be provided 1n c1s- or
trans- to the nucleic acid sequence encoding the desired therapeutic transgene. When
provided in this manner, the preterminal protein 1 or sequence preserves the therapeutic
nucleic acid as a stable nuclear episome and thus prevents loss of the therapeutic nucleic

acid and prevents late decreases 1n therapentic protein expression.
Biological agents

[0082) A vanety of biological agents, including both therapeutic and cosmeceutical
agents, are useful 1n the present invention and are present in an effective amount that will
depend on the condition being treated, prophylactically or otherwise, the route of
admunisiration, the efficacy of the agent and patient’s size and susceptibility to the

treatment regimen.

[0083] Suitable therapeutic agents that can be attached to a negatively charged
backbone can be found in essentially any class of agents, including, for example,
analgesic agents, anti-asthmatic agents, antibiotics, antidepressant agents, anti-diabetic
agents, antifungal agents, antiemetics, antihypertensives, anti-impotence agents, anti-
inflammatory agents, antineoplastic agents, anti-HIV agents, antiviral agents, anxiolytic
agents, contraception agents, fertility agents, antithrombotic agents, prothrombotic agents,
bormones, vaccines, immunosuppressive agents, vitamins and the like. Alternately,

sufficient negatively charged groups can be introduced into the therapeutic agent to afford
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ionic complex with the positively charged backbones described above. Many suitable
methods such as phosphorylation or sulfation exist as will be readily apparent to one
skilied 1n the art.

[0084] Further, certain agents themselves possess adequate negatively-charged moietics
to associate with the positively charged carrier descnibed above and do not require
attachment to a negatively charged backbone. In these cases, the substance or a derivative
thereof have sufficient negative charge to associate with the positively charged carriers of
the present invention non-covalenily. The term “sufficient” in this context refers to an
association that can be determined for example by change in particle sizing or functional

spectrophotometry versus the components alone.

[0085] Suitable cosmeceutic agents include, for example, epidermal growth factor
(EGF), as well as human growth hormone, antioxidants, and botuhnum toxin, In the
context of this invention, the term “botuhnum toxin” includes not only botulinum
serotypes A, B. C, D, E. F, and G, but also fragments therecof having botulinum Lght-

charmn activity.

[0086] More particularly, therapeutic agents useful in the present invention include
such analgesics as lidocaine, novocaine, bupivacaine, procaine, tetracaine, benzocaine,
cocaine, mepivacaine, ctrdocaine, proparacaine ropivacaine, prilocaine and the like, anti-
asthmatic agents such as azelastine, ketotifen, traxanox, corticosteroids, cromolyn,
nedocromil, albuterol, bitolterol mesylate, pirbuterol, salmeterol, terbutyline, theophylline
and the like; antibiotic agents such as neomycin, streptomycin, chloramphenicol,
norfloxacin, ciprofloxacin, tnmcthoprim, sulfamethyloxazole, the B-lactam antibiotics,
tetracycline, and the like; antidepressant agents such as nefopam, oxypertine, imipramine,
trazadone and the like; anti-diabetic agents such as biguamudines, sulfonylureas, and the
like; antiemetics and antipsychotics such as chloropromazine, fluphenazine,
perphenazine, prochlorperazine, promethazine, thiethylperazine, triflupromazine,
halopendol, scopolamine, diphemdo!, trimethobenzamide, and the like; neuromuscutar
agents such as atracurnum mivacurimm, rocuronium, succinylcholine, doxacurium,
tubocurarine, and botulinum toxin (BTX); antifungal agents such as amphotericin B,
nystatin, candicidin, itraconazole, ketoconazole, miconazole, clotrimazole, fluconazole,
ciclopirox, econazole, naftifine, terbinafine, griseofulvin, ciclopirox and the like;

antihypertensive agents such as propanolol, propafenone, oxyprenolol, mfedipine,
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reserpine and the hike; anti-impotence agents such as mtric oxide donors and the like;
anti-inflammatory agents including steroidal anti-inflammatory agents such as cortisone,
hydrocortisone, dexamethasone, prednisolone, predmsone, fluazacort, and the like, as
well as non-steroidal anti-inflammatory agents such as  mdomethacin, ibuprofen,
ramifemizone, prioxicam and the like; antineoplastic agents such as adnamycin,
cyclophosphamide, actinomycin, bleomycin, duanorubicin, doxorubicin, epirubicin,
mitomycin, rapamycin, methotrexate, fluorouracil, carboplatin, carmustine (BCNU),
cisplatin, etoposide, interferons, phenesterine, taxol (including analogs and derivatives),
caiptothecin and denvatives thereof, vinblastine, vincristine and the like; anti-HIV
agents (e.g., antiproteolytics); antiviral agents such as amantadine, methisazone,
idoxuridine, cytarabine, acyclovir, famciclovir, ganciclovir, foscamet, sorivudine,
trifluridine, valacyclovir, cidofovir, didanosine, stavudine, zalcitabine, zidovudine,
ribavinn, nmantatine and the like; anxiolytic agents such as dantrolene, diazepam and the
hke; COX-2 nhibitors; contraception agents such as progestogen and the like; anti-
thrombotic agents such as GPIIb/Illa 1nhibitors, tissue plasminogen activators,
streptokinase, urokinase, hepann and the like, prothrombotic agents such as thrombin,
factors V, VII, VIII and the like; hormones such as insulin, growth hormone, prolactin,
EGF (epidermal growth factor) and the like, immunosuppressive altgents such as
cyclosporine, azathioprine, mizorobine, FK506, prednisone and the like; angiogenic
agents such as VEGF (vascular endothehal growth factor); vitamins such as A, D, E, K
and the like; and other therapeutically or medicinally active agents. See, for example,
GOODMAN & GILMAN’S THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS, Ninth Ed.
Hardman, et al., eds McGraw-Hill, (1996).

[0087] In the most preferred embodiments, the biological agent is selected from insulin,

botulinum toxin, VEGF, antigens for immunization, and antifungal agents.

[0088] As noted above for the targeting agents and imaging agents, certain biological or
cosmeceutical agents can be used in the absence of a negatively-charged backbone. Such
biclogical or cosmeceutical agents are those that generally carry a net negative charge at
physiological pH to retain complex with the positively-charged carmer. Examples include
botulinum toxin (a large MW protein), insulin (a small MW protein), antigens for
immunization, which can range from very small to very large and typically include
proteins or glycoproteins, and many antifungal agents. In these cases, the substance or a

derivative thereof has a sufficient negative charge to associate with the positively charged
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carriers of the present invention non-covalently. The term “sufficient” in this context
refers to an association that can be determined, for example, by change in particle sizing

or funchonal spectrophotometry versus the components alone.

Neganvely-charged backbones having attached imaging moieties, targeting
agents or therapeutic agents

[0089] For three of the above groups of components, mmcluding imaging moeties,
targeting agents and therapeutic agents, the mmdividual compounds can be attached to a
negatively charged backbone, covalently modified to introduce negatively-charged
moieties, or employed directly 1f the compound contains sufficient negatively-charged
moieties to confer 1onic binding to the positively charged backbone described above.
‘When necessary, typically, the attachment 1s via a linking group used to covalently attach
the particular agent to the backbone through functional groups present on the agent as
well as the backbone A varety of linking groups are useful in this aspect of the
invention See, for example, Hermanson, Brocomnyugate Technigues, Academic Press, San
Diego, CA (1996), Wong, 8.8, Ed., Chemustry of Protein Conjugation and Cross-
Linking, CRC Press, Inc, Boca Raton, FL (1991); Senter, et al., J Org Chem 55:2975-
78 (1990); and Koneko, et al., Biocomugate Chem 2:133-141 (1991).

[0090] In some emboduneats, the therapeutic, diagnostic or targeting agents will not
have an available functional group for attaching to a linking group, and can be first
modified to incorporate, for example, a hydroxy, amino, or thiol substituent. Preferably,
the substifuent 1s provided in a non-wnterfenng portion of the agent, and can be used to

attach a linking group, and will not adversely affect the function of the agent

[0091] In yet another aspect, the present invention provides compositions compnsing a
non-covalent complex of a positively-charged backbone having at least one attached
efficiency group and at least one¢ nucleic acid member selected from the group consisting
of RNA, DNA, ribozymes, modified oligonucleic acids and ¢cDNA encoding a selected
transgene. In this aspect of the invention, the positively-charged backbone can be
essentially any of the positively-charged backbones described above, and will also
comprise (as with selected backbones above) at least one aftached efficiency group.
Suitable efficiency groups include, for example, (Gly)n-(Arg)> wherein the subscript nl
is an integer of from 3 to about 5, and the subscript n2 is independently an odd integer of
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from about 7 to about 17 or TAT domains. Additionally, the nucleic acids useful i this

aspect of the invention are the same as have been described above.

Transdermal debwvery of insulin and certain larger molecules

[0092] It has been found that the positively charged carriers above can be used for
transdermal delivery of insuln an:cl certain other biologically active agents which do not
therapeutically alter blood glucose levels, such as proteins having a molecular weight of
about 50,000 and above, for instance, botulinum toxin (BTX), or for other biologcally
active agents such as a therapeutic nucleic acid-based agent, a non-protein non-nucleic
acid therapeutic agent such as certain antifungal agents or alternately an agent for
immunization. The use of the positively charged camer enables transmttal of the protein
or marker gene both into and out of skin cells, and delivery of it 1n an effective amount
and active form to an underlying tissue. For example, insuhin may be delivered through
the skin 1nto underlying capillaries for transport through the body without the need for
injection. Botulinum toxin can be delivered to muscles underlymg or glandular structures
within the skin 1n an effective amount to produce paralysis, produce relaxation, alleviate
contractions, prevent or alleviate spasms, reduce glandular output or provide other desired
effects Local delivery in this manner could afford dosage reductions, reduce toxicity and
allow more precise dosage optimization for desired effects relative to injectable or
implantable materials, particularly in the case of botulinum toxin. This embodiment may
include a quantity of a small preferably polyvalent amon, for example, phosphate,
aspartate, or citrate, or may be carried out 1n the substantial absence of such a polyanion.
In all aspects of the present invention, the association between the carrier and the
biologically aclive agent is by non-covalent interaction, which can include, for example,

ionic interactions, hydrogen bonding, van der Waals forces, or combinations thereof.

[0093] The term "botulinum toxin" as used herein 1s meant to refer to any of the known
serotypes of botulinum toxin, whether produced by the bacterium or by recombinant
techniques, as well as any such types that may be subsequently discovered including
engineered vanants or fusion proteins. As mentioned above, at the present time, seven
immunologically distinct botulinum neurotoxins have been characterized, namely
botulinum neurotoxin serotypes A, B, C, D, E, F and G, each of which is distinguished by
neutralization with type-specific antibodies. The botulinum toxin serotypes are available

from Sigma-Aldrich and from Metabiologics, Inc. (Madison, Wisconsin), as well as from

2L
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other sources The different serotypes of botulinum toxin vary in the ammal species that
they affect and in the severity and duration of the paralysis they evoke At least two types
of botulinum toxin, types A and B, are currently available commercially in formulations
for tieatment of certamn conditions Type A, for example, is contained in preparations of
Allergan having the trademark BOTOX® and of Ipsen having the trademark
DYSPORT®, and type B is contmned i preparations of Elan having the trademark
MYOBLOC®

[0094] The botulinum toxin used in the compositions of this invention can be a
botulinum toxm denvative, that is, a compound that has botulinum toxin activity but
contains one or more chemical or functional alterations on any part or on any chain
relative to naturally occurring or recombinant native botulinum toxins. For instance, the
botulinum toxin may be a modified ncurotoxin, that 1s a neurotoxin which has at least one
of its amino acids deleted, modified or replaced, as compared to a native, or the modified
neurotoxin can be a recombinant produced neurotoxin or a derivative or fragment thereof
For instance, the botulinum toxin may be one that has been modified 1n a way that, for
instance, enhances its properties or decreases undesirable side effects, but that stll retans
the desired botulinum toxin activity. The botulinum toxin may be any of the botulinum
toxin complexes produced by the bactenum. as descnbed above Alternatively the
botulinum toxin may be a toain prepared using recombinant or synthetic chemical
techmques, e g. a rccombinant peptide, a fusion protein, or a hybrid neurotoxmn, for
example prepared from subunits or domains of different botulinum toxin serotypes (see
U.S. patent 6,444,209, Tor instance) The botulinum toxin may also be a portion of the
overall molecule that has been shown to possess the necessary botulinum toxin activity,
and in such case may be used.per se or as part of a combination or complex molecule, for
instance a fusion protein. Altemnately, a portion of the toxin may be used directly with the
posstively charged backbones descnbed herein with or without targehng moieties since
the positively charged backbone allows cellular internalization even in the absence of the
native BTX binding, targeting, or internalization domains. Altematively, the botulinum
toxin may be in the form of a botulinum toxin precursor, which may itself be non-toxic,

for instance a nontoxic zinc protease that becomes toxic on proteolytic cleavage.

[0095] This invention also contemplates the general use of combinations and mixtures
of botulinum toxins, though due to their differing nature and properties, mixtures of

botulinum toxin serotypes are not generally administered at this time,
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[0096] Similarly, the term "1insulin” includes insulin extracted from natural sources, as
well as msulin that may be obtained synthetically, via chemical or recombinant means.
The insulin also may be in a modified form, or in the form of, e.g. a recombinant peptide,
a fusion protein, or a hybrid molecule, or the insulin in a particular case may be a portion
of the insulin molecule that possesses the necessary activity. The same 15 true of other
protemns that may be used 1n these particular transdermal compositions and methods,
particularly antigens for immunization, which can vary widely in physiochemical
properties. Likewise non-piotein non-nucleic acid therapeutic agents, including antifungal

agents, may be obtaned from natural sources or may be synthesized

[0097) Compositions of this invention are preferably in the form of products to be
applied to the skin or epithellum of subj.c1s or patients, 1 e. humans or other mammals 1n
need of the particular trcatment. The term "in need" ts meant to include both
pharmaceutical and health-related needs as well as needs that tend to be more cosmetic,
aesthetic, or subjective. The botulinum toxin compositions may also be used, for

example, for altering or improving the appearance of facial tissue

[0098] Through the use of the positively charged carners of this invention, a botulinum
toxin can be administered transdermally to a subject for treating conditions such as
undesirable facial muscle or other muscular spasms, hyperhidrosis, acne, or conditions
elsewhere in the body in which relief of muscular ache or spasms is desired. The
botulinum toxm 1s administered topically for transdermal delivery to muscles or to other
skin-associated structures, The admunistrationi may be made, for example, to the legs,
shoulders, back including lower back, axilla, palms, feet, neck, groin, dorsa of the hands
or feet, elbows, upper arms, knees, upper legs, buttocks, torso, pelvis, or any other part of

the body where adnumstration of the botulinum toxin is desired.

[0099] Administration of botulinum toxin may also be carried out to treat other
conditions, including treating of necrologic pain, prevention or reduction of migrane
headache or other headache pain, prevention or reduction of acne, prevention or reduction
of dystonia or dystomic contractions whether subjective or clinical, prevention or
reduction of symptoms associated with subjective or clinical hyperhidrosis, reducing
hypersecretion or sweating, reducing or enhancing immune response, or treatment of
other conditions for which admunistration of botulinum toxin by injection has been

suggested or performed. Administration of botulinum toxin, other therapeutic proteins

D
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which do not have a therapeutic effect on blood glucose levels, other antigens useful for
immunization described herein, or other non-nucleic acid non-protein therapeutic agents
for instance, the complexed botulinum toxin, may also be carried out for immumnization-
rclated purposes. Alternately, the complex can be prepared and applied topically to
enhance an immune 1esponse, for example to provide immunizations respecting various
proteins, for example, for childhood immumzations without injections or immunization
against vanous environmental hazards. Surprisingly, administration of botulinum toxin or
other therapeutic proteins, described herein may also be camed out to reduce immune
responses. The present invention allows BTX and other protein to be delivered by an
altered route of admumistration and changes the complex antigen presentation of the agent
and may thus be useful to reduce immune response to antigens to that protein, and thus
facilitate repeat admimstrahion without imrnune-related reduction in activity.

[0100] In general, the compositions are prepared by mixing the insulin, botulinum
toxin, or other biologically active agent such as for example, a therapeutic protemn which
does not therapeutically alter blood glucose levels, a therapeutic nucleic acid-based agent,
a non-protemn non-nucleic acid therapeutic agent or alternately an agent for immunization
to be administered with the positively charged carrier, and usually with one or more
additional pharmaceutically acceptable carmers or excipients. In their simplest form they
may contam a sumple aqueous pharmaceutically acceptable carrer or diluent,/such as
saline, which may be buffered However, the compositions may contain other ingredients
typical 1in topical pharmaceutical or cosmeceutical compositions, that 15, a
dermatologically or pharmaceutically acceptable carrier, vehicle or medium, i.e. a carrier,
vehicle or medium that 1s compatible with the tissues to which they will be applied. The
term “dermatologically or pharmaceutically acceplable,” as used herein, means that the
compositions or components thereof so described are suitable for use in contact with
these tissues or for use in patients in general without undue toxicity, incompatibility,
instability, allergic response, and the like. {As appropriate, compositions of the invention
may compnse any ingredient conventionally used in the fields under consideration, and
particularly in cosmetics and dermatology. In all aspects of the present invention, the
associatton between the carrier and the biologically active agent is by non-covalent
interaction, which can include, for example, jonic interactions, hydrogen bonding, van der

Waals forces, or combinations thereof,
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[0101]) The compositions may be pre-formulated or may be prepared at the time of
administration, for example, by providing a kit for assembly at or prior to the time of
admimstration, Alternatively, as mentioned above, the botulinum toxin or other
therapeutic protein and the positively charged backbone or carrier may be administered in
separate form to the panent, for example by providing a kit that contains a skin patch or
other dispensing device containing the therapeutic protein and a liquid, gel, cream or the
like that contains the positively charged carrier (and optionally other ingredients). In that
particular embodiment the combination is administered by applying the liquid or other
composition contaimng the camer to the skin, followed by application of the skin patch

or other device

[0102]) The composttions of the invention are applied so as to administer an effective
amount of the insulin, botuhnum toxin, or other beneficial substance. For transdermal
delivery the term “effective amount™ refers to any composition or method that provides
greater transdermal delivery of the biologically active agent relative to the agent in the
absence of the carner. For botulinum toxin, the term "effective amount” as used herein
means an amount of a botulinum toxin as defined above that 1s sufficient to produce the
desired muscular paralysis or other effect, but that imphcitly 1s a safe amount, i e. one that
is low enough to avoid serious side effects. Desired effects include the relaxation of
certain muscles with the aim of, for nstance, decreasing the appearance of fine lines
and/or wrinkles, especially in the face, or adjusting facial appearance 1n other ways such
as widening the eyes, lifung the comners of the mouth, or smoothing lines that fan out
from the upper lip, or the general rehef of muscular tension. The last-mentioned effect,
general relief of muscular tension, can be accomplished in the face or elsewhere, for
example in the back or legs. For insulin, the term "effective amount” similarly means an
amount of insulin that 1s sufficient to produce the desired effect, namely decrease of
glucose in the patient or subject's blood. For antigens,” effective amount” refers to an
amount sufficient to allow a subject to mount an immune response to the antigen after
application or a series of applications of the antigen. For antifungal agents, “effective
amount” refers to an amount sufficient to reduce symptoms or signs of fungal infection.
For other biologically active agents which do not therapeutically alter blood glucose
levels, “effective amount” refers to an amount sufficient to exert the defined biologic or
therapeutic effect characterized for that agent in for example the Physicians’ Desk

Reference or the like without inducing significant toxicity. The invention specifically
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excludes antibody fragments which do not have biological activity other than only
binding a specific anhigen when the term “therapeutic” or “brologically active protein” is
employed Since antigens suitable for immunization have other biological activities such
as mounting an immune response, these remain included m the appropriate aspects of this
invention, however. Moreover, agents that have a biological activity or a therapeutic
effect by binding a specific antigen, thereby blocking ligand binding or altening the

conformation of the antigen are included in this invention

[0103] The compositions may contain an appropnate effective amount of the insulin,
botulinum toxin, or other biologically active agent such as for example, a therapeutic
protein which does not therapeutically alter blood glucose levels, a therapeutic nucleic
acid-based agent, a non-proten non-nucleic acid therapeutic agent or altemnately an agent
for immunization, for application as a single-dose treatment, or may be more
concentrated, either for dilution at the place of admunistration or for use in multiple
applications. In general, compositions containing botultnum toxin or other biologically
active agent such as for example, a therapeutic protein which does not therapeutically
alter blood glucose levels or a therapeutic nucleic acid-based agent will contain from
about 1 x 10%° to about 25 weight % of the biologically active agent and from about 1 x
107 to about 30 weight % of the positively charged carmer. In general, compositions
containing a non-protemn non-nucleic acid therapeutic agent or alternately an agent for
immunization will contain from about 1 x 10™° to about 49.9 weight % of the antigen and
from about I x 10” to about 50 weight % of the positively charged carrier. In general, 1n a
form switable for application to the subject, the compositions of the invention will contain
from about 0.001 to about 10,000 preferably from about 0.01 to about 1,000 IU/g of a
composition comprising botulinum toxm.and a positively charged carrier molecule as
described herein. The ratio of carrier . botulinum toxin preferably ranges from about 10:1
to about 1.01.1 and more preferably from about 6:1 to about 1.5:1 respectively. The
amount of carrier molecule or the ratio of it to the botulinum toxin will depend on which
carnier is chosen for use in the composition in question. The appropriate amount or ratio
of carrier molecule in a given case can readily be determined, for example, by conducting

ope or more experiments such as those described below.

[(0104] The compositions of this invention allow for the delivery of a more pure
botulinum toxin with higher specific activity potentially improved pharmacokinetics. In

addition, the positively charged carrier reduces the need for foreign accessory proteins
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(e.g., human serum albumin ranging from 400-600 mg or recombinant serum albumin
ranging from 250-500 mg) and polysacchande stabilizers and can afford beneficial
reductions in immune responses to the BTX In addition, the compositions are suitable
for use in physiologic environments with pH ranging from 4.5 to 6.3, and may thus have
such a pH. The compositions may be stored preferably either at room tempeiature or

under refrigerated conditions.

[0105] The botulinum toxin-containing compositions or devices will generally be
applied so as to provide the botulinum toxin at a dose of from about 1U to abut 20,000U,
preferably from about 1 U to about 10,000U, of botulinum toxin per cm® of skin, per
application Higher dosages within these ranges could preferably be employed m
conjunction with controlled release matenals, for instance, or allowed a shorter dwell

time on the skin prior to removal

[0106] In the case of insulin, the compositions of the invention will contain from about
0.011U to about 5000U, preferably from about 0 1U to about 500U /gram. A composition
compnising a form of insulin and a positively charged carner molecule as described
herein preferably ranges from about 30.1 to about 1.01:1 and more preferably from about
6:1 to about 1.25:1 of insulin:carrier, respectively. Likewise, the amount of carrier
molecule or the 1atio of it to the insulin will depend on which camer 1s chosen for use 1n

the composition 1n question.

[0107] In terms of thewr form, composihions of this invention may include solutions,
emulsions (including microemulsions), suspensions, creams, lotions, gels, powders, or
other typical solid or liquid compositions used for application to skin and other tissues
where the compositions may be used. Such compositions may contain, in addition to the
botulinum toxin, insulin or other biologically active agent, and the carrier molecule, other
ingredients typically used in such products, such as antimicrobials, moisturizers and
hydration agents, penetration agents, preservatives, emulsifiers, natural or synthetic oils,
solvents, surfactants, detergents, gelling agents, emollients, antioxidants, fragrances,
fillers, thickeners, waxes, odor absorbers, dyestuffs, coloring agents, powders, viscosity-
controlling agents and water, and optionally including anesthetics, anti-itch actives,
botanical extracts, conditioning agents, darkeming or lightening agents, glitter,
humectants, mica, minerals, polyphenols, silicones or derivatives thereof, sunblocks,

vitamins, and phytomedicinals. In all aspects of the present invention, the association
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between the carrier and the biologically active agent is by non-covalent interaction, which
can include, for example, 1onic nteractions, hydrogen bonding, van der Waals forces, or

combinations thereof

[0108] Compositions according to this invention may be in the form of controlled-
release or sustained-release compositions, whercin the insulin, botulinum toxin, or other
substance to be delivered and the camer are encapsulated or otherwise contained within a
material such that they are released onto the skin 1 a controlled manner over time. The
substance to be delivered and the carrier may be contained within matrixes, liposomes,
vesicles, microcapsules, microspheres and the like, or within a sohid particulate material,
all of which 1s selected and/or constructed to provide release of the substance or
substances over time The therapeutic substance and the carrier may be encapsulated

together (e.g , in the same capsule) or separately (in separate capsules).

[0109} Administration of the compositions of this invention to a subject 1s, of course,
another aspect of the invention. In the case of botulinum toxin, most preferably the
compositions are admimstered by or under the direction of a physician or other health
professional They may be admimstered in a single treatment or in a series of periodic
treatments over tune, For transdermal delivery of botulinum toxin for the purposes
mentioned above, 2 composition as described above is applied topically to the skin at a
location or locations where the effect 1s desired. Because of its nature, most preferably the
amount of botulinum toxin applied should be applied with care, at an application rate and
frequency of application that will produce the desired result without producing any

adverse or undesired results,

[0110] In the case of insulin, for hospitalized patients or in-office treatments, the
admimstration will be carried out by or under the direction of a health care professional,
but otherwise is likely to be performed by the patient. Admimstration by skin patches and
the like, with controlled release and/or monitoring is likely to be a common method, so
the insulin-containing compositions of this invention often will be provided as contained
in a skin patch or other device. In the case of antigens suitable for immunizations, most
preferably the compositions are administered by or under the direction of a physician or
other health professional. They may be admirustered in 2 single treatment or in a series of
pericdic treatments over time Accordingly, sustained release compositions are also

contemplated by this invention. For transdermal delivery of antigens suitable for
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immumzations for the purposes mentioned abc"we, a composition as described above 1s
apphed topically to the skin or to a nail plate and surrounding skin. In the case of non-
protein, non-nucleic acid therapeutics suchi as antifungal agents, preferably the
compositions are administered under the difection of a physician or other health
professional. They may be administered in a single treatment or in a senes of periodic
treatments over time Sustained release coml')osnions are also contemplated for non-
protein, non-nucleic acid therapeutics Anufu|ngal agents may be admunistered to the
finger nail or toe nail plate or surrounding anatomic structures using, for instance, a
prosthetic nail plate, a lacquer, a nail polish with a color agent, a gel, or a combination of
any or all of these. For transdermal delivery of botulinum toxin for the purposes

mentioned above, a composition as descrnibed above 1s applied topically to the skin

[0111] Kits for admimstering the compositions of the inventions, either under direction
of a health care professional or by the patient or subject, may also include a custom
applicator suitable for that purpose. The term "custom apphicator” is meant to include the

means just mentioned for admimistening antifungal agents.

[0112) In another aspect, the invention relates to methods for the topical admnistration
of the combination of the positively charged carmer described above with an effective
amount of 1nsulin, botulinum toxin, antigens suitable for immumzation, antifungal agents
or other biologically active agent such as for example, a therapeutic protemn which does
not therapeutically alter blood glucose levels, a therapeutic nucleic acid-based agent, or a
non-protein non-nucleic acid therapeutic agent, in general. As described above, the
admimstration can be effected by the use of a composition according to the invention that
contains appropriate types and amounts of these two substances specifically carrier and
biologically active agent. However, the invention also includes the administration of
these two substances in combination, though not necessarily in the same composition.
For example, the therapeutic or biologically active substance may be mcorporated in dry
form in a skin patch or other dispensing device, and the positively charged carrier may be
applied to the skin surface before application of the paich so that the two act together,
resulting in the desired transdermal delivery. In that sense, thus, the two substances,
specifically carrier and biologically active agent, act in combination or in conjunction, or

perhaps mnteract to form 2 composition or combination in situ.
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Methods of Preparing the Compositions

' [0113] In another aspect, the present invention provides a method for prepanng a

pharmaceutical composition, the method compnising combining a positively charged

backbone component and at least two members selected from the group consisting of:

1) a first negatively-charged backbone having a plurality of attached
imaging moieties, or alternatively a plurality of negatively-charged imaging
moz1eties,

1i) a second negatively-charged backbone having a plurality of attached
targeting agents, or alternatively a plurality of negatively-charged targeting
moieties;

ni) at least one member selected from RNA, DNA, nbozymes, modified
oligonucleic acids and cDNA encoding a selected transgene;

iv) DNA encoding at least one persistence factor; and

v) a third negatively-charged backbone having a plurality of attached
biological agents, or a negatively-charged hological agent;

with a pharmaceutically acceptable carrier to form a non-covalent complex

having a net positive charge, with the proviso that at least one of the members is selected

from i), 1), ui) or v).

[0114] In a related aspect, as described herein, in some embodiments or compositions
of this invention, the positively charged backbone or carmer may be used alone to provide
transdermal delivery of certain types of substances. Here preferred are compositions and
methods comprising a biologically active agent such as a botulinum toxin or other
therapeutic protein which docs not lower blood glucose containing from about 1 x 102 to
about 25 weight % of the biologically active agent and from about 1 x 10™"° to about 30
weight % of the posttively charged carmer. Also preferred are compositions and methods
comprising a non-nucleic acid non-protein therapeutic such as an antifungal agent or an
antigen suitable for immunization containing from 1 x 10™° to about 49.9 weight % of the
antigen and from about 1 x 10 to about 50 weight % of the posttively charged carmier. In
all aspects of the present invention, the association between the camier and the
biologically active agent is by non-covalent interaction, which can include, for example,

ionic interactions, hydrogen bonding, van der Waals forces, or combinations thereof,
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[0115] The broad applicability of the present invention is illustrated by the ease with
which a variety of pharmaceutical compositions can be formulated. Typically, the
compositions are prepared by mixing the positively charged backbone component with
the desired components of interest (e.g., DNA, targeting, imaging or therapeutic
components) in ratios and a sequence to obtain compositions having a variable net
posttive charge. In many embodiments, the compositions can be prepared, for example,
at bedside using pharmaceutically acceptable carriers and diluents for administration of
the composition  Alternatively, the compositions can be prepared by suitable mixing of
the components and then lyophilized and stored (typically at room temperature or below)

until used or formulated into a suitable delivery vehicle.

[0116] The compositions can be formulated to provide mixtures switable for topical,
cutaneous, oral, rectal, vaginal, parenteral, intranasal, intravenous, intramuscular,
subcutaneous, intraocular, transderw-zl, etc. administration. The phammaceutical
compositions of the mvention preferably contain a velicle which i1s pharmaceutically
acceptable for an injectable formulation, 1n particular for direct mjection into the desired
organ, or for topical adnunistration (fo skin and/or mucous membrane) They may in
particular be sterile, 1sotomc solutions or dry compositions, in particular freeze-dred
compositions, which, by addition, depending on the case, of sterihzed water or of
physiological saline, allow injectable solutions to be made up. For example, the doses of
nucleic acid used for the iyection and the oumber of administrations may be adapted
according to varous parameters, and in particular according to the mode of
adrmnistration used, the pathology concerned, the gene to be expressed, or alternatively

the desired duration of the treatment.

[0117] Altematively, when the compositions are to be applied topically, e.g. when
transdermal delivery is desired, the component or components of interest can be applied
in dry form to the skin, ¢.g. via by using a skan patch, where the skin 1s separately treated
with the positively charged backbone or carnier In this manner the overall composition 1s

essentially formed in situ and administered to the patient or subject.
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Methods of Using the Compositions

Delivery methods

[0118] The compositions of the present invention can be delivered to a subject, cell or
target site, either in vivo or ex wivo using a vanety of methods In fact, any of the routes
normally used for introducing a composition into ulfimate contact with the tissue to be
treated can be used  Preferably, the compositions will be admimstered with
pharmaceutically acceptable camers Suitable methods of admimstering such compounds
are available and well known to those of skill in the art, and, although more than one
route can be used to admimster a particular composition, a particular route can often
provide a more immediate and more effective reaction than another route
Pharmaceutically acceptable camers are determined in part by the particular composition
being administered, as well as by the particular method used to admimster the
composition  Accordingly, there 1s a wide variety of suitable formulations of
pharmaceutical composiions of the present invention (see, eg., Remington’s

Pharmaceutical Sciences, 17" ed 1985)

[0119] Admimsttation can be, for example, intravenous, topical, intrapentoneal,
subdenmnal, subcutaneous, transcutaneous, intramuscular, oral, intra-joint, parenteral,
intranasal, or by mhalation. Suitable sites of administration thus include, but are not
limited to, the skin, bronchium, gastrointestinal tract, eye and ear. The compositions
typically include a conventional pharmaceutical carrier or eéxcipient and can additionally
include other medicinal agents, carriers, adjuvants, and the like. Preferably, the
formulation will be about 5% to 75% by weight of a composition of the invention, with
the remainder consisting of suitable pharmaceutical excipients. Appropriate excipients
can be tailored to the particular composition and route of administration by methods well
known in the art (see, e.g., REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18TH ED., Mack
Publishing Co., Easton, PA (1990)).

[0120] The formulations can take the form of solid, semi-solid, tyophilized power, or
hquid dosage forms, such as, for example, tablets, pills, capsules, powders, solutions,
suspensions, emulsions, suppositories, retention enemas, creams, ointments, lotions, gels,
aerosols or the like. In embediments where the pharmaceutical composition takes the

form of & pill, tablet or capsule, the formulation can contain, along with the biologically
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active composttion, any of the following: a diluent such as lactose, sucrose, dicalcium
phosphate, and the like; a distintegrant such as starch or denivatives thereof; a lubricant
such as magnesium stearate and the like; and 2 binder such as starch, gum acacia,
polyvinylpyrrolidone, gelatin, cellulose and denvatives thereof. Compositions can be
presented in umt-dose or multi-dose sealed contaners, such as ampoules or vials Doses
administered to a patient should be sufficient to achieve a beneficial therapeutic response
in the patient over time. The invention specifically excludes antibody fragments which do
not have biological activity other than only binding a specific antigen when the term
“therapeutic” or “biologically active protein” is employed. Since antigens suitable for
immunization have other biological activities such as mounting an 1mmune response,
these remain mncluded 1in the appropriate aspects of this mvention, however. Moreover,
agents that have a biological activity or a therapeutic effect by binding a specific antigen,
thereby blocking ligand binding or altering the conformation of the antigen are included

in this invention.

[0121] In some embodiments, a sustained-release or controlled-release formulation can
be administered to an organism or to cells in culture and can carry the desired
compositions. The sustained-release composition can be administered to the tissue of an
organism, for example, by ijection. By "sustained-release", 1t is meant that the
composition, preferably one encoding a tt -nsgene of interest or a biological or therapeutic
agent, 15 made available for uptake by surrounding tissue or cells in culture for a penod of
time longer than would be achieved by adminustration of the composition in a less viscous

medium, for example, a saline solution.

[0122] The compositions, alone or in combination with other suitable components, can
be made into aerosol formulations (i.e., they can be “nebulized”) to be administered via
inhalation. Aerosol formulations can be placed into pressurized acceptable propellants,
such as dichlorodifluoromethane, propane, nitrogen, and the like. For delivery by
inhalation, the compositions can also be delivered as dry powder (e.g., Nektar

Therapeutics, San Carlos, CA).

[0123] Formulations suitable for parenteral administration, such as, for example, by
intravenous, inframuscular, intradermal, and subcutaneous routes, include aqueous and
non-aqueous, isotonic sterile injection solutions, which can contain antioxidants, buffers,

bacteriostats, and solutes that render the formulation isotonic with the blood of the
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intended recipient, and aqueous and non-aqueous sterile suspensijons that can include

suspending agents, solubilizers, thickening ageats, stabilizers, and preservatives.

[0124]) Other methods of admimstration include, but are not limited to, administration
using angioplastic balloons, catheters, and gel formations. Methods for angioplastic

balloon, catheter and gel formation dehvery are well known in the art
Imaging methods

[0125] One of skill m the art will understand that the compositions of the present
invention can by tailored for a vanety of imaging uses In one embodiment, virtual
colonoscopy can be performed using the component-based system for imaging At
present, virtual colonoscopy involves essentially infusing contrast into a colon and
visualizing the images on CT, then reconstructing a 3-D 1mage Similar techniques could
be employed for MR. However, feces, mucous, and air all serve as contrast barners and
can give an arhficial surface to the colon wall reconstruction. Addition of a cellular-
targeting contrast would help overcome these barriers to provide a true wall
reconstruction and help avoid both false-positives and false-negatives. There are several
ways that the component-based system could be applied here Most simply, the catiomic
efficiency backbone could be apphed with a single contrast agent, for example CT, MR,
or optical Thus, the cellular surface layer could be wisualized and any irregularities or
obstructions detailed in the mmage reconstruction. However, the component based system
offers the additional option of adding a specific second agent. This agent could consist of
a cationic efficiency backbone, a different imaging moiety, and targeting components, for
example targeting two antigens charactenstic of colon cancer. The imaging moeties
from the simple to the diagnostic could be selected so that one was CT contrast and the
other MR contrast, or so that both were MR contrast with one being a T2 agent and the
other a T1 agent. In this manner, the surface could be reconstructed as before, and any
regions specific for a tumor antigen could be visualized and overlaid on the original
reconstruction. Additionally, therapeutic agents could be incorporated into the targeted
diagnostic system as well. Simular strategies could be applied to regional enteritis and
ulcerative colits (and again combined with therapy). Alternately, optical imaging
moieties and detection methods could be employed, for example, in the case of melanoma
diagnosis or management, preferably in conjunction with a fluorescent imaging moiety.

The optical imaging agent can be selected for example from the group including Cy3,
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Cy3.5, Cy5, Cys.5, Cy7, Cy1.5, Oregon green 488, Oregon green 500, Oregon, green
514, Green fluorescent protein, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, and HAMRA.
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EXAMPLES

Example 1 y

[0126] This cxample 1illustrates a composition switable for transdermal delivery of a
very large complex, namely a plasmid containing the blue fluorescent protein (BFP)

transgene, using a positively charged backbone or carner of the invention.

Backbone selection:

[0127] The positively charged backbonc was assembled by covalently attaching —
Gly;Arg; to polylysine MW 150,000 via the carboxyl of the terminal glycine to free
amines of the lysine sidechans at a degree of saturation of 18% (1.e, 18 out of each 100
lysine residues 1s covalently attached to a —Gly;Arg;). The modified backbone was
designated “KNR2™ to denote a second size of the peptidyl carner The control polycation
was unimodified polylysine (designated “K2”, Sigma Chenuncal Co, St Lows, MO) of the
same size and from the same lot. An additional control polycation, Superfect® ((hagen)
which 1s an activated dendrimer-based agent, was selected as a reference for high in vitro
transfection rates (1e simultaneous positive control and reference for state-of-the art

efficiency versus toxicity in vitro).

Therapeutic agent selection-

[0128] An 8 kilobasc plasmid (pSport-based template, Gibco BRL, Gaithersburg, MD)
containing the entirc transgene for blue fluorescent protein (BFP) and partial flanking
sequences driven by a cytomegalovirus (CMV) promoter was employed. BFP serves as
an identifiable marker for cells that have been transfected, then transcribe and translate
the gene and can be directly visualized (i.e. without additional staning) under
fluorescencc microscopy. Thus, only cells 1n which the complex has crossed both the
plasma membrane and the nuclear membrane before payload delivery can have transgene
expression This particular plasmid has a molecular weight of approximately 2.64 milhon,
and was thus selected to evaluate the delivery of very large therapeutics via these

complexes.
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Preparation of samples:

[0129] In each case, an excess of polycation was employed to assemble a final complex
that has an excess of positive charge Although increasing charge density increases size
(1..e more backbones present per complex), increase in efficiency factor density per
complex can offset these changes. Thus, an optimal may occur at low ratios (1.e. size-
based) or at high ratios (1.e. density of efficiency-factor based) and both are evaluated
here for KNR2 Optimal ratios for K2 efficiency and Superfect efficiency were selected
based on manufacturers recommendation and pnor reports on maximal efficiency.
Nucleic acid-therapeutic dose was standardized across all groups as was total volume and

final pH of the composition to be evaluated in cell cultwe

[0130] The following mixtures were prepared:

1) K2 ar a 4:1 charge ratio to a 0.5 mg/ml solution of a plasmid expressing blue
Sluorescent protein driven by a CMYV promoter.
2) KNR2? at a ratio of 15:1 to a 0.5 mg/mL solution of a plasmid expressing blue
[fluorescent protein driven by a CMV promoter.
3) KNR2 at a ratio of 10:1 to a 0.5 mg/mL solution of a plasmid expressing blue
Sfluorescent protein driven by a CMV promoter.
4) KNR2 at a ratio of 4:1 to a 0.5 mg/mL solution of a plasmid expressing blue
fluorescent protein driven by a CMV promoter.
5) KNR2 at a ratio of 1.25:1 to a 0.5 mg/mL solution of a plasmid expressing blue
fluorescent protein driven by a CMV promoter.
6) Superfect according to the manufacturer's recommendation at a 5:1 charge ratio to
a 0.5 mg/mL solution of a plasmid expressing blue fluorescent protein driven by a CMV

promoter.

Cell culture protocols:

[0131] All cell culture experiments were performed by observers blinded to the identity
of treatment groups. On a 6-well plate, 1.0 mL of ecach solution was added to 70 %
confluent HA-VSMC primary human aortic smooth muscle cells (passage 21; ATCC,
Rockville, MD) and grown in M-199 with 10% serum for 48 hours at 37 degrees Celsius
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and 10% CO; Untreated control wells were evaluated as well and each group was

evaluated at n=5 wells per group.

Analysis of efficiency:

[0132] Low magnification photographs (10X total) of intact cell plates wete obtained
by blinded observers at 60 degrees, 180 degrees and 200 degrees from the top of cach
well using a Nikon E600 em-fluorescence microscope with a BFP filter and plan
apochromat lenses. Image Pro Plus 3 0 image analysis suite (Media Cybemetics, Silver
Spring, MD) was employed to determine the percent of total cell area that was positive.
This result was normalized to total cell area for each, and reported as effictency of gene

dehivery (% of total cells expressing transgene at detectible levels)

Analvsis of toxtcity

[0133] Wells were subsequently evaluated by blinded observers in a dye exclusion
assay (viable cells exclude dye, while nonviable ones cannot), followed by solubihizaton
in 0.4% SDS in phosphate buffered saline. Samples were evaluated 1in a Spectronic
Genesys 5 UV/VIS spectrophotometer at 595 nm wavelength (blue) to quantitatively
evaluate nonviable cells as a direct measure of transfection agent toxicity Samples were
standardized to 1dentical cell numbers by adjusting concentrations to matching OD280

values pnor to the OD595 measurements

Data handhing and statistical analysis*

[0134] Total positive staining was determincd by blinded observer via batch image
analysis using Image Pro Plus software (Media Cybemetics, Silver Spring, MD) and was
normahized to total cross-sectional area to determine percent positive staining for each.
Mean and standard error were subsequently determined for each group with analysis of
significance at 95% confidence n one way ANOVA repeated measures using Statview
software (Abacus, Berkeley, CA).
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Results-

Efficiencies:

Results for efficiencies are as follows (mean + Standard Error):
1) 0.163+0.106 %
2)10.642£2195%
3) 8797+3.839 %
4) 15035+ 1.098 %
5)17.574 + 6.807 %
6) 1.199+£0.573 %

Runs #4 and #5 exhibit statistically sigmficant (P<0.05 by one factor
ANOVA repeated measures with Fisher PLSD and TUKEY-A posthoc testing)

enhancement of gene delivery efficiency relative to both polylysime alone and Superfect.

Toxicriies

[0135}] Mean toxicity data are as follows (reported in AU at OD595, low values, such as
present with saline alone correlate with low toxicity, while higher values, such as present

in condition 1 indicate a high celiular toxicity):

Salme - 0 057 A;
1) 3.460 A;
2) 0.251 A;
3)0.291 A;
4)0.243 A;
5)0.297 A;
6) 0.337 A.

Conclusions-

[0136] A less toxic, more efficient gene delivery can be accomplished with a ratio of
1.25 to 4.0 of KNR2 to DNA than controls, even those of the current gold standard
Superfect. This experiment confirms the capability to deliver quite large therapentic

complexes across membranes using this camier.
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Example 2

[0137] Ths example illustrates the transport of a large nucleic acid across skin by a

carrier of the invention after a single admnistration.

Backbone selection

[0138] The positively chaiged backbone was assembled by covalently aftaching —
Gly;Arg; to polylysine MW 150,000 via the carboxyl of the terminal giycine to free
armines of the lysine sidechains at a degree of saturation of 18% (i e, 18 out of each 100
lysine residues 1s covalently attached to a —GlyiArg;) The modified backbone was
designated “KNR2” as before The control polycation was unmodified polylysine
(designated “K2”, Sigma Chemical Co, St Lows, MO) of the same size and from the
same lot An additional control polycation, Superfect {Qiagen) which is an activated
dendnmer-based agent, was selected as a reference for high transfection 1ates (1e.
simultaneous positive control and reference for state-of-the art efficiency versus toxicity

in vitro).

Therapeutic agent selection

[0139] For the present experiment, an 8.5 kilobase plasmid (pSport-based template,
Gibco BRL, Garthersburg, MD) contaiung the entire transgene for E Coli beta-
galactosidase (Bgal) and partial flanking scquences driven by a cytomegalovirus (CMV)
promoter was employed. Here Bgal serves as an 1dentifiable marker for cells which have
been transfected, then transcribe and translate the gene and can be directly visualized after
specific staming for the foreign enzyme. Thus, only cells in which the complex has
crossed skin then reached the target cell and translocated across both the plasma
membrane and the nuclear membrane before payload delivery can have transgene

expression. This particular plasmid has a molecular weight of approximately 2,805,000.

Preparation of samples:

[0140] In each case, an excess of polycation is employed to assemble a final complex
that has an excess of positive charge. Optimal ratios for K2 efficiency, KNR2 efficiency
and Superfect efficiency were selected based on manufacturer's recommendation and

prior in vitro experiments to determme maximal efficiency. Nucleic acid-therapeutic
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dose was standardized across all groups as was total volume and final pH of the

composition to be apphed topically. Samples were prepared as follows:

Group labeled AK1. 8 micrograms of Pgal plasmud (p/CMV-sport-pgal) per final
aliquot (i e. 80 micrograms total) and peptidyl carrier KNR2 at a charge ratio of
4:1 were mixed to homogeneity and diluted to 200 microliters with phosphate
buffered sahne. The resulting composition was mixed to homogeneity with 1.8 ml
of Cetaphil moistunzer and alquoted in 200 microliter portions for in vivo

experiments

Group labeled AL)* 8 micrograms of Pgal plasmud (p/CMV-sport-Bgal) per final
aliquot (i ¢ 80 micrograms total) and K2 at a charge ratio of 4:1 were mixed to
homogeneity and diluted to 200 microliters wath phosphate buffered saline. The
resulting composition was mixed to homogeneity with 1.8 ml of Cetaplul and

aliquoted in 200 microliter portions for in vivo expenments

Group labeled AM1* 8 micrograms of Pgal plasmid (p/CMV-sport-fgal) per final
aliquot {1e 80 micrograms total) and Superfect at a charge ratio of 5:1 were
mixed to homogeneity and diluted to 200 mucroliters with phosphate buffered
saline The resulting composmtion was mixed to homogeneity with 1.8 ml of

Cetaphil and aliquoted 1n 200 ni:croliter portions for in vivo experiments.

Ammal experiments to determine transdermal dclivery efficiencies after single
treatment viith peptidv! carriers and nucleic acid therapeutics-

[0141] Ammals were anesthetized via inhalation of isoflurane duning application
of treatments. After being anesthetized, C57 black 6 mice (n=4 per group) had metered
200 microliter doses of the appropriate treatment applied to the cranial portion of dorsal
back skin (selected because the mouse cannot reach this region with mouth or limbs),
Animals did not undergo depilatory treatment. Ammals were recovered in a controlled
heat environment to prevent hypothernma and once responsive were provided food and
water ad libitum overnight. Twenty-four hours post-treatment, mice were euthanized via
inhalation of CO,, and treated skin segments were harvested at fuil thickness by blinded
observers. Treated segments were divided into three equal portions the cranial portion
was fixed in 10% neutral buffered formalin for 12-16 hours then stored in 70% ethanol
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until paraffin embedding. The central portion was snap-frozen and employed directly for
beta-galactosidase staining at 37 degrees Celsius on sections as previously described
(Waugh, JM., M. Kattash, J. L1, E. Yuksel, M.D Kuo, M. Lussier, A B. Weinfeld, R.
Saxena, ED. Rabmovsky, S. Thung, S.L.C. Woo, and S.M. Shenaq. Local
Overexpression of Tissue Plasminogen Activator to Prevent Arterial Thrombosis in an in
vivo Rabbit Model Proc Natl Acad Sc1 U S A 1999 96(3): 1065-1070. Also: Elkins CJ,
Waugh JM, Amabile PG, Minamiguchi H, Uy M, Sugimoto K, Do YS, Ganaha F, Razavi
MK, Dake MD Development of a platform to evaluate and ltmit in-stent restenosis.
Tissue Engineenng 2002. Jun;8(3) 395-407) The treated caudal segment was snap

frozen for solubilization studies

Toxicity

[0142]) Toxicity was evaluated by dye exclusion on paired sections to those analyzed
for efficiency above Sections only underwent staining for erther efficiency or for toxicity
stnce the methods are not reliably co-employed. For toxicity analyses, the sections were
immersed 1n exclusion dye for 5 munutes, then mcubated at 37 degrees Celsius for 30
munutes at 10% CO2 Any cells that did not exclude the dye 1n this period of time were

considered non-viable.

Data handling and statistical analyses

[0143] Data collection and image analysis were performed by blinded observers
Sections stained as above were photogiaphed 1o their entirety on a Nikon E600
microscope with plan-apochromat lenscs. Resulting images underwent batch image
analysis processing using Image Pro Plus sofiware as before with manual confirmation to
determine number positive for beta-galactosidase enzyme activity (blue with the substrate
method employed here) or cellular toxicity These results were nonnah:;ed to total cross-
sectional number of cells by nuclear fast red staining for each and tabulated as percent
cross-sectional positive staining Subsequently, mean and standard error were
subsequently determined for each group with analysis of significance at 95% confidence
in one way ANOVA repeated measures using Statview software (Abacus, Berkeley, CA).
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Results.

[0144) Results are summanzed in the table below and illustrated in Figure 3. The
positively charged peptidyl transdermal delivery carrier achieved statistically sigmficant
increases in delivery efficiency and transgene expression versus both K2 (negative
control essentially) and the benchmark standard for efficiency, Superfect. While
Superfect did achieve statistically significant improvements over K2, KNR2 had greater
than an order of magnitude improvement in delivery efficiency versus Superfect 1n this

model system.

Example 2: Mean and standard error for beta-galactosidase positive cells as percent of

total number by treatment group

i ,6
PCT/US2005/006930 \L

Group Mean Std.
Error
AK1 1500 0.75
ALl 0.03 0.01
AMI 1.24 0.05

P=0.0001 (Stgruficant at 99%)

[0145]

area that remained nonviable 24 hours post treatment Here, K2 exhibits statistically

Results for toxicity are presented in Figure 4, which depicts the percent of total

significant cellular toxicity relative to KNR2 or Superfect, even at a dose where K2 has
low efficiency of transfer as described previously (Amabile, P G., J.M. Waugh, T. Lewis,
C.] Elkans, T Janus, M.D. Kuo, and M.D. Dake. Intravascular Ultrasound Enhances in
vivo Vascular Gene Delivery. J.Am.Col Cardiol. 2001 June, 37(7). 1975-80).

Conclusions

[0146] The peptidy! transdermal carrier can transport large complexes across skin with
high efficiencies, particularly given the constramts of transgene expression and total
complex size discussed previously. Positive area here, rather than positive number was
employed for analyses smce (1) the method is greatly simplified and has greater accuracy
in image analys:s, (2) pomnt demonstrations of efficiencies had already been afforded in
IL.B conclusively, (3) area measurements provide a broader scope for understanding in
vivo results since noncellular components occupy a substantial portion of the cross

section, and (4) comparison to still larger nonpeptidyl carmrier complexes was facilitated
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Example 3

[0147] This example 1illustrates the transdermal delivery of a large nucleic acid-
based therapeutic across skin using a positively charged peptidyl carrier of the invention

1n seven sequential daily applications.

Backbone selection’

[0148]) The positively charged peptidyl backbone was assembled by covalently
attaching —Gly;Argy to polylysine MW 150,000 via the carboxyl of the terminal glycine
to free amines of the lysine sidechains at a degree of saturation of 18% (i.e., 18 out of
each 100 lysine residues 1s covalently attached to a —-GlysArg;) The modified backbone
was designated “KNR2”. The control polycation was unmodified polylysine (designated
“K2”, Sigma Chemical Co., St Louis, MO) of the same s1ze and from the same lot.

Therapeutic agent selection-

[0149] For the present expenment, an 8 5 kilobase plasmid (pSport-based template,
Gibco BRL, Gaithersburg, MD) contaiming the entire transgene for E Coh beta-
galactosidase (Bgal) and partial flanking sequences dnven by a cytomegalovirus (CMV)
promoter was employed. This particular plasmid has a molecular weight of approximately
2,805,000 and was thus selected to evaluate delivery of very large therapcutics across

skin via the peptidyl camers.

Preparation-cf samples

[0150] In each case, an excess of polycation was employed to assemble a final complex
that has an excess of positive charge. Experimental ratios were selected to parallel the
single dose experiments presented in the previous expenment. Nucleic acid-therapeutic
dose was standardized across all groups as was total volume and final pH of the

composition to be apphed topically. Samples were prepared as follows:

Group labeled AK1: 8 micrograms of Pgal plasmid (p/CMV-sport-Bgal) per final
aliquot (i.e. 240 micrograms total) and peptidy! carrier KNR2 at a charge ratio of
4:1 were mixed to homogeneity and diluted to 600 microliters with phosphate
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buffered saline. The resulting composition was mixed to homogeneity with 5.4 ml

of Cetaphil and aliquoted in 200 microliter portions for in vivo expenments.

Group labeled AL1: 8 micrograms of Pgal plasmid (p/CMV-sport-Pgal) per final
aliquot (1.e. 240 micrograms total) and K2 at a charge ratio of 4.1 were mixed to
homogeneity and diluted to 600 microliters with phosphate buffered saline. The
resulting composition was mixed to homogeneity with 5.4 ml of Cetaphil and

aliquoted 1n 200 microliter portions for 1n vivo experiments

Ammal experiments to deternune cumulative transdermal delivery efficiencies
after 7 once-daily treatments with peptidyl carriets and nucleic acid therapeutics-

[0151] Ammals were anesthetized via inhalation of 1soflurane dunng application of

treatments. After being anesthetized, C57 black 6 mice (n=4 per group) had metered 200
mucroliter doses of the appropnate treatment applied to the cranial portion of dorsal back
skin (selected because the mouse cannot reach this 1egion with mouth or hmbs) Animals
did not undergo depilatory treatment. Ammals were recovered in a controlled heat
environment to prevent hypothermia and once responsive were provided food and water
ad libitum overmight This procedure was repeated once daily at the same approximate
time of day for 7 days After 7 days treatment, mice were euthanized via inhalation of
CQ,, and treated skin segments were harvested at full thickness by blinded observers.
Trcated segments were divided 1nto three equal portions the cranial portion was fixed in
10% neutral buffeied formalin for 12-16 hours then stored in 70% ethanol until paraffin
embedding. The central portion was snap-frozen and employed directly for beta-
galactosidase staiming at 37 degrees Celsius on sections as previously descnbed. The

treated caudal segment Wwas snap frozen for solubilization studies.

Data handling and statistical analyses:

[0152] Data collection and mnage analysis were performed by blinded observers.
Sections stained as above were photographed in their entirety on a Nikon E600
microscope with plan-apochromat lenses. Resulting images underwent batch image
analysis processing using Image Pro Plus software as before with mannal confirmation to
determine area positive for beta-galactosidase en:;yme activity. These results were

normalized to total cross-sectional area for each and tabulated as percent cross-sectional
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positive staining. Subsequently, mean and standard error were subsequently determined

for each group with analysis of sigruficance at 935% confidence in one way ANOVA

repeated measures using Statview software (Abacus, Berkeley, CA).

Results

[0153] Results are summarized 1n the table below and illustrated in Figure 5. The

peptidyl transdermal delivery carmer achieved statistically significant increases in

dehivery efficiency and transgene expression versus K2.

Example 3. Mean and standard ecror for cumulative transgene expression of beta-

galactosidase as percent of total area after 7 once-daily applications for each treatment

group.
Group Mean Std Error.
AK 5.004 2.120
AL 0.250 0.060

P=0.0012 (Significant at 99%)

Example 4 (non-peptidvl carrier).

[0154] Ths example 1llustrates the transdermal dehvery of a large nucleic acid-based

therapeutic across skin. using a positively charged non-peptidyl carner of the invention

rseven sequential daily applications

Backbone selection.

f0155] The positively charged backbone was assembled by covalently attaching —
GlysArgy to polyethyleneimine (PEI) MW 1,000,000 via the carboxyl of the terminal

glycine to free amines of the PEI sidechains at a degree of saturation of 30% (i.e., 30 out

of each 100 lysine residues is covalently attached to a —-Gly;Arg;). The modified

backbone was designated “PEIR” to denote the large nonpeptidyl carrier, The control
polycation was unmodified PEI (designated “PEI", Sigma Chemical Co., St. Lows, MO)

of the same size and from the same lot.
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Therapeutic agent selection.

[0156] For the present expenment, an 8.5 kilobase plasmid (pSport-based template,
Gibco BRL, Gaithersburg, MD)} containing the entire transgene for E, Coli beta-
galactosidase (Bgal) and partal flanking sequences driven by a cytomegalovirus (CMV)
promoter was employed This particular plasmid has a molecular weight of approximatety
2,805,000.

Preparation of samples.

[0157] In each case, an excess of polycation was employed to assemble a final complex
that has an cxcess of positive charge Nucleic acid-therapeutic dose was standardized
across all groups as was total volume and final pH of the composition to be apphed

topically. Samples were prepared as follows

Group labeled AS. 8§ mucrograms of fgal plasrmd (p/CMV-sport-Pgal) per final
aliquot (i ¢ 240 micrograms total) and control PEI at a charge ratio of 5.1 were
mixed to homogeneity and diluted to 600 microliters with Tns-EDTA buffer. The
resulting composttion was muxed to homogeneity with 54 ml of Cetaplul and

aliquoted 1n 200 mucroliter portions for 1n vivo experiments

Group labeled AT 8 micrograms of Bgal plasamd (p/CMV-sport-fgal) per final
aliquot (1e. 240 mucrograms total) and composite nonpeptidyl carmer PEIR
(“PEIR™) at a charge ratio of 5.1 were mixed to homogeneity and diluted to 600
microliters with Tris-EDTA buffer. The resulting composihon was mixed to
homogencity with 5.4 ml of Cetaphil and aliquoted in 200 microliter portions for

in vivo experiments.

Group labeled AU. § micrograms of Bgal plasmid (p/CMV-sport-Bgal) per final
aliquot (i.e. 240 micrograms total) and highly purified Essentia nonpeptidyl carrier
PEIR (“pure PEIR™) at a charge ratio of 5:1 were mixed to homogeneity and
diluted to 600 microliters with Tris-EDTA buffer. The resulting composition was
mixed to homogeneity with 5.4 ml of Cetaphil and aliquoted in 200 microhter

portions for in vivo experiments,



10

15

30

35

WO 2005/084361 PCT/US2005/006930

Animal experiments to deternune cumulative pransdermal delivery efficiencies

after 7 once-daily treatments with nonpepndpl carriers _and nucleic acid
therapeutics

[0158] Animals were anesthetized via inhalation of jsoflurane dunng application of
treatments After being anesthetized, C57 black 6 mice (n=3 per group) had metered 200
microliter doses of the appropnate treatment applied to the cramal portion of dorsal back
skin (selected because the mouse cannot reach this region with mouth or limbs). Animals
did not undergo depilatory treatment. Animals were recovered in a controlled heat
environment 1o prevent hypothermia and once responsive were provided food and water
ad libitum overmight. This procedure was repeated once daily at the same approaimate
time of day for 7 days. Afier 7 days treatment, mice were euthanized via inhalation of
CQO,, and treated skin segments were harvested at full thickness by blinded observers

Treated segments were divided into three equal portions the crarual portion was fixed n
10% neutral buffered formalin for 12-16 hours then stored in 70% ethanol until paraffin
embedding. The central portion was snap-frozen and employed duectly for beta-
galactosidase staining at 37 degrees Celsius on sections as previously descnbed. The

treated caudal segment was snap frozen for solubthization studies.

Data handling and stanstcal analyses

[0159] Data collection and unage analysis were performed by blinded observers
Sections stamned as above were photographed in therr entirety on a Nikon E600
microscope with plan-apochromat lenses Resulting images underwent batch image
analysis processing using Image Pro Plus software with manual confimmation to
determine area positive for beta-galactosidase enzyme activity These results were
normalized to total cross-sectional arca for each and tabulated as percent cross-sectional
posttive staining. Subsequently, mean and standard error were subsequently determined
for each group with analysis of significance at 95% confidence in one way ANOVA

repeated measures using Statview software (Abacus, Berkeley, CA).

Results:

[0160] Results are summarized in the table below and illustrated in Figure 6. The
nonpeptidyl transdermal delivery carrier — in both a composite form and in an ultrapure

form - achieved statistically significant increases in delivery efficiency and transgene
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expression versus PEI The ultrapure form of PEIR exhibited trending toward higher
efficiencies than standard PEIR consistent with the higher calculated specific activity of

the reagent.

Example 4. Mean and standard enor for cumulative transgene expression of beta-

galactosidase as percent of total area after 7 once daily applications for each treatment

PCT/US2005/006930 é 8

group.
Group Mean Std Error
AS 0.250 0.164
AT 2 875 0718
AU 3.500 0 598

P=0.0058 (Sigruficant at 99%)
Conclusions-
[0161] The nonpeptidyl transdermal carmer can transport large complexes across skin

with high efficiencies, particularly given the constraints of transgene expression and total
complex size discussed previously. While the efficiencies are not as great as those
obtained with the smaller complexes of the peptidyl camers), significant gains were
accomplished Of note, the distnbution of transgene expression using the large
nonpeptidyl complexes was almost exclusively hair follicle-based, while the results for
the peptidyl carriers were diffuse throughout the cross-sections Thus, size and backbone

tropism can be employed for a nano-mechamcal targeting of delivery.

Example 5

[0162]

complex contaiming an intact labeled protein botulinum toxin across intact skin after a

This experiment demonstrates the use of a peptdyl carrier to transport a large

single time admimstration relative to controls.

Baclkbone selection.

[0163] The positively charged backbone was assembled by covalently attaching —
GlysArg; to polylysine MW 112,000 via the carboxyl of the terminal glycine to free
amines of the lysine side chains at a degree of saturation of 18% (i.e., 18 out of each 100

lysine residues is covalently attached to a —Gly;Arg;). The modified backbone was

KA
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designated “KNR” The control polycation was unmodified polylysine (designated “K”,
Si1gma Chemical Co., St. Lows, MO) of the same size and from the same ot

Therapeutic agent
[0164] Botox® biand of botulmum toxin A (Allergan) was selected for this experiment,

It has a molecular weight of approximately 150,000.
Preparation of samples

[0165] The botulinum toxin was reconstituted according to the manufacturer’s
instructions. An aliquot of the protein was biotinylated with a calculated 12-fold molar
excess of sulfo-NHS-LC biotin (Pierce Chemucal). The labeled product was designated
“Btox-b”.

[0166] In each case, an cxcess of polycation was employed to assemble a final complex
that has an excess of positive charge as 1n dehvery of highly negative large nucleic acid
complexes A net ncutral or positive charge prevents repulsion of the protein complex
from highly negative cell surfacc proteoglycans and extraccllular matrix Btox-b dose
was standardized across all gioups, as was total volume and final pH of the composition

to be applied topically Samples were prepared as follows

Group labeled “JMW-7" 20 unils of Btox-b per aliquot (1.e. 20 U total) and
peptidyl carrier KNR at a calculated MW ratio of 4.1 were mixed to homogeneity
and diluted 1o 200 microliters with phosphate buffered saline. The resulting
composition was mixed to homogeneity with 1.8 ml of Cetaphil and aliquoted in

200 mucroliter portions.

Group labeled “JMW-8": 2.0 unils of Blox-b per aliquot (i.e 20 U total) and K at
a charge ratio of 41 were nuxed to homogeneity and diluted to 200 microliters
with phosphate buffered saline. The resultng composition was mixed to

homogeneity with 1.8 ml of Cetaphil and aliquoted in 200 microliter portions.

Ammal experiments to determine transdermal delivery efficiencies afier simgle
time treatment with peptidyl carriers and labeled Botuliniun toxin .

[0167} Animals were anesthetized via inhalation of isoflurane during application of
treatments. Afier being anesthetized, C57 black 6 mice (n=4 per group) underwent
topical application of metered 200 microliter dose of the appropriate treatment applied to

RE
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the cramal portion of dorsal back skin (selected because the mouse cannot reach thus
region with mouth or limbs). Animals did not undergo depilation. At 30 minutes after
the imtial treatment, mice were euthamzed via inhalation of CQO,, and treated skin
segments were harvested at fuil thickness by blinded observers Treated segments were
divided into three equal portions; the cramial portion was fixed 1n 10% neutral buffered
formalin for 12-16 hours then stored in 70% ethanol until paraffin embedding The
central portion was snap-frozen and employed directly for biotin visualization by blinded
observers as summanzed below. The treated caudal segment was snap frozen for

solubilization studies

[0168] Biotin visualization was conducted as follows Briefly, each section was
immersed for 1 hour 1in NeutrAvidin® buffer solution. To visnalize alkaline phosphatase
activity, cross sections were washed i saline four times then immersed in NBT/BCIP
(Pierce Scientific) for | hour. Sections were then ninsed 1n saline and photographed n

entirety on a Nikon E600 microscope with plan-apochromat lenses

Data handhng and statistical analysis

[0169] Total positive staiming was determined by blinded observer via batch umage
analysis using Image Pro Plus software (Media Cybemetics, Silver Spring, MD) and was
normalized to total cross-sectional area to determine percent positive staimng for each.
Mean and standard error were subsequently determined for each group with analysis of
sigmficance at 95% confidence 1n one way ANOVA repeated measures using Statview

software (Abacus, Berkeley, CA).

Results-

{0170] The mean cross-sectional area positive for biotinylated botulinum toxin was
reported as percent of total area after single-time topical administration of Btox-b with
either KNR (“EB-Btox™) or K (“nl”). The results are presented in the following table and
are illustrated 1n Figure 7. In Figure 7, the area positive for label was determined as
percent of total area after three days of once daily treatment with “EB-Btox” which
contained Btox-b and the peptidyl carrier KNR and “nl”, which contained Btoxb with

polycation K as a control. Mean and standard error are depicted for each group.
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Example 5. Mean and standard error for !abeled botulinum toxin area as percent of total

cross-section afier single time topical administration of Btox-b with KNR (JMW-7) or K

(JMW-8) for 30 minutes

Group Mean Std Error
JIMW-7 33.000 5.334
JMW-8 8.667 0334

P=0 0001 (Significant at 99%)

Example 6

[0171] Example 5 demonstrated that the peptidyl transdermal camer allowed efficient
transfer of botulinum toxin after lopical administration in a murine model of intact skin.
However, this experiment did not indicate whether the complex protein botulinum toxin
was released in a functional form after translocation across skin. The following
eaxperiment was thus constructed to evaluate whether botulinum toxin can be
therapeutically delivered across intact skin as a topical agent using this peptidyl carmer

(again, without covalent modification of the protemn)

[0172] The positively charged backbone was again assembled by covalently attaching—
GlysArgy to polylysine MW 112,000 via the carboxyl of the terminal glycine to free
amines of the lysine side chains at a degree of saturation of 18% (1.e., 18 out of each 100
lysine residues 1s covalently attached to a —Gly;Arg;). The meodified backbone was
designated “KNR”. Control polycation was unmodified polylysine (designated “K”,
Sigma Chemical Co, St. Lowms, MO) of the same size and from the same lot. The same
botulinum toxin therapeutic agent was used as in Example 5, and was prepared in the

same manner Samples were prepared as follows:

Group labeled “JMW-9"; 2.0 uvnits of botulinum toxin per aliquot (1.e 60 U
total) and peptidyl carrier KNR at a calculated MW ratio of 4:1 were mixed to
homogeneity and diluted to 600 microliters with phosphate buffered saline.
The resulting composition was mixed to homogeneity with 5.4 ml of Cetaphil

and aliquoted in 200 microliter portions.

Group labeled “JMW-10": 2.0 units of botulinum toxin per aliquot (i.e. 60 U
total) and K at a charge ratio of 4:1 were mixed to homogeneity and diluted to
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600 microliters with phosphate buffered saline. The 1esulting composition
was mixed to homogeneity with 5.4 ml of Cetaphil and ahquoted in 200

microliter portions.

Group labeled “JIMW-11"" 2.0 unts of botulinum toxin per aliquot (ie. 60 U
{otal) without polycation was diluted to 600 muicroliters with phosphate
buffered saline The resulting composition was mixed to homogeneity with 5 4

ml of Cetaphil and aliquoted in 200 microliter portions.

Animal expernnents to determine therapeutic efficacy after single time_treatment
with peptidvl carriers and botulinum toxun

10173] Animals were anesthetized via inhalation of 1soflurane dunng apphcation of
treatments After being anesthetized, C57 black 6 mice (n=4 per group) underwent
topical application of metered 400 microliter dose of the appropnate treatment applied
unifermly from the toes to the mid-thlg‘h- Both limbs were treated, and treatments were
randomized to either side Animals did not undergo depilation At 30 minutes afier the
mrhal treatment, mice were evaluated for digital abduction capability according to
published digital abduction scores for foot mobility after botulinum toxin administration
(Aoki, KR. A companson of the safety margins of botulinum neurotoxin serotypes A, B,
and F in mice. Toxicon 2001 Dec; 39(12). 1815-20) Mouse mobihily was also

subjectively assessed.

Data handling and statistical analysis:

[0174] Digtal abduction scores weie tabulated independently by two blinded observers

Mean and standard error were subsequently determined for each group with analysis of
sigmficance at 95% confidence 1n one way ANOVA repeated measures using Statview
software (Abacus, Berkeley, CA).

Results:

[0175] Mean digital abduction scores after single-time topical admmistration of
botulnum toxin with KNR (“JMW-9"), K (“JMW-10") or diluent without polycation
(“JMW-11"), are presented in the table below and illustrated in the representative
photomicrograph of Figure 8. The peptidy! carrier KNR afforded statistically significant
functional delivery of the botulinum toxin across skin relative to both controls, which

were comparable to one another. Additional independent repetitions (total of three
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independent experiments all with identical conclusions in statistically significant paralysis
from topical botulmum toxin with KNR but not controls) of the present expenment
confirmed the present findings and revealed no sigmficant differences between topical
botulinum toxin with or without K (ue. both controls). Interestingly, the mice
consistently ambulated toward a paralyzed hmb (which occurred in 100% of treated
ammals and 0% of controls from cither control group). As shown in Figure 8, a limb
treated with botulinum toxin plus the control polycation polylysine or with botulinum
toxin without polycation ("Btox alone”) can mobihze digits (as a defense mechanism
when picked up), but the limbs treated with botulinum toxin plus the peptidyl carmer

KNR (“Essentia Btox lohon™) could not be moved

Example 6 . Digital abduction scores 30 minutes after single-time topical application of

botulinum toxin with the peptidyl carner KNR (“JMW-9""), with a control polycation K

(“JMW-10™, or alone (“JMW-11"")

Group Mean Std. Error
IMW-9 3.333 0.333
IMW-10 0.333 0333
IMW-11 0.793 0300

P=0 0351 (Sigmficant at 95%)
Conclusions:

[0176] This experiment serves to demonstrate that the peptidyl transdermal carrier can
transport a therapeutically effective amount of botulinum therapeutic across skin without
covalent modification of the therapeutic. The experiment also confirms that botulimum

toxin does not function when applicd topically mn controls.

Example 7

[0177] This experiment demonstrates the performance of a non-peptidyl carner in the

invention.

Backbone selection:

[0178] The positively charged backbone was assembled by covalently attaching -
Gly;Arg, to polyethyleneimine (PEI) MW 1,000,000 via the carboxyl of the terminal

glycine to free amines of the PEI side chains at a degree of saturation of 30% (i.e., 30 out
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of each 100 lysine residues 1s covalently attached to a —GlysArg;). The modified
backbone was designated “PEIR” to denote the large nonpeptidyl carrier. Control
polycation was unmodified PEI (designated “PEI”, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
of the same size and from the same lot. The same botulinum toxin therapeutic agent was

used as in example 5.

[0179] Botulinum toxin was reconstituted from the BOTOX® product according to the
manufacturer’s instructions In each case, an excess of polycation was employed to
assemble a final complex that had an excess of positive charge as in delivery of highly
negative large nucleic acid complexes. A net neutral or positive charge prevents
repulsion of the protein complex from highly negative cell surface proteoglycans and
extracellular matnx The botulinum toxin dose was standardized across all groups as was
total volume and final pH of the composition to be applied topically. Samples were

prepared as follows

Group labeled “AZ™ 2.0 units of botulinum toxin per aliquot (1e 60 U total)
and the nonpeptdyl carmmer PEIR 1n ultrapure form at a calculated MW ratio
of 5:1 were mixed to homogeneity and diluted to 600 microliters with
phosphate buffered saline The resulting composition was mixed to

homogeneity with 5.4 ml of Cetaphil and ahiquoted in 200 microliter portions.

Group labeled “BA™ 2 0 units of botulinum toxin per aliquot (1.e. 60 U total)
and PEI at a charge 1ati0 of 5:1 were mixed to homogeneity and diluted to 600
microliters with phosphate buffered saline. The resulting composition was
mixed to homogeneity with 5 4 ml of Cetaphi! and aliquoted in 200 microlter

pertions.

Animal experiments to determine therapeutic efficacy after single time treatment;

[0180] Animals were anesthetized via inhalation of isoflurane during application of
treatments. After being anesthetized, C57 black 6 mice (n=3 per group) underwent
topical application of metered 400 microliter dose of the appropriate treatment applied
uniformly from the toes to the mid-thigh. Both limbs were treated, and treatments were
randomized to either side. Animals did not undergo depilation. At 30 minutes after the
initial treatment, mice were evaluated for digital abduchon capability according to
published digital abduction scores for foot mobility after botulinum toxin administration
(Aoki, KR. A comparison of the safety margins of botulinum neurotoxin serotypes A, B,
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and F in mmce. Toxicon. 2001 Dec; 39(12): 1815-20). Mouse mobility was also

subjectively assessed.

Data handling and statistical analysis

[0181]

Mean and standard error were subsequently determined for each group with analysis of

Digntal abduction scores were tabulated independently by two blinded obscrvers

significance at 95% confidence in one way ANOVA repeated measures using Statview
software (Abacus, Berkeley, CA)

Results

[0182] Mean digital abduction scores after single-time topical administration of
botulinum toxin with ultrapuie PEIR (“AZ”), or contiol polycation PEI (“BA”), and
repetition (single independent repetition for thus expenment), are presented in the tables
below. The nonpeptidyl carrier PEIR afforded statishcally significant functional delivery
of botulinum toxn across skin relative to confrols As before, ammals were observed to

walk 1 circles toward the paralyzed limbs.

Example 7 Repettion 1. Digital abduction scores 30 minutes afier sinule-time topical

admimstration of Botulinum toxin with ultrapure PEIR (“AZ™), or controi polycauon PEl
(“BA™). Mean and standard error are presented

PCT/US2005/006930 :}5 .

Group Mean Std. Error’
BA 0 833 0.307
AZ 3.917 0.083

P=0.0002 (Sign:ficant at 99%)

Example 7. Repetition 2. Digital abduction scores 30 minutes after single-time topical
admimstration of Botulinum toxin with ultrapure PEIR (“AZ1"), or control polycation
PEI (“BA1™). Mean and standard error are presented.

Group Mean Std. Error
BAl 0.333 0.211
AZ1 3.833 0.167

P=0.0001 (Significant at 99%)

T1
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Conclusions:

[0183] This experiment demonstrated that the nonpeptidyl transdermal camer can
transport therapeutic doses of botulinum toxin across skin without prior covalent
modification of the botulinum toxin These findings complement those with peptidyl
transfer agents. The option of using a nonpeptidyl or a peptidyl camer to achieve the
therapeutic effect will allow tailloring to specific circumstances, environments, and
methods of application and add to the breadth of the transdermal delivery platform of this

invention.

[0184] In these examples botulinum toxin penetration with either peptidyl or
nonpeptidyl carners versus topical botulinum toxin without the camer further establishes
utility for transdermal penetration of antigens for immunization, particularly for
immun:zation with antigens that cross skin poorly otherwise such as botulinum Delivery
of a functional botulinum toxin ensures that at least fow distinct epitopes have been
dehivered transdermally in an intact state, the fact that functional botulinum toxin was not
delivered 1n the absence of the camer in either example confirms that the carrier affords
significant immunization potential relative to the agent in the absence of the carner. Since
immunization requires that the antigens cross skin n a sufficient quantity to mount an
mmmune response, this approach allows transdermal delivery of an antigen for
nmumnzation Since this approach does not require covalent modification of the antigen
and need not volve viral gene transfer, a number of advantages arise in terms of safety

stability, and cfficiency.

Example 8

[0185] This experiment details production of peptidyl and nonpeptidyl carriers with

TAT efficiency factors, as well as assembly of these carriers with botulinum toxins.

Coupling of polvetiiylene inine (PEI) to TAT fragment GGGRKKRRORRR.

[0186] The TAT fragment GGGRKKRRQRRR (6mg, 0.004 mmol, Signa Genosys,
Houston, TX), lacking all sidechain protecting groups, was dissolved in 1 ml of 0.1M
MES buffer. To this was added EDC (3 mg, 0.016 mmol) followed by PEI 400k
molecular weight 50% solution (w:v) 1n water, (~0.02 ml, ~2.5 x 10-5 mmol) The pH
was determined to be 7.5 by test paper. Another 1 m! portion of 0.1M MES was added
and the pH was adjusted to ~5 by addition of HCl. Another portion of EDC (5 mg, 0.026
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mmol) was added and the reaction, pH~5 was stirred overmight. The next morning, the

reaction mixture was frozen and lyophilized.

[0187) A column (lcm diameter x 14 cm height) of Sephadex G-25 (Amersham
Biosciences Corp, Piscataway, NJ} was slurned in sterile 1x PBS. The column was
standardized by elution of FITC dextrans (Sigma, St Lows, MO) having 19kD molecular
weight The standard mitially eluted at 5 ml PBS, had mid peak at 6 ml and tailed at 7
ml The lyophilized reaction mixturc from above was dissolved 1n a small volume PBS
and apphicd to the column It was cluted by successive applications of 1 ml PBS
Fractions were collected with the first one consisting of the first 3 ml eluted, including the

reaction valume. Subsequent fiactions were | ml.

[0188] The fractions eluted were assayed for UV absorbance at 280 nm. Fractions 3, 4
and 5 conesponding to 5-7 ml defined a modest absorbance peak. All fractions were
lyophilized and IR spectra were taken. The charactenstic guanidine tnple peak (2800-
3000 cm-1) of the TAT fragment was seen 1n fractions 4-6. These fractions also showed
an amide stretch at 1700 cm-1 thus confirmng the conjugate of the TAT fragment and
PEL

[0189] Another iteration was mun using the TAT fragment GGGRKKRRQRRR (116
mg. 0007 mmol) This amount was calculated such that one in 30 of the PEI amines
would be expected to be reacted with TAT fiagment. This approximates the composition
of the ongnal polylysine-oligoaigimne (KNR) efficiency factor descnbed above
Successful covalent attachment of the TAT fragment to the PEI animes was confirmed by

IR as above

Coupling of Polylysine to TAT fracment

[0190] To a solution of polylysine (10 mg 1 1 x 10-4 mmiol; Sigma) in 1 ml of 0.1M
MES, pH ~ 4 5 was added TAT fragment (4 mg, 0.003 mmol) then EDC (3.5 mg, 0.0183
mmol). The resulting reaction mixture (pH ~ 4.5) was stirred at RT. The reaction was
frozen at -78 °C overnight. The next day the reaction mixture was thawed to RT and the
pH was adjusted to ~8 by the addition of saturated sodium bicarbonate. The reaction
mixture was applied directly to a Sephadex G-25 column constituted and standardized as
described above. It was eluted in seven 1 ml fractions starting after S ml. UV 280
absorbance was teken, revealing a relative peak in fraction 2,3 and 4. IR of the
lyophilized fractions revealed the characteristic guanidine peak (2800-3000 cm-1) in
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fractions 1-7. Fraction 1 had a strong peak at 1730 em-1 and nothing at 1600 cm-1, for
fractions 2-6 the opposite was true. Thus, successful covalent attachment of the TAT

fragment to a peptidyl cammer, polylysine, was confirmed.

[0191]) The covalently attached TAT fragment and PEI (PEIT) and the covalently
attached TAT fragment and polylysine (KNT) were subsequently muxed with botulinum

toxin to form a noncovalent complex as below

Group labeled “JL-1" 2 0 umits of Btox-b per aliquot (1 e. 20 U total) and PEIT at
a charge ratio of 4'1 werec mixed to homogeneity and diluted to 200 microliters

with phosphatc buffered saline

Group labeled “JL-2"": 2 0 unuts of Btox-b per aliquot (1 . 20 U total) and KNT at
a charge ratio of 4 1 were mixed to homogeneity and diluted to 200 microliters

with phosphate buffered saline.

[0192) After noncovalent complex formation, particles were centrifuged at 12,000 x g n
a rotary microcentnfuge for 5 minutes, then resuspended in 20 microliters of deromized
water and evaporated on a Germamum atienuated total reflectance cell for IR. Presence of
Btox-b in the complexes was thus confirmed Overall, this expennment confirmed that
synthetic schemes could be apphed to other efficiency factors and the resulting carriers
can be complexed with a biologically active agent — in this case botulinum toxin — as 1n
prior examples usmg camers with oligoarginine positively charged branching or

efficiency groups.

Example 9

[0193] This experiment demonstrates the performance of a peptidyl carrier for imaging
of a specific antigen In this example, complexes of one of the Essentia peptidyl carriers,
KNR2, with optical imaging moieties and modified antibodies targeting melanoma are

suitable for topical detection of melanoma.

Baclbone selection.

[0194] The positively charged peptidyl backbone was assembled by covalently
attaching —GlysArg; to polylysine MW 150,000 via the carboxyl of the terminal glycine
to free amines of the lysine sidechains at a degree of saturation of 18% (i.e., 18 out of

each 100 lysine residues is covalently attached to a —-GlysArg;). The modified backbone

el
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was designated “KNR2”. The control polycation was unmodified polylysine (designated
“K2", Sigma Chemical Co., 8t Lows, MO) of the same size and from the same lot

(0195] A murine monoclonal antibody to a conserved human melanoma domain,
ganghoside 2, (IgG3, US Biologicals, Swampscoit, MA) was covalently attached to a
short polyaspartate anion chain (MW 3,000) via EDC coupling as above to generate a
denvatized antibody designated “Gang?Asp”. Additionally, an anionic imaging agent was
designed using an oligonucleic acid as a polyamon wherein the sequence was ATGC-J
(designated “ATGC-J" henceforth) with “J” representing a covalently attached Texas Red
fluoiophore, (Sigma Genosys, Woodlands, TX) For this experiment, 6.35 micrograms of
Gang2Asp was combined with 0 1712 miciograms of ATGC-J and then complexed with
17.5 microgrtams of KNR2 in a total volume of 200 mucroliters of deiomzed water to
attain a final ratio of 5.1 1"KNR2.ATGC-J.Gang2Asp The muxture was vortexed for 2
munutes The resulting complexes were applied to hydrated CellTek Human Melanoma
shides and control CellTek Cytokeratin Shides (SDL, Des Plaines, IL) and incubated for 5
minutes before photographic evaluation of fluorescence distnbution versus brghtfield
distnbution of metanoma pigment in the same field Additional controls without ATGC-J
or without Gang2Asp were also employed.

Results

[0196] The non-covalent complexes afforded a distnbution of the optical imaging agent
that followed the tropism of the antitbody denvative rather than the distnbution of the
complexes in the absence of the antibody More noteworthy, the complexes followed a

distribution that matched that of the pigmented melanoma cells, as depicted 1n Figure 9
Conclusions

[0197] This expenment demonstrates the production of a viable complex for transport
across skin and visualizaton of melanoma through optical techmques using a carrier
suitable for topical delivery. Such an approach could be employed for example
conjunction with surgical margin-setting or could be employed in routine melanoma
surveillance. Similar strategies could readily be employed for topical diagnosis of other
skin-related disorders as well, as will be apparent to one skilled 1n the art. Given the very
high sensitivity of optical imaging moieties, significant promise in improved detection of

these disorders could be afforded through these non-covalent complexes.
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[0198] It 1s understood that the examples and embodiments described herein are for
illustrative purposes only and that vanous modifications or changes in light thereof will
be suggested to persons skilled in the art and are to be included within the spint and
purview of this apphcation and scope of the appended claims. All publications, patents,
and patent applcations cited herein are hereby incorporated by reference in their entirety

for all purposes.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. A composihon compnsing a biologically active protein which does
not therapeutically aiter blood glucose levels and a camer which comprises a posttively
charged backbone having attached positively charged branching groups and which 1s
present in an effective amount for transdermal delivery, wherein the association between

the carmer and the biologically active protein 1s non-covalent.

2. A composition according to claim 1 whetein the composition
provides greater transdermal delivery of the biologically active protein relative to the
agent m the absence of the carrier. ,
3. A composition according to claim 2 1n which the biologically

active protemn has therapeutic activity.

4. A composition compnising a non-protein non-nucleic acid
biologically active agent and a canier which compnises a positively chaiged backbone
having attached positively charged branching groups and which is present in an effective
amount for transdermal delivery, wherein the association between the carmier and the

biologically active agent 1s non-covalent

5. A composition according to claim 4 wherein the composition
provides greater tiansdermal delivery of the biologically active agent relative to the agent

in the absence of the carrier.

6 A composttion according to claim 5 in which the biologically

active agent has a therapeutic activity.

7. A composition according to claim 3 1n wluch the therapeutic

protein has a molecular weight of at least 50,000 kD.

8. A composition according to claim 1 1n which the backbone
comprises a positively charged polypeptide.

a1
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9 A composition according to claim 8 1n which the backbone
compnses a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
10,000 to about 1,500,000.

10. A composition according to claim 8 in which the backbone
compnses a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
25,000 to about 1,200,000.

| A composttion according to claim 8 in which the backbone
compnses a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
100,000 to about 1,000,000

12. A composition according to claim 8 in which the backbone

comprises a positively charged polylysine

13 A composition according to claim 12 in which the backbone
comprses a positively charged polylysine having a2 molecular weight of from about 10,000
to about 1,500,000

14 A composition according to claim 12 1n which the backbone
comprises a positively charged polylysine having a molecular weight of from about 25,000
to about 1,200,000.

15. A composition according to claim 12 in which the backbone
comprises a positively charged polylysine having a molecuiar weight of from about

100,000 to about 1,000,000.

16. A composition according to clatm 1 in which the backbone

comprises a positively charged nonpeptidyl polymer.

17. A composition according to claim 16 in which the nonpeptidyl

polymer backbone comprises a positively charged polyalkyleneimine.
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18. A composition according to claim 17 in which the

polyalkyleneimine 1s a polyethyleneimine.

19 A composition according to claim 18 in which the

polyethylencimine has a molecular weight of from about 10,000 to about 2,500,000.

20 A composition according to claim 18 1n which the

polyethyleneimine has a molecular weight of from about 100,000 to about 1,800,000.

21 A composition according to claum 18 1n which the

polyethylenemmine has a molecular weight of from about 500,000 to about 1,400,000

22. A composition according to claim 1 1n which the carmer comprises
a positively charged polymer having attached positively charged branching groups
independently selected from —{gly)n-{arg)a2, HI'V-TAT and fragments theteof , and
Antennapedia PTD and fragments or mixtures thereof, in which the subscript nl 1s an
integer of from 0 to about 20, and the subscript n2 1s independently an odd integer of

from about S to about 25.

23 A composition accoiding to claim 22 in which the positively

charged branching groups are independently sclected from groups having the formula -
(gly)ni-(arg)na.

24 A composition according to claim 23 1n which the subsenipt nl is

an intcger of from about 1 to about 8.

25 A composition according to claim 23 1n which the subscript nl is

an integer of from about 2 to about 5.

26. A composition according to claim 23 1n which the subscript n2 is

an odd number of from about 7 to about 17.

27. A composition according to claim 23 in which the subscript n2 is

an odd number of from about 7 to about 13.
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28 A composition according to claim 22 in whach the branching

groups are selected from HIV-TAT and fragments thereof

29 A composition according to claim 28 in which the attached
positively-charged branching groups are HIV-TAT fragments that have the formula
(ly)p-RGRDDRRQRRR-~(gly)q, (gly)p-Y GRKKRRQRRR-(gly)q, or
(gly);-RKKRRQRRR-(gly); wherein the subscripts p and q are each independently an
integer of from 0 to 20

30. A composition according to claim 22 in which the branching

groups are Antennapedia PTD groups or fragments thereof

31. A composition according to claim 22 i which the positively

charged polymer comprises a polypeptide

32. A composition according to claim 31 1n which the polypeptide 1s

selected from polylysines, polyarginines, and polyornithines.

33. A composilion according to claim 32 in whech the polypeptide is a

polylysne.

34 A composttion according to claim 22 in which the polymer

comprses a positively charged ﬂonpeptidyl polymer

35 A composition according to claim 34 in which the nonpeptidy}

polymer comprises a positively charged polyalkylenemmune.

36. A composition according to claim 35 in whuch the

polyalkyleneimine 1is a polyethyleneimine.

37. A composition according to claim 4 i which the backbone
comprises a positively charged polypeptide.
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38. A composition according to claim 37 in which the backbone
comprises a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
10,000 to about 1,500,000.

39. A composition according to claim 37 in whuch the backbone
compnises a positively chaiged polypeptide having a molecular weight of from about
25,000 to about 1,200,000.

40 A composition according to claim 37 in which the backbone
compnses a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
100,000 to about 1,000,000.

41 A composition according to claim 37 in which the backbone

comprises a positively charged polylysine

42, A composition according to claim 41 in which the backbone
comprises a positively charged polylysinc having a molecular weight of from about 10,000
o about 1,500,000,

43. A composition according to claim 41 in which the backbone
compnses a positively charged polylysine having a molecular weight of from about 25,000
to about 1,200,000

44 A composition according to claim 41 in which the backbone
cownprises a positively charged polylysine having a molecular weight of from about
100,000 to about 1,000,000.

45 A composition according to claim 4 1n which the backbone

comprises a positively charged nonpeptidyl polymer.

46. A composition according to claim 45 in which the nonpeptidyl

polymer backbone comprises a positively charged polyalkyleneimine:



WO 2005/084361 PCT/US2005/006930 & G

47. A composition according to claim 46 1n which the

polyalkyleneimine 1s a polyethyleneimine

48. A composition according to claim 47 i which the

polyethyleneinune has a molecular weight of from about 10,000 to about 2,500,000

49 A composition according to claim 47 in which the

polyethyleneimine has a molecular weight of from about 100,000 to about 1,300,000

50. A composition according to claim 47 1n which the

polyethyleneimine has a molecular weight of from about 500,000 to about 1,400,000.

51. A composition according to claim 4 1n which the carrier comprises
a positively charged polymer having attached positively charged branching groups
independently selected from ~—(gly)n -(arg)n, HIV-TAT and fragments thereof, and
Antennapedia PTD and fragments or mixtures thereof, in whach the subscript nl 1s an
integer of from 0 to about 20, and the subscnpt n2 1s :ndependently an odd mteger of

from about 5 to about 25.

52 A composition according to claim 51 in which the positively
charged branching groups are mdependently selected from groups having the formula -

(glY)n1-(arghna.

53 A composition according to claim 52 in which the subscript nl is

an integer of from about 1 to about 8.

54. A composition according to claim 52 1n which the subscript nl is

an integer of from about 2 to about 5.

55. A composition according to claim 52 in which the subscript n2 1s

an odd number of from about 7 to about 17

56. A composition according to claim 52 in which the subscript n2 is

an odd number of from about 7 to about 13.
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57. A composition according to claim 51 in which the branching

groups are selected from HIV-TAT and fragments thereof.

58. A composition according to claim 57 in which the attached
positively-charged branching groups arc HIV-TAT fragments that have the formula
(gly);-RGRDDRRQRRR-(gly)q, (gly)p-Y GRKKRRQRRR-(gly)q, or
(gly)p-RKKRRQRRR-(gly)q wherein the subscnipts p and q are each independently an

integer of from 0 to 20

59 A composition according to claim 51 in which the bianching

groups are Antennapedia PTD groups or fragments thereof.

60 A composition according to claim 51 in which the positively

charged polymer comprises a polypeptide.

61 A composttion according to claim 60 1in which the polypeptide 1s

selected from polylysines, polyarginines, polyornithines, and polyhomoarginmes

62 A composition according to claim 61 in which the polypeptide 1s a

polylysine

63. A composition according to claim 51 in which the polymer

compnses a positively charged nonpeptidyl polymer.

64. A composition according to claim 63 1n which the nonpeptidyl

polymer comprises a positively charged polyalkyleneimine.

65. A composition according to claim 64 in which the

polyalkyleneimine is a polyethyleneimine.

66. A composition according to claim 4 containing from about 1 x
10 to about 25 weight % of the biologically active agent and from about 1 x 10™ to
about 30 weight % of the positively charged carrier.
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67. A controlied release composition according to claim 4

68° A composition according to claim | 1n which the biologically

active protein is a botulinum toxin,

69 A composition according to claim 68 in which the botulinum toxin

1s selected from botulinum toain scrotypes A, B, C, D, E, F and G.

70. A composition according to claim 68 in which the botulinum toxin

compnses a botulinum toxin denvative

71 A composition according to claim 68 1n which the botulinum toxin

comprises a recombinant botulinum toxin.

72 A kit for administration of a composition accordmgto claim 1 to a
subject compnising a device for delivenng the biologically active agent and a camer
which compnses a positively charged backbone having attached positively charged

branching groups and which s present in an effective amount for transdermal delivery

73. Akt according to claim 72 wherem the biologically active agent is

a botulinum toxin.

74. Akt according to claim 72 1n which the composition is contained
in a device for adnunistering the brologically active protein to a subject via the skin or

epithelium.

75.  Alat according to claim 74 1 which the device is a skin patch,

76.  AKkit for admmstration of a biologically active protein to a subject
comprismg a device for delivenng the biologically active protein to the skin or epithelium
and a composition compnsing a positively charged carrier having attached positively
charged branching groups independently selected from —(gly)ni-(arg)a2, HIV-TAT and
fragments thereof, and Antennapedia PTD and fragments or mixtures thereof, in which
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the subscrpt nl 1s an mteger of from 0 to about 20, and the subscript n2 1s independently
an odd integer of from about 5 to about 25, wherein the association between the camer

and the biologically active protein 1s non-covalent.

77. Akt according to claim 76 1n which the device 1s a skin patch.

78 A method of admiustening a biologically active protein which does
not therapeutically alter blood glucose levels to a subject compnsing topically applying to
the skin or epithelium of the subject the protein in conjunction with an effective amount
of a posttively charged carner comprising a positively charged backbone having attached
positively charged branching gioups, wherein the associaion between the carner and the

biologically active protein 1s non-covalent

79. A method according to claim 78 wherein the composition provides
greater transdermal delivery of the biologically active protein relative to the agent 1n the

absence of the carrier.

80 A method according to claim 79 m which the biologically active

protein has therapeutic activity

81 A method of administening a non-protein non-nucleic acid
biologically active agent to a subject compnising topically applying to the skin or
epithelium of the subject the biologically active agent 1n conjunction with an effective
amount of a positively charged carrier comprising a positively charged backbone having
attached positively charged branching groups, wherein the association between the camer

and the biologically active agent is non-covalent.

32 A method according to claim 81 wherein the composition provides
greater transdermal delivery of the biologically active agent relative to the agent in the

absence of the carrier.

83. A method according to claim 82 in which the biologically active
agent has a therapeutic activity.

QK
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84. A method according to claim 80 in which the biologically active
protein and carrier are admimistered to the subject in a composition contaimng both

components.

85 A method according to claim 80 in which the biologically active

piotein and carner are administered separately to the subject.

86. A method according to claim 83 1n which the biologically active
protein and carrier are administered to the subject in a composition containing both

components,

87. A method according to claim 83 1n which the biologically active

agent and carner are administered separately to the subject.

88. A method according to claim 80 in which the composition 1s a

controlled releasc composition or sustained release camposition

89 A method according to claim 83 in which the composition 1s a

controlled release composition or sustained release composition.

90 A method according to claim 80 in which the therapeutic protein is

a botuhnum toxin

91 A method according to claim 90 1n which the botulinum toxin is

selected from botulinum toxin serotypes A, B, C, D, E, F and G.

92. A method according to claim 90 in which the botulinum toxin

comprises a botulinum toxin derivative.

93. A method accordng to claim 90 in which the botulinum toxin

comprises a recombinant botulinum toxin.

94. A method according to claim 90 in which the botulinum toxin is

administered to provide an aesthetic and/or cosmetic benefit to the subject.
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95. A method according to claim 90 in which the botulinum toxin 15
admimstered to the subject for prevention or reduction of symptoms associated with

muscle spasm or cramping,

96 A method according to claim 90 in which the botulinum toxin and
the posttively charged carrier are adiminisicred topically to a site on the face of the

subject.

97. A method according to claim 90 n whach the botulinum toxin and
the positively charged carrier are admimistered topically to a site on the subject other than

the face.

98. A composition comprising an antigen smtable for immumzation
and a carner which compnses a positively charged backbone having attached positively
charged branching groups and which 1s present in an effective amount for transdermal

delivery, wherein the association between the carmer and the antigen 1s non-covalent.

99. A composition according to claim 98 1n which the backbone

compnses a positively charged polypephide.

100. A composition according to clasm 99 i which the backbone

comprises a posttively charged polypeptide having a molecular weight of from about
10,000 to about 1,500,000

101 A composition according to claim 99 in which the backbone
comprnises a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
25,000 to about 1,200,000.

102. A composition according to claim 99 in which the backbone

comprnses a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about
100,000 to about 1,000,000.
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103. A composition according to claim 99 in which the backbone

compnises a positively charged polylysine.

104. A composition according to claim 103 1n which the backbone
comprises a positively charged polylysine having @ molecular weight of from about
10,000 to about 1,500,000.

105. A composition according to claim 103 1n which the backbone
compnses a positively charged polylysine having a molecular weight of from about
25,000 to about 1,200,000.

106 A composition according to claim 103 1n which the backbone
comprises a positively charged polylysine having a molecular weight of fiom about

106,000 to about 1,000,000

107. A composition according to claim 98 1n which the backbone

comprises a positively charged nonpephdyl polymer

108. A composttion according to claim 107 in which the nonpeptidyl

polymer backbone comprises a posttively charged polyalkyleneimine

109 A composition according to claim 108 1n which the

polyalkyleneimine is a polyethyleneimine.

110. A composition according to claim 109 in which the

polyethyleneimine has a molecular weight of from about 10,000 to about 2,500,000.

111. A composition according to claim 109 in which the

polyethyleneimine has a molecular weight of from about 100,000 to about 1,800,000.

112. A composition according to claim 109 in which the
polyethyleneimine has a molecular weight of from about 500,000 to about 1,400,000.
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113. A composition according to claim 98 1n which the carrier
compnses & positively charged polymer having attached positively charged branching
groups independently selected from —{(gly)ai-(arg)a2, HIV-TAT and fragments thereof,
and Anfennapedia PTD and fragments and mixtures thereof, i which the subscnpt nl 1s
an nteger of from 0 to about 20, and the subscript n2 1s ndependently an odd integer of

from about 5 to about 25

114 A composition according to claim 113 i which the positively

charged branching groups are independently selccted from groups having the formula -

(gly)nm-(arg)n

115. A composition according to claim 114 1n whach the subscript nl 1s

an 1nteger of from about 1 to about 8.

116. A composition according to claim 14 in which the subscnpt nl 1s

an mteger of from about 2 to about 5.

117. A composition according to claim 114 in which the subscript n2 1s

an odd number of from about 7 to about 17.

118. A composition according to claim 114 1n which the subscript n2 1s

an odd number of from about 7 to about.13

119. A composition according to claim 113 in which the branching

groups are selected from HIV-TAT and fragments thereof.

120. A composition according to claim 119 in which the attached
positively-charged branching groups are HIV-TAT fragments that have the formula
(gly)-RGRDDRRQRRR-(gly)q, (gly)p-YGRKKRRQRRR-(gly), or
(gly)e-RKKRRQRRR-(gly), wherein the subscripts p and q are each independently an
integer of from 0 to 20.

121. A composttion according to claim 113 in which the branching
groups are Antennapedia PTD groups.
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122 A composition according to claim 113 1n wiuch the positively

charged polymer comprises a polypeptide.

123. A composition according to claim 122 in which the polypeptide 15

selected from polylysines, polyarginines, and polyomithines

124 A composttion according to claim 123 in which the polypeptide 1s

a polylysine.

125 A composition according to claim 113 i which the polymer

compnses a positively charged nonpeptidyl polymer.

126 A composition according to claim 125 in which the nonpeptidyl

polymer comprises a positively charged polyalkylencimine

127 A composition according to claim 126 1n which the

polyalkyleneimine 1s a polyethyleneimine.

128 A composition according to claim 98 containing from about 1 x
107" to about 49.9 weight % of the antigen and from about 1 » 10 to about 50 weight %
of the positively charged carrier.

129 A confrolled release composition according to claim 98.

130 A composition according to claim 98 in which the antigen is a

botulinum toxin.

131. A composition according to claim 130 1n which the botulinum

toxin is selected from botulinum toxin serotypes A, B, C, D, E, F and G.

132. A composition according to claim 130 in which the botulinum

toxin comprises a botulinum toxin derivative.
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133. A composition according to claim 130 in which the botulinum

toxin comprises a recombinant botulinum toxin

134. A composition according to claim 98 in which the antigen 1s

suitable for childhood immunizations.

135 A kit for adminstration of an antigen suitable for immumzation to
a subject comprnising a device for delivening the antigen to the skin or epithelium and a

composition according to claim 98

136. A kit according to claim 135 further comprising a custom

applicator.

137 A kat according to claim 135 in which the composition is contained
in a device for administenng an antigen suitable for immumization to a2 subject via the

skin or epithelium.

138 A kut according to claim 137 in which the device 1s a skin patch.

139 A kit for administration of an anhigen suitable for immunization to
a subject compnising a device for delivering the antigen smtable for immunization to the
skin or cpitheliun and a composition compnsing a positively charged carrier having
attached positively charged branching groups independently selected from
(gly)ni-(arg)n2- HIV-TAT and fragments thereof, and Antennapedia PTD and fragments
and mixtures thereof, 1n which the subscript nl s an integer of from 0 to about 20, and
the subscript n2 is :ndependently an odd integer of from about 5 to about 25, wherein the

association between the carmmer and the antigen is non-covalent.
140. A kit according to claim 139 in which the device is a skin patch.

141. A method of administering an antigen suitable for immunization to
a subject comprising topically applying to the skin or epithelium of the subject the antigen
suitable for immunuzation in conjunction with an effective amount of a positively charged

carrier comprising a positively charged backbone having attached positively charged

n1
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branching groups, wherein the association between the carrier and the antigen 1s non-

covalent..

142. A method according to claim 141 1in which the antigen suitable for
immunization and carrier are adminustercd to the subject in 2 composition containing both

components

143. A method according to claim 141 in which the antigen suitable for

immumzation and carner are administered separately to the subject.

144 A method according to claim 141 1n which the backbone compnses

a posttively charged polypeptide

145 A method according to claim 144 in which the backbone comprises
a positively charged polypeptide having a molecular werght of from about 10,000 to
about 1,500,000

146 A method according to claim 144 in which the backbone comprises
a posttively chaiged polypeptide having a molecular weight of from about 25,000 to
about 1,200,000.

147 A method according to claim-144 in which the backbone comprises
a positively charged polypeptide having a molecular weight of from about 100,000 to
about 1,000,000.

148. A method according to claim 144 1n which the backbone comprises

a positively charged polylysine.

149. A method according to claim 148 in which the backbone comprises
a positively charged polylysine having a molecular weight of from about 10,000 to about
1,500,000.
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150. A method according to claim 148 in which the backbone comprises
a positively charged polylysine having a molecular weight of from about 25,000 to about
1,200,000

151 A method according to claim 148 1n which the backbone comprises
a positively charged polylysine having a molecular weight of from about 100,000 to about
1,000,000.

152 A method according to claim 141 1n which the backbone comprises

a positively charged nonpeptidyl polymer.

153. A method according to claim 152 n which the nonpeptidyl

polymer backbone compnses a positively charged polyalkyleneimine

154 A method according to claim 153 in whuch the polyalkyleneimine

1s 2 polyethyleneimine.

155 A method according to claim 154 1in which the polyethyleneimine
has a molecular weight of from about 10,000 to about 2,500,000

156 A method according to claim 154 1n whach the polyethyleneimine
has a molecular weight of from about 100,000 to about-1,800,000.

157 A method according to claim 154 in which the polyethyleneimine
has a molecular weight of from about 500,000 to about 1,400,000.

158. A method according to claim 141 in which the carrier comprises a
positively charged polymer having attached positively charged branching groups
independently selected from —~{gly)a1~(arg)nz, HIV-TAT and fragments thereof, and
Antennapedia PTD and fragments or rmxtures thereof, in which the subscript nl is an
integer of from 0 to about 20, and the subscript n2 1s independently an odd integer of
from about 5 to about 25.
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159. A method according to claim 158 in which the positively charged

branching groups are independently selected from groups having the formula -(gly)n;-

(al'g)nz-

160. A method according to claim 159 1n which the subscnpt n1 is an

nteger of from about 1 to about 8.

161. A method according to claim 159 1 which the subscript nl is an

integer of from about 2 to about 5.

162. A method according to claim 159 in which the subscript n2 is an

odd number of from about 7 to about 17

163 A method according to claim 159 1n which the subscript n2 15 an

odd number of from about 7 to about 13.

164 A method according to claim 158 1in which the branching groups
are selected from HIV-TAT and fragments thereof

165 A method according to claim 164 1n which the attached positively-
charged branching groups aie HIV-TAT fragments that have the formula
(gly);-RGRDDRRQRRR~(gly)q, (gly)y-Y GRKKRRQRRR-(gly)q, or
(2ly)p-RKKRRQRRR-(gly); wheren the subscripts p and q are cach independently an
integer of from 0 to 20,

166 A method according to claim 158 in which the branchung groups
are Antennapedia PTD groups.

167. A method according to claim 158 in which the positively charged
polymer compnses a polypeptide.

168. A method according to claim 167 in which the polypeptide is

selected from polylysines, polyarginines, and polyornithines.
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169. A method according to claim 168 in which the polypeptide is a
polylysine.

170. A method according to claim 158 in which the polymer comprises

a positively charged nonpeptidyl polymer.

171 A method according to claim 170 in which the nonpeptidyl

polymer comprises a positively charged polyalkyleneimine.

172. A method accoiding to claim 171 in which the polyalkyleneimine

is a polyethyleneimine

173 A method according to claim 141 in which the composition 1s a

controlled release composition

174 A method according to claim 141 m which the antigen suitable for

immunzation is a bomlinum toxin.

175. A method according to claim 174 in which the botulinum toxin 1s
selected from botulinum toxin serotypes A, B, C, D, E, F and G.

176 A method according to claim 174 in which the botulinum toxin

comprises a botulinum toxin denvative

177. A method according to claim 174 in which the botulinum toxin

comprises a recombinant botulinum toxmn.

178. A method according to claim 141 in which the antigen is suitable

for childhood immunizations.

179. A method according to claim 141 in which the antigen suitable for

immunization is administered to provide resistance to an environmental antigen.
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180 A method according to claim 141 1n which the antigen suitable for

immuruzation is admimstered to provide resistance to a potential pathogen.

181. A method according to claim 141 1n which the antigen suitable for

immumzation 18 admimstered to provide resistance to a potential biohazard.

182 A composition according to claim 4 in which a biologically active

agent 1s an antifungal agent

183. A composition according to claim 182 contaiming from about 1 x
10" to about 49 9 weight % of the biologically active agent and fiom about 1 x 107 to

about 50 weight % of the positively charged carrier
184 A controlled release composition according to claim 182

185 A composition according to claim 182 in which the antifungal
agent 1s selected from amphotencin B, fluconazole, flucytosine, itraconazole,

ketoconazole, clotrimazole, econozole, griseofulvin, miconazole, nystatin, and ciclopirox

186 A kit for admimstration of an antifungal agent to a subject
comprising a device for delivering the antifungal agent to the skin or epithelium of the

subject and a composition according to claum 182,

187. Akt according to claim 186 further comprising a custom

applicator.
188 A kit according to claim 186 in which the composition is contained
in a device for administering an antifungal agent to a subject via the nail plate or adjacent

anatomic structures.

189. A kit according to claim 186 in which the device is a prosthetic nail

plate or lacquer.
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190 A method according to claim 81 1n which the biologically active
agent is an antifungal agent.

191 A method according to claim 190 in which an antifungal agent and

carricr are adminstered to the subject in a composition containing both components.

192. A method according to claim 190 in which the antifungal agent and

camer are adminstered separately to the subject.

193 A method according to clamm 190 in which the composition is a

controlled release composition,

194. A method according to claim 190 1n which the antifungal agent 1s
selective from amphotencin B, fluconazole, flucytosine, itraconazole, ketoconazole,

clotnmazole, cconozole, gnseofulvin. miconazole, nystatin, and ciclopirox

195 A method according to claim 190 in which the antifungal agent 1s

administered to treat the symptoms and signs of a fungal infection.

196 A method according to claim 190 1n which the antifungal agent 1s

admimistered to alter sympioms or signs of fungal infection of the nail plate or nail bed.

197 A posttively charged polypeptide o1 nonpeptidyl polymer having
attached positively charged branching groups independently selected from —
(2ly)ni-(arg)n2, HIV-TAT and fragments thereof, and Antennapedia PTD and fragments
and mixtures thereof, in whach the subscript nl 1s an integer of from 0 to about 20, and

the subscript n2 is independently an odd integer of from about 5 to about 25.

198. A positively charged polypeptide or nonpeptidyl polymer
according to claim 197 in which the positively charged branching groups are

independently selected from groups having the formula -(gly)n1-(arg)na.

199. A positively charged polypeptide or nonpeptidyl polymer

according to claim 198 i which the subscript nl is an integer of from about 1 to about 8.
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200. A positively charged polypeptide or nonpeptidy! polymer

according to claim 198 1n which the subscript nl is an integer of from about 2 to about 5.

201. A positively chaiged polypeptide or nonpeptidy! polymer
according to clain 198 in which the subscnipt n2 1s an odd number of from about 7 to

about 17.

202 A positively charged polypeptide or nonpeptidyl polymer
according to claim 198 in which the subscript n2 1s an odd number of from about 7 to

about 13.

203 A positively chaiged polypeptide or nonpeptidyl polymer
according to claim 197 1n which the branching groups are selected from HIV-TAT and
fragments thereof.

204 A positively charged polypeptide or nonpeptidyl polymer
accoiding to ctaim 203 in which the attached positively-charged branching groups are
HIV-TAT fraginents that have the formula (gly),-RGRDDRRQRRR-(gly)q.
(8ly);-YGRKKRRQRRR-(gly),, or (gly);-REKKRRQRRR-(gly), wheremn the subscripts p

and q are each independently an integer of from 0 to 20

205 A positively charged polypeptide or nonpeptidyl polymer
according to claim 197 in which the branching groups are Antennapedia PTD groups or
fragments thereof.

206 A positively charged polymer according to claim 197 in which the

positively charged carrier comprises a polypeptide.

207. A positively charged polymer according to claim 206 in which the
polypeptide is selected from polylysines, polyarginines, polyomithines, and

polyhomoarginines.
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208. A positively charged polymer according to claim 207 in which the
polypeptide 1s a polylysine

209 A positively charged polymer according to claim 197 in which the

positively charged carrier comprises a positively charged nonpeptidyl polymer.

210. A positively charged polymer accordmng to clarm 209 1n which the

nonpeptidyl polymer compnises a positively charged polyalkyleneimine,

211 A positively charged polymer according to claim 210 1n which the

polyalkyleneimine 1s a polyethyleneimine.

212. A composition comprising a non-covalent complex of.
a) a positively-charged backbone; and
b) af least two members selected from the group consisting of.

1) anegatively-charged backbone having a plurality of attached
imaging moieties, or alternatively a plurality of negatively-charged imaging
moieties:

i) a negatively-charged backbone having a plurality of attached
targeting agents, or alternatively a plurality of negatively-charged targeting
moieties;

11) at least one member selected from RNA, DNA, ribozymes,
modified oligonucleotide and cDNA encoding a selected transgene;

1v) DNA encoding at least one persistence factor; and

v) anegatively-charged backbone having a plurality of attached
biological agents, or alternatively a negatively-charged biological agent;

wherein the complex carries a net positive charge and at least one of the

members is selected from i), 1), i1i) or v).
213. A method for prepanng a pharmaceutical or cosmeceutical

composition, the method comprising combining a positively charged backbone

component and at least two members selected from the group consisting of:

on
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1) anegatively-charged backbone having a plurality of attached
imaging moieties; or alternatively a plurality of negatively-charged imaging
moieties;

ii) a negatively-charged backbone having a plurality of attached
targeting agents; or alternatively a plurality of negatively-charged targeting
moieties;

m) at least one member selected from RNA, DNA, nbozymes,
modified ohigonucleic acids and cDNA encoding a selected transgene;

1v) DNA encoding at least one persistence factor; and

v) anegatively-charged backbone having a plurality of attached
biological agents or cosmeceutical agents, or a negatively-charged biological
agent or cosmeceutical agent;

with a pharmaceutically or cosmeceutically acceptable carner to form a
non-covalent complex having a net positive charge, and at least one of the members 1s

selected from 1), 1), 1i1) or v).

214 A composition compnsing insulin and an effective amount for
transdermal delivery of the msulin, of a carner comprising a positively.charged backbone
having attached positively charged branching groups, wherein the association between the

carner and 1insulin 15 non-covalent

215. A composition according to claim 214 contaimng nsulin and a

posttively charged carrier in a weight ratio of from about 30:1 to about 1.01:1
216 A controlled release composition according to claim 214.

217. At for administration of mnsulin fo a subject comprising insulin
and a carrier which compnses a positively charged backbone having attached posutively
charged branching groups and which is present in an effective amount for transdermal

delivery, wherein the associahon between the carrier and insulin is non-covalent.

218. A kit according to claim 217 in which the composition is contained

in a device for administering insulin to a subject via the skin or epithelium.

1NN
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219. A method of admimstering msulin to a subject compnising topically
applying to the skin or epithelium of the subject insulin in conjunction with an effective
amount of a positively charged carmier compnising a positively charged backbone having
attached positively charged branching groups, wherein the association between the camer

and insulin 1s non-covalent.

220 A method according to claim 219 in which the composition 1s a

controlled release composition

221 A composition compnsing an unaging moiety and a targeting agent
and a cammer which compnses a positively charged backbone having attached positively
charged branching groups and which 1s present 1n an effective amount for transdermal
dehvery. wherein the association between the carner and a biologically active protein 1s

non-covalent.

222 A composition according to claim 221, wherein the imaging moiety

and targeting agent are physically or chemically distinet.

223 A composition according to claim 221, wherein the imaging moiety

and targeting agent are not both phosphate.

224. A composition according to claim 221 in which the imaging agent

15 an gptical imaging agent.

225. A composition according to claim 224 in which the imaging agent
15 selected from Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy3.5, Cy7, Cy7.5, Oregon green 488, Oregon green
500, Oregon, green 514, Green fluorescent protein, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, and
HAMRA.

226. A composition according to claim 221 in which the imaging agent

is suitable for magnetic resonance imaging,

227. A composition according to claim 221 in which the targeting agent
recognizes melanoma.

m1
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228.  Akit for admimsstration of a composition according to claim 221 to
a subject compnsing a device for delivering the imaging and targeting moieties and a
cartier which compnses a positively charged backbone having attached positively
charged branching groups and which is present in an effective amount for transdermal

delvery.

229. A method of admimistenng an imaging moety and a targetig
agent to a subject compnsing topically applying to the skin or epithelium of the subject
the imaging moiety and targeting agent i conjunction with an effective amount of a
positively charged cammer compnsing a positively charged backbone having attached
positively charged branching groups, wherein the association between the carner and the

biologcally active protein 1s non-covalent

230  The method according to claim 229, wherein the imaging moiety

and targeting agent are physically or chemscally distinct.

231  The method according to claim 229, wherein the imaging moiety

and targeting agent are not both phosphate

232. A method according to claim 229 in which the imaging agent 1s an

- —.optical 1imaging agent.

233. A method according to claim 232 1n which the imaging agent is
selected from Cy3, Cy3.5, Cy5. Cy5.5, Cy7, Cy7 5, Oregon green 488, Oregon green 500,
Oregon, green 514, Green fluorescent protein, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, and
HAMRA,

234, A method according to claim 229 in which the imaging agent is

suitable for magnetic resonance 1mmaging.

235. A method according to claim 229 in which the targeting agent

recognizes melanoma.

1n1
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236 A method according to claim 229 1n which the composition is

applied for screening of patients at risk for melanoma.

237. A method according to.claim 229 in which the composition 18

applicd to aid surgical excision of melanoma.

238. A method according to claim 229 1n which the composition 1s

applied 1n conjunction with photographic techmques or image analysis techmques

239 A composition compnsing a non-covalent complex of:
a) a positively-charged backbone, and
b) at least two members selected from the group consisting of*
1) anegatively-charged backbone having a plurality of attached
1mmaging moieties; or a plurality of negatively-charged imaging moieties;
1)} anegatively-charged backbone having a plurality of attached
targeting agents; or a plurality of negatively-charged targeting mozeties; and
m) a negatively-charged backbone having a plurality of attached
biological agents, or a negatively-charged biological agent,
wherein the complex cames a net positive charge and at least one of the

members 1s selected from 1), 11), H1) or v).

240 A method for preparing 2 pharmaceutical or cosmeceutical
composition, the method compnsing combining a positively charged backbone
component and at least two members selected from the group consisting of;

1) a negatively-charged backbone having a plurality of attached
imaging moieties, or alternatively a plurality of negatively-charged imaging
moieties;

n) anegatively-charged backbone having a plurality of attached
targeting agents, or alternatively a plurality of negatively-charged targeting
moieties; and

iii) a negatively-charged backbone having a plurality of attached
biological agents or cosmeceutical agents, or a negatively-charged biological

agent or cosmeceutical agent;

1N
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with a pharmaceutically or cosmeceutically acceptable camer to form a
non-covalent complex having a net positive charge, with the proviso that at least one of

the members is selected from 1), in), 11} or v).

1Na4a
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SISTEMAS DE TRANSPORTE BIOLOGICO MULTICOMPONENTE

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001) Esta solicitud es una continuacién en parte de la solicitud U.S No.
09/910,432 presentada en Julio 20, 2001, la cual a su vez rewvindica priondad de la
solicitud provisional U.S. Ser. No. 60/220,44, presentada en Julio 21, 2000, cuyos

contenidos se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

DECLARACION DE LOS DERECHOS DE INVENCION HECHA BAJO

INVESTIGACION Y DESARROLLO FEDERALMENTE PATROCINADO

[0002] No aplicable

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Los sistemas de suministro de gen pueden ser ampliamente
clasificados en dos grupos: viral y no viral. Los sistemas virales tienen riesgos de
toxicidad mayor y han resultado de mayores complicaciones y muerte de ensayos
clinicos. Los sistemas no virales son mucho menos eficientes que las
aproximaciones virales pero ofrecen el potencial de adecuar las aplicaciones y
mejorar la especificad de la toxicidad y potencialmente disminuir la toxicidad. Las
estrategias no virales pueden ser ampliamente clasificadas como basadas en
lipido o no basadas en lipido. La estrategia presentada en esta invencién se puede
aplicar a cualquiera de las aproximaciones no virales existentes, de tal forma que

todas se describiran aqui.
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[0004] El sistema no viral mas simple esta dingido al suministro de ADN.
Debido a la carga negativa del ADN, muy poco del ADN de hecho entra a la célula
y la mayoria se degrada Virtuaimente nada del ADN entra al nucieo sin una
secuencia de blanco nuclear en la estrategia. Convencionalmente, se emplea otro
factor para mejorar la eficiencia del suministro de gen/producto (ADN, ARN, o
mas recien|temente terapéuticos de proteina) y mediante efectos mecanicos, tales
como electroporacién, ultrasonido, “pistola de gen” y microinyeccion dingida, o
neutralizacién de carga y efectos quimicos con agentes tales como fosfato de
calcio, polilisina, y preparaciones de liposoma En las Gltimas estrategias, la
neutralizacién de la carga se ha mostrado que Incrementa las eficiencias no
especificas varias veces sobre efectos quimicos/mecanicos homogéneos de las
preparaciones de lposomas solas. Con base en estos y resultados similares,
muchos han concluido que el ADN y ARN requiere neutralizacion de carga para la
eficiencia en la toma celular, en razén a que la carga negativa del ADN
esencialmente precluye el transporte excepto por endolisis con posterior fusion de
lisosoma (escapado con adicion de ofros agentes) La mayoria de agentes de
transfeccién actualmente utiliza un exceso de carga positiva en indices de 24
veces sobre la carga negativa de ADN. El hibrido resultante positivo se une
ibnicamente a las proteoglicanos de la superficie celular cargada negativamente y
mejora dramaticamente la toma posterior. Algunos agentes de transfeccion vistos
par tener un tropismo celular, mas probablemente en razén los patrones estéricos
y de carga que mas efectivamente apuntan a proteoglicanos particulares, que
varian en los patrones especificos de tipo de célula. Aian con los agentes
aproplados, es decir (el tropismo correcto) la neutralizacion de carga sola o en
combinacion con liposomas permanece extremadamente ineﬁciénte con relacién a
las estrategias virales. Asl, la comunidad a identificado un nimero de péptidos y

fragmentos de péptidos que facilitan la eficiente entrada de un complejo en una
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célula y pasan cualquier etapa de endolisosoma. Varios de todos los factores de
transporte pemiten ailn un producto eficiente de interés de una pequefia, gen
proteina, etc.). Esta aproximacion requiere que una nueva droga unida al factor de
transporte sea producida, purificada y ensayada. Muchos casos, estos hibridos
constituiran de hecho nuevas droga y requerirdn ensayo completo. Tales
resultados de proceso son un riesgo adicional significativo y costoso.
Alternativamente, un numero de estrategias simplemente emplea la mezcla del
agente no especificamente (0 aln especificamente en la superficie) en las
preparaciones de liposoma como vehiculos para una droga/ADN/factor. Aunque
una mejora sobre las modalidades directas o mas simples en términos de
eficiencias, estas aproximaciones permanecen Ineficientes {con relacién al virus) y
considerablemente mas toxicas que las simples estrategias no virales. Parte de
esta ineficiencia es debido a la pobre translocacién nuclear. Como resultado, las
estrategias han evolucionado para agregar sefiales de translocacién nucleares al
complejo detallado anteriormente, bien sea como parte del factor terapéutico

hibrido o como parte de la mezcla de liposoma. Los refinamientos adicionales

han incluido esfuerzos para reducir la ADN/ARN degradacién de factor.

[0005] Quizas los refinamientos importantes en las estrategias basicas
presentadas anteriormente han incluido ligandos especificos u otros agentes
blanco junto con el factor terapéutico. Estas estrategias ofrecen el potencial de
reducir grandemente la toxicidad no especifica y las mejoras sustanciales en la
eficiencia, particularmente, cuando se combina con los agentes de eficiencia
descritos anteriormente. Sin embargo, las estrategias habituales confian en los
enlaces covalentes para un vehiculo simple y asi necesitan una sintesis especifica
(para asegurar que las consideraciones estéricas en un grado de esquema de

sustitucion no favorezca un factor simple sobre los otros — es decir para asegurar
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que cada factor de eficiencia y cada porcién de imagen, y cada porcion blanco
esté presente en la estructura). Esto hace virtualmente imposible un nimero de
construcciones especificas (por ejempio, sialyl-lewis X y fragmento Fab a un
antigeno de superficie, en razén a que las imitaciones estéricas imitarfan la union
eficiente de uno u otro en la mayoria de los esquemas, y a su vez interferiria con
los factores de eficiencia). Aunque promisoria en concepto, estas aproximaciones
representan rendimientos costosos, muy bajos (en términos de sintesis), y

soluciones no probadas a este problema.

[0006] Como debe ser evidente en cada etapa de desarrollo en el suministro
de gel y factor no viral, se han encontrado problemas y, en la siguiente etapa
resuelto con un grado de complejidad agregado. Cada mejora representa una
etapa de incrementos sobre el estandar anterior. Sin embargo, la complejidad
agregada lleva riesgo desde el punto de vista de cuidado del paciente y la
ineficiencia y costo desde el punto de vista de produccién. Estas barreras han
conducido a un entusiasmoe grandemente disminuido para estas otras terapias

potenciales promisorias.

[0007] Lo que se requiere son nuevos métodos y composiciones que son
totaimente aplicables a las composiciones de diversos agentes terapéuticos y
cosmecéuticos que puedan ser blancos o imagenes para maximizar el suministro
a un sitio particular. Sorprendentemente, la presente invencién suministra tales

composiciones y métodos.

{0008]) Esta invencién se relaciona ademas con formulaciones para el
suministro transdérmico de proteinas tales como la insulina y también de

terapéuticos mayores y sustancias de diagnostico, por ejemplo, tales sustancias
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que tienen peso molecular de 50, 000 y mayor incluyendo proteinas tales como
toxina de botulinum, u otros agentes biolégicamente activos tales como, por
ejemplo, insulina, toxina de botulinum, una proteina terapéutica que no aitera
terapéuticamente los niveles de glucosa en la sangre, un agente basado en acido
nucleico, un agente terapéutico de acido no nucleico sin protelna tal como ciertos
antifingico s o alternativamente un agente para inmunizacion. La invencién
destruye especificamente los fragmentos de anticuerpo que no tienen actividad
bioldgica diferente de solamente unir el antigeno especlfico cuando el témino
“terapéutico” o “proteina biclégicamente activa” se emplea. En razén a que los
antigenos adecuados para la inmunizacion tienen otras actividades biologicas
tales como montar una respuesta inmune, estos pemmanecen incluidos en los
aspectos apropiados de esta invencién, sin embargo. Mas aun, los agentes que
tienen una actividad bioldégica o un efecto terapéutico al unir un antigeno
especifico, bloquean de esta manera la unién de ligando o altera la conformacion

del antigeno estan incluidos en esta invencién.

[0009] Las toxinas de botulinum (también conocidas como toxinas de botulin
o neurotoxinas de botulinum) son neurotoxinas producidas por la bacteria gram-
positivo Clostridium botulinum. Ellas actian para producir pardlisis de los
musculos y evitar [a transmision sinaptica o liberacion de acetilcolina a través de la
unién neuromuscular, y se cree que actdan sobre otras vias también. Su accién
esencialmente bloquea las sefiales que normalmente originarian los espasmos
musculares o las contracciones, dando como resultado la pardlisis, u originarian

secreciones glandulares o sobre excrecion tales como hiperhidrosis o acné.

[0010] La toxina de botulinum se clasifica en ocho neurotoxinas que estan

serologicamente relacionadas pero son distintas De estas, siete pueden originar



WO 2005/084361 6 PCT/US2005/006930 _[ l’é

pardlisis, a saber los serotipos de neurotoxina de botulinum, A, B, C, D, E, Fy G.
Cada una de estas se distingue por neutralizaciones con anticuerpos de tipo
especifico. Cada tipo puede ser de ocurrencia natural recombinante en la
produccién o variantes trabajadas con ingenieria tales como fusiones de proteina.
Sin embargo, el peso molecular de la molécula de protefna de toxina de botulinum,
para todas las siete de estos serotipos de toxina de botulinum activo de ocurrencia
natural o sus formas recombinantes, es de aproximadamente 150 kD. Tal como se
libero por la bacteria, las toxinas de botulinum son complejas que comprenden la
molécula de proteina de toxina de botulinum de 150 kD en cuestién junto con
proteinas asociadas sin toxina. Los complejos tipo A de toxina de botulinum se
pueden producir mediante bacterias de Clostridia como formas de 900 kD, 500 kD
y 300 kD. Los tipos de toxina de botulinum B y C son aparentemente producido
como solamente un complejo de 700 kD o 500 kD. La toxina de botulinum tipo D
es producida en complejos de tanto 300 kD como de 500 kD. Las toxinas de
botulinum tipo E y F son producidas como solamente complejos de
aproximadamente 300 kD. Los complejos (es decir el peso molecular mayor de
aproximadamente 150 kD) se cree que contiene una proteina de hemaglutinina sin
toxina y una proteina no hemaglutinina sin toxina y no téxica. Estas dos proteinas
sin toxina (las cuales junto con la molécula de toxina de botulinum comprenden un
complejo de neurotoxina relevante) pueden actuar para suministrar estabilidad
contra la desnaturalizacidon a la molécula de toxina de botulinum y la proteccién
contra acidos digestivos cuando se digiere la toxina. Adicionalmente, es posible
que los complejos de toxinas de botulinum (mayores de aproximadamente 150 kD
peso molecular) puedan resultar en una velocidad mas lenta de difusion de la
toxina de botulinum lejos del sitio de inyeccién intramuscular de un complejo de

toxina de botulinum.
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{0011] Los diferente serotipos de toxina de botulinum varian en las
especles animales que ellos afectan en severidad y duracién de la paralisis que
ellos evocan. Por ejemplo, se ha determinado que la toxina de botulinum tipo A es
500 veces méas potente, medida por la velocidad de paralisis producida en la rata,
que la toxina de botulinum tipo B. Adicionalmente, la toxina de botulinum tipo B se
ha detemminado que no es toxica en primates a dosis de 480 U/kg,
aproximadamente'12 veces el LDsy del primate para el tipo A. Debido al tamafio
molecular y a la estructura de la toxina de botulinum, esta no puede cruzar el

estrato corneo y multiples capas de la arquitectura de piel subyacente.

[0012] La toxina de botulinum tipo A se dice que es el agente biolégico
natural mas letal conocido por el hombre Las esporas de C. botulinum se
encuentran en el suelo y pueden crecer en recipientes de alimento impropiamente
esterilizados y sellados. La ingestion de las bacterias puede originar botulismo,
que puede ser fatal. Al mismo tiempo, los efectos de paralizacién de los musculos
de la toxina de botulnum han sido utilizados para efectos terapéuticos. La
administracién controlada de botulinum se ha utiizado para suministrar a los
musculos pardlisis para tratar condiciones, por ejemplo, desordenes
neuromusculares caracterizados por musculos de esqueletos hiperactivos
Condiciones que han sido tratadas con toxina de botulinum incluyen espasmo
hemifacial, torticolis espasmdédica que ataca el adulto, fisura anal, blefaroespasmo,
pardlisis cerebral, distonia cervical, dolores de cabeza de migrafa, estrabismo,
desorden de union de empero mandibular, y varios tipos de calambres y
espasmos musculares. Mas recientemente, los efectos de paralisis muscular de la
toxina de botulinum han tomado ventaja en aplicaciones faciales terapéuticas y
cosmecéuticas tales como el tratamiento de arrugas, lineas de expresion, y otros

resultados de espasmo o contracciones de los muisculos faciales.
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[0013] El botulismo, el sintoma caracteristico complejo proveniente
de la exposicién a la toxina de botulinum sistémico, ha existido en Europa desde la
antigiedad En 1895, Emile p. van Ermengem aislé primero el vacilo que forma la
espora anaerdbica proveniente de materia prima de carne de puerco salteada
obtenida de tejido post-mortem de victimas que hablan muerto de botulismo en
Bélgica. Van Ermengem encontré que la enfermedad era causada por una toxina
extracelular que era producida por lo que el denomino Bacillus botulinus {Van
Ermengem, Z HYYG Infektionaskr, 26:1-56; Rev Infect (1897)). El nombre se
cambio en 1822 ha Clostridium botulinum. El nombre de Clostridium fue utllizado
para reflejar la naturaleza anaerbbica del microorganismo y también sus
caracteristicas morfoldgicas (Carruthers and Carruthers, Can J Ophtaimol),
31.388-400 (1996)). En los afios veinte, una forma cruda de la toxina de botulinum
tipo A se aislé después de acontecimientos adicionales en envenenamiento con
alimentos. El Doctor Herman Sommer de la Universidad de California, San
Francisco hizo el primer intento de purificar 1a neurotoxina (Borodic et al,,
Ophthalmic Plast Recostr Surg, 7:54-60 (1991)). En 1946, el Doctor Edgard J
Schaniz y sus colegas aislaron la neurotoxina en forma cristalina (Schantz et al.,
In: Jankovi J, Halley M (Eds) Therapy with Botulinum Toxin, New Cork, NY: Marcel
Dekker, 41-49 (1994)). En 1949, Burgen y sus asociados fueron capaces de
demostrar que la toxina de Botulinum bloquea los impulsos a través de la unibn
neuromuscular (Burger et al., J Phsiol, 109.10-24 (1999)). Allan B. Scott utillizd
primero la toxina A de botulinum (BTX-A) en monos en 1973. Scott demostré la
paralisis muscular ocular reversible que dura 3 meses (Lamanna, Science,
130:763-772 (1959)). Poco después, el BTX-A se reportd por ser un tratamiento
exitoso en humanos para estrabismo, blefaroespasmo, y torticulis espasmddica

(Baron et al.,, In. Baron EJ, Peterson LR, Finegoid SM (Eds), Bailey & Scotts
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Diagnostic Microbiolohy, St. Louis, MO: Mosby Year Book, 504-523 (1994),
Carruthers and Carruthers, Adv Dermatol, 12:325-348 (1997) Markowitz, In:
Strickiand GT (Eds) Hunters Tropical Medicine, 7 ed. Philadelphia: W B
Saunders, 441444 (1991)). En 1986, Jean y Alastarr Carruthers, un equipo de
esposo y esposa que consistian de un cirujano plastico y una dermatéloga
iniciaron la evolucién del uso cosmecéutico de la toxina A del botulinum (BTX-A)
para el tratamiento de arrugas asociadas con el movimiento en el area de la
glabeia (Schantz y Scott, In Lewis GE (Ed) Biomedical Aspects of Botulinum, New
Cork Academia Press, 143-1359 (1981)). Los Carruther utilizaron el BTX-A para el
tratamiento de las arrugas que condujeron a la publicacién seminal de esta
aproximacién en 1992 (Schantz and Scott, In Lewis GE (Ed) Biomedical Aspects of
Botulinum, New Cork’ Academia PRess, 143-150 (1981)). En 1994, el mismo
equipo reportd experiencias con otras arrugas asociadas a movimiento de [a cara
(Scott, Ophthalmo!, 87:1044-1049 (1980)). Esto a su vez condujo al nacimiento de

la era del tratamiento cosmecéutico del BTX-A.

[0014] La piel protege los 6rganos del cuerpo de las amenazas del ambiente
externo y actia como un termostato para mantener la temperatura del cuerpo.
Este consiste de varias diferentes capas, cada una con funciones especializadas.
Las capas principales incluyen la epidermis, la dermis y la hipodermis. La
epidermis es una capa estratificada de células epiteliales que sobresale de la
dermis, que consiste de un tejido cosmecéutico conectivo. Tanto la epidermis
como la dermis son ademas sostenidas por la hipodermis, una capa interna del

tejido adiposo.

[0015] La epidemmis, la capa mas exterior de la piel, es de solamente 0.1 a

1.5 milimetros de grueso (Inlander, Skin, New Cork, NY' People’s Medical Society,
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1-7 (1998)) Esta consiste de queratinocitos y esta dividida en vanas capas basada
en su estado de diferenciacion La epidermis puede ser adicionalmente clasificada
en el estrato corneo y la epidermis viable, que consiste de las células de
melpighian y vasales granulares. El estrato corneo es higroscopico y requiere al
menos 10% de humedad en peso para mantener su flexibilidad y suavidad. La
higroscopicidad es atribuible en parte a la capacidad de mantener agua de la
keratina Cuando una capa cornea pierde su suavidad y flexibilidad ésta se vuelve

aspera quebradiza, dando como resultado la piel seca.

[0016) La demis, que descansa justo por debajo de |la epidermis, es de 1.5
a2 4 milimetros de gruesa. Esta es la mas gruesa de las tres capas de la piel.
Ademas, la dermis es también hogar de la mayoria de las estructuras de las
estructuras de la piel que incluyen fas giandulas sudoriparas y aceitosas (que
secretan sustancia a través de las aberturas de la piel denominadas poros, o
comedos) los foliculos pilosos, las terminaciones nerviosas y los vasos
sanguineos y linfaticos (Inlander, Skin, New Cork, NY. People’'s Medical Society,
1-7 (1998)). Sin embargo, los principales componentes de la dermis son el

colageno y la elastina.

[0017] La hipodermis es la capa mas profunda de la piel Esta actda tanto
como un aislante para la conservaciéon del calor del cuerpo comoe un absorbedor
de choque para la proteccion del érgano (Inlander, Skin, New Cork, NY: People's
Medical Society, 1-7 (1998)). Ademas, la hipodermis también almacena grasa para
reservas de energla. El pH de la piel esta normaimente entre 5 y 6. La acides es
debida a la presencia de aminoéacidos anfotéricos, acido JActico y &cidos grasos
provenientes de las glandulas seb4ceas. El termino “manto acido” se refiere a la

presencia de sustancias solubies en agua en la mayoria de las regiones de {a piei.
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La capacidad de amortiguamiento de la piel es debida en parte a estas

secreciones almacenadas en la capa cornea de la piel.

{0018] Las arrugas, uno de los signos evidentes de la edad, se pueden
originar por cambios bioquimicos, histolégicos, y fisiologicos que se acumulan del
dafio ambienta! (Benedetto, Internacional Journal of Dermatology, 38.641-655
(1999)). Ademas, existen otros factores secundarios que pueden onginar los
dobleces, surcos y pliegues de las arrugas faciales (Stegman et al., The Skin of
the Aging Face Cosmetic Dermatological Surgery, 2™ ed., St. Louis, MO: Mosby
Year Book: 5-15 (1990)). Estos factores secundarios incluyen el constante empuje
de la gravedad, la frecuente y constante presién posicional sobre la piel {(es decir,
durante el sueiio), y los movimientos faciales repetidos originados por la
contraccion de los musculos faciales (Stegman et al., The Skin of the Aging Face
Cosmetic Dermatological Surgery, 2" ed., St. Louis, MO: Mosby Year Book: 5-15
(1990)). Se han utilizado diferentes técnicas con el fin de modificar potencialmente
algunos de los signos de envejecimiento Estas técnicas varian desde las
humectaciones faciales que tienen acidos alfa hidroxi y retinol hasta

procedimientos quirtrgicos e inyecciones de neurotoxinas.

[0019] Una de las funciones principales de la piel es suministrar una barrera
para el transporte de agua y sustancias potencialmente daflinas para la
homeostasis normal. El cuerpo se deshidrataria rapidamente sin una piel fuerte
semipermeable. La piel ayuda a evitar la entrada de sustancias dafinas en el
cuer-po. Aunque la mayoria de las sustancias no pueden penetrar la barrera, se ha
desarrollado un ndmero de estrategias para incrementar selectivamente Ia

permeabilidad de la piel con éxito variable.
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[0020] En razén a que el BTX no puede penetrar la piel eficientemente, con
el fin de suministrar los efectos terapéuticos del BTX la toxina debe ser
habitualmente inyectada en la piel. La Administraciébn Federal para drogas y
alimentos a aprobado tal procedimiento, para el tratamiento de arrugas, y los
productos de BTX esta ahora comercialzados para el tratamiento. En tales
tratamientos, la toxina de botulinum se administra mediante una inyeccion
cuidadosamente controlada y monitoreada, quedando grandes pozos de toxina en
el sitio del tratamiento. Sin embargo, tal tratamiento puede ser incomodo y mas

tipicamente involucra algun dolor.

[0021] La aplicacién tdpica de la toxina de botulinum suministra un
tratamiento alternativo mas seguro y méas deseable debido a la naturaleza indolora
de la aplicacién, el area de superficie de tratamiento mayor que puede ser
cubierto, y la capacidad para formular una toxina pura con una actividad especifica
mas alta, el entrenamiento reducido para aplicar la terapéutica de botulinum, las
dosis mas pequefias necesanas para efectuar, y los pozos mayores de toxina no

re requieren con el fin de alcanzar un resultado clinico terapéutico.

[0022] La administracién transgénica de otros terapéuticos es también un
area de gran interés debido, al potencial para la disminucion de la incomodidad del
paciente, la administracién directa de agente terapéutico hacia el torrente
sanguineo, y las oportunidades para monitorear el suministro por via del uso de
dispositivos especialmente construidos y/o formulaciones y técnicas de derivacion
controlada. Una sustancia para la cual la fase de administracién es deseada es la
insulina, la cual en muchos casos debe aln ser administrada mediante inyeccion
(incluyendo autoinyeccion). La facilidad de la administracién seria también

ventajosa para proteinas mayores tales como la toxina del botulinum. Otros
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agentes que no cruzan faciimente la piel pero son sustancialmente mas pequefios
que la insulina o que tienen diferentes propiedades fisioquimicas y asl muy
diferentes proporciones y capacidades para cruzar la piel con o sin materiales
adicionales para facilitar esa transferencia. Las interacciones adicionales de cada

uno con los materiales para facilitar la fransferencia es (nica para cada uno.
RESUMEN DE LA INVENCION

[0023)] En un aspecto, la presente invencion suministra una composicion
que comprende un complejo no covalente de:

a) una estructura cargada positivamente; y

b) al menos dos miembros seleccionados del grupo que consiste de:

1) una primer estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de porciones de imagenes unidas; o alternativamente una pluralidad de
porciones de imagenes negativamente cargadas;

ii) una segunda estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de agentes blanco unidos, o alternativamente una pluralidad de
porciones blanco cargadas negativamente;

li) al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, rnbosomas,
adcidos oligonucleicos modificados y ¢cADN que codifica a un transgen
seleccionado;

iv) ADN que codifica al menos un factor de persistencia,

v) una tercer estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de agentes bioldgicos unidos, o un agente biologico cargado
negativamente;

en donde el complejo lleva una carga neta positiva y al menos uno de los

miembros se selecciona de i), ii), iii), 0 v).
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[0024] El agente bioloégico, en este aspecto de la invencion, puede ser un
agente terapéutico o un agente cosmecéutico. La invencién excluye
especificamente los fragmentos de anticuerpo que no tengan actividad biolégica
diferente de solamente unir un antigeno especifico cuando el término “terapéutico”
o "proteina biolégicamente activa” se emplea. En razén a que los antigenos
adecuados para la inmunizacién tienen otras actividades biologicas tales como
montar una respuesta inmune, estas permmanecen incluidas en los aspectos
apropiados de ésta invencion Mas aan, los agentes que tienen una actividad
biolégica o un efecto terapéutico al unir un antigeno especifico, bloquean de esta
manera el ligando que une o altera la confomacidn del antigeno que estan
incluidas en esta invencidn Alternativamente, los agentes candidato pueden ser

utiizados para determinar la eficacia en vivo de estos complejos no covalentes.

[0025]) En otro aspecto la presente invencién suministra una composicion
que comprende un complejo no covalente de una estructura cargada
positivamente que tiene al menos un grupo de eficiencia unido y al menos un
miembro de acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de ARN, ADN,
ribosomas, acidos oligonucleicos modificados y cADN que codifica a un transgen

seleccionado

[0026] En otro aspecto, la presente invencion suministra un método para
suministrar un agente biolégico a una superficie celular en un sujeto, dicho método
comprende administrar a dicho sujeto una composicion como se describid

anteriormente,
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[0027] En aln otro aspecto, la presente invencién suministra un método
para preparar una composicion farmacéutica o cosmecéutica, el metodo
comprende combinar un componente de estructura cargado positivamente y al
menos un miembro seleccionado del grupo que consiste de:

i) una primera estructura cargada negativamente que tiene una pluralidad
de porciones de imagen unidas, ¢ alternativamente una pluralidad de porciones de
imagen cargadas negativamente;

ii) una segunda estructura cargada negativamente que tiene una pluralidad
de agentes de blanco unidos, o alternativamente una pluralidad de porciones de
blanco cargadas negativamente,

i) y al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, ribosomas, acidos
oligonucleicos modificados y cADN que codifica el transgen seleccionado;,

iv) ADN que codifica al menos un factor de persistencia; y

v) una tercer estructura cargada negativamente que tiene una pluralidad de
agentes bioldgicos unidos o agentes cosmecéuticos, o un agente biologico
cargado negativamente o un agente cosmecéutico; con un portador farmacéutica o
cosmecéuticamente aceptable para formar un complejo no covalente que tiene
una carga positiva neta, con la condicion de que al menos uno de dichos

miembros se selecciona de i), ii), iii), o v).

{0028] En adn otro aspecto, la presente invencién suministra un kit para
formular una composicion de suministro farmacéutica o cosmecéutica, el kit
comprende una estructura componente y tiene dos componentes seleccionados
de los grupos i) hasta v) anterior, junto con instrucciones para preparar las

composiciones de suministro
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[0029] En aln otro aspecto, esta invencidbn se relaciona con una
composicion que comprende un agente bioloégicamente activo, tal como insulina,
toxina de botulinum, ofras proteinas que no alteran terapéuticamente los niveles
de glucosa de la sangre, un agente basado en &acido nucleico, un agente
terapéutico de acido, sin proteina de acido no nucleico tal como ciertos antifangico
s alternativamente un agente para inmunizacién, y un vehiculo que comprende un
vehiculo cargado positivamente que tiene que tiene una estructura con la
ramificacion cargada positivamente unida o grupos de “eficiencia” todos como se
describen aqui. La invencion excluye especificamente los fragmentos de
anticuerpo que no tienen actividad bioldgica diferente a solamente unir un
antigeno especifico cuando el término “terapéutico” o "proteina biolégicamente
activa” se emplea. En razon a que los antigenos adecuados para la inmunizacion
tienen otras actividades biolégicas tales como montar una respuesta inmune,
estos permanecen incluidos en los aspectos apropiados de ésta invencién, sin
embargo. Mas aln, los agentes que tienen una actividad biolégica o un efecto
terapéutico al unir un antigeno especifico, bloquean de esta manera la unién de
ligando o alteran la conformacion del antigeno estan incluidos en esta invencién.
El agente biolégicamente activo es preferiblemente insulina, toxina de botulinum
(BTX) un antigeno para inmunizacioén, o ciertos agentes antifungico s. Los
agentes antifGngico s adecuados incluyen, por ejemplo, amfotericina B, fluconazol,
flucitosina, itraconazol, cetoconazol, clotrimazol, econozol, griseofulvina,
miconazol, nistatina, ciclopirox, y similares. Mas preferiblemente es un vehiculo
polipéptido comparativamente cargado positivamente de cadena corta o media o
un polimero no peptidlo positivamente cargado, por ejemplo, una
polialquilenotmina. Cuando el agente biolégicamente activo es toxina de
botulinum, la invencién se relaciona ademas con un método para producir un

efecto biolégico tal como la paralisis del misculo, reduce la hiperscrecién o
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sudoracion, tratando el dolor neurolégico o el dolor de cabeza de migrafa,
reduciendo los espasmos musculares, reduciendo el acné, o reduciendo
mejorando una respuesta inmune, al aplicar topicamente una composicién que
contiene una cantidad efectiva de toxina de botulinum, preferiblemente, a la piel,
de un sujeto o paciente necesitado de tal tratamiento. La invenciéon también se
relaciona con un método para producir un efecto estético y/o cosmecéutico, por
ejemplo mediante la aplicacion topica de toxina de botulinum a la cara en lugar de
mediante la inyeccion o los musculos faciales. Cuando el agente bioidgicamente
activo es Insulina, la invencion se relaciona con un método de suministrar
transdérmicamente insulina a un sujeto al aplicar a la piel o epitelio del sujeto una
cantidad efectiva de tal composicién que contiene insulina, o una combinacién de
insulina, y una estructura cargada positivamente. Las proteinas que no son
nomalmente capaces de cruzar la piel o epitelio apreciablemente con relacién al
complejo del mismo agente y a los vehiculos de la presente invenciéon y que no
tienen efecto terapéutico sobre la disminucién de la glucosa en la sangre tienen
una superficie ampliamente diferente y unas propiedades fisico quimicas de la
Insulina que normalmente la harfan incierta si una técnica que logra el suministro
transdérmico de insulina tuviera resultados positivos para cualquier otra proteina-
Sin embargo, los vehiculos de ésta invencibn que tienen una estructura
positivamente cargada con grupos de ramificaciéon positivamente cargados, como
se describié aqul son muy sorprendentemente capaces de suministrar suministro
transdémico de tales otras proteina, incluyendo, por ejemplo toxina de botulinum.
Los vehlculos particulares adecuados para el suministro transdérmico de proteinas
particulares pueden ser faciimente identificados utilizando ensayos tales como
aquellos descritos en los ejemplos. Tales proteinas pueden, por ejemplo ser una
proteina grande que tiene un peso molecular sobre 50.000 kD o por debajo de

20.000 kD. Como se utlliza aqul, la palabra “terapéutico” en el contexto de la

15+
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glucosa de sangre se refieren a declinar los niveles de glucosa de la sangre lo
suficiente para aliviar los sintomas agudos o los signos de la hiperglicemia, por
ejemplo en pacientes diabéticos. En todos los aspectos de la presente invencion,
la asociacién entre el vehiculo y el agente biolégicamente activo es mediante
interaccién no covalente, la cual puede inclurr, por ejemplo, infracciones iénicas,
unién de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, o combinaciones de éstas. En
ciertos aspectos de la invencion, el suministro transdérmico de las proteinas
terapéuticas capaces de lograr las alteraciones terapéuticas de la glucosa de la
sangren estan especificamente exciuidos. Como se emplea aqui, los agentes
antigénicos adecuados para la inmunizacién pueden ser antigenos basados en
proteina que no alteran terapéuticamente los niveles de glucosa de la sangre,
agentes no proteina de no acido nucleico o hibridos de éstos. Loa &cidos
nucleicos que codifican a los antigenos son especificamente no adecuados para
las composiciones de la presente invencion, sin embargo. Asi, los agentes
incluidos son en si mismo antigenos adecuados para la inmunizacién. Los
antigenos adecuados incluyen, por ejemplo, aquellos para los agentes
ambientales, patdgenos o bioriesgos. Los agentes adecuados preferiblemente
incluyen, por ejemplo, antigenos relacionados con botulismo, malaria, rabias,
antrax, tuberculosis, o relacionados con las inmunizaciones en los nifios, tales
como la hepatitis B, la difteria, pertusis, tétano, hemofilus influenza tipo b,
poliovirus inactivado, viruela, parotitis, rubéola, varicela, neumococo, hepatitis A, e

influenza.

[0030] Los vehiculos o estructuras cargados positivamente con sus grupos
ramificados cargados positivamente, como se describen aqul, son ellos mismos

compuestos novedosos, y forman Otro aspecto de la invencion.
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{0031] Esta invencion también suministra un método para preparar una
composicion farmacéutica o cosmecéutica que comprende combinar un vehiculo
que comprende, un polipéptido cargado positivamente o un polimero no peptidilo
cargado positivamente tal como una polalquilenoimina de cadena larga, el
polipéptido o el polimero no peptidilo que tiene la ramificacién positivamente
cargada o grupos “eficiencia” como se definen aqui, con un agente biolégicamente
activo, tal como, por ejemplo, insulina, toxina de botulinum, una proteina
terapéutica que no aitera terapéuticamente los niveles de glucosa de |a sangre, un
agente basado en acido nucleico, un agente terapéutico de no proteina no acido
nucleico tal como ciertos antifingico s alternativamente urgente para
Inmunizacién. La invencidn también suministra un kit para preparar o formular tal
composicidn que comprende un vehiculo y una sustancia terapéutica, asi como
también tales items adicionales que son necesarios para producir una formulacién
utilizable, una pre-mezcla que pueda a su vez ser utilizada para pfoducir tal
formulacién. Tal kit puede consistir de un aplicador u otro dispositivo para las
aplicaciones o las composiciones o los componentes de éstos y los métodos de la
presente invencién. Como se utiliza aqui “dispositivo” se puede referir por ejemplo
a un instrumento o aplicador para suministrar o mezclar u otra técnica de
preparacion para formar o aplicar las composiciones y los métodos de la presente

invencién.

[0032] Esta invencion también comprende dispositivos para la transmision
transdémmica de un agente biolégicamente activo tal como, por ejemplo, insulina,
toxina de botulinum, una proteina terapéutica que no altera terapéuticamente los
niveles de glucosa de la sangre, un agente basado en acido nucleico, un agente
terapéutico sin proteina sin acido nucleico, tal como ciertos antifingico s

alternativamente un agente para la iInmunizacién que est4 contenido dentro de la
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composicion que, a su vez, en una modalidad, comprende un vehiculo que
comprende un polipéptido cargado positivamente de preferiblemente cadena corta
para intermediar {a jongitud de cadena o un vehiculo polimérico no peptidilo de
cadena mas blanca que tiene una ramificacion cargada positivamente o grupos
“eficiencia” como se definen aqul, y un agente terapéutico como ya se menciond.
Tales dispositivos pueden ser tan simples en construccion como un parche de piel,
o puede ser un dispositivo mas complicado que Incluya medios para dispersar y
monitorear el suministro de {a composicion, y opcionaimente medios para
monitorear la condicion del sujeto en uno o mas aspectos, incluyendo monitorear
la reaccion del sujeto a las sustancias que estan siendo suministradas. En todos
Ios'aspectos de la presente invencién, el asocio entre el vehiculo y el agente
biol6gicamente activo es mediante interaccién no covalente, lo cual puede inclur,
por ejemplo, interacciones iénicas, uniones de hidrégeno, fuerzas de van der

Waals, o combinaciones de éstos.

[0033] Alternativamente el dispositivo puede contener soclamente el agente
biolégicamente activo terapéutico por ejemplo, insulina, toxina de botulinum, una
proteina terapéutica que no altera terapéuticamente los niveles de glucosa de la
sangre, un agente basado en acido nucleico, un agente terapéutico sin proteina
sin acido nucleico, tal como ciertos antifingico s o alternativamente un agente
para inmunizacién, y el vehiculo se puede aplicar separadamente a la piel. De
acuerdo con esto, la invencién también comprende un kit que incluye tanto un
dispositivo para ser suministrado por via de la piel y un material que contiene et
vehiculo o estructura positivamente cargado, y que es adecuado para aplicar a la

piel o epitelio de un sujeto.
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[0034] En general, la invencién también comprende un método para
administrar un agente biol6gicamente activo tal como, por ejemplo, insulina, toxina
de botulinum, una proteina terapéutica que no altera terapéuticamente los niveles
de glucosa de La sangre, un agente basado en acido nucleico, un agente
terapéutico sin proteina sin acido nucleico tal como ciertos antiflngico s o
alternativamente un agente para inmunizacién a un sujeto o paciente necesitado
de ello, que comprende administrar topicamente una cantidad efectiva de dicho
agente biologicamente activo en conjunto con un polimero polipéptido cargado
positivamente o polimero no polipeptidilo tal como una polialquilencimina que tiene
grupos ramificados cargados positivamente, como se describié aqui. Por "en
conjunto con" significa que dos componentes — agentes biologicamente activo y
vehiculo positivamente cargado — son administrados en un procedimiento de
combinacion, que pueden involucrar combinarlos en una composicion, la cual es
luego administrada al sujeto, o administrarlo separadamente, pero de manera tal
que ellos actGan juntos para suministrar el suministro requisito de una cantidad
efectiva de agente biolégicamente activo. Por ejemplo, una composicibn que
contiene el vehiculo positivamente cargado puede primero ser aplicada a la piel
del sujeto, seguido mediante la aplicacién de un parche de piel u otro dispositivo

que contiene el agente biolégicamente activo.

{0035] La invencidn también se relaciona con métodos para aplicar los
agentes biologicamente activos tales como, por ejemplo, Insulina, toxina de
botulinum, una proteina terapéutica que no altera terapéuticamente los niveles de
glucosa en la sangre, un agente basado en acido nucleico, un agente terapéutico
son protelna sin acido nucleico tal como ciertos antifungico s alternativamente un

agente para la inmunizacién como se definié aqui a las células epiteliales, que
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incluye aquellas diferentes a las células de piel epiteliales por ejemplo, las células

oftdimicas del epitelio o las células del sistema gastrointestinal.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0036) La figura 1 suministra una representacidbn esquematica de los

componentes utilizados en {a invencion.

[0037 La figura 2 suministra una representacidén esquematica de varias

modalidades de la invencidn.

[0038] Las figuras 34 representan los resultados del suministro
transdérmico de un plasmido que contiene el transgen para la E. coli beta -

galactosidasa como se describié en el ejemplo 2.

[0039] La figura 5 representa los resultados del suministro transdérmico de
un plasmido que contiene el transgen para E. coli beta — galactosidasa como se

describid en el ejemplo 3.

[0040] La figura 6 representa los resultados del suministro transdémmico de
un plasmido que contiene el transgen para E. coli beta — galactosidasa como se

describié en el ejemplo 4.

[0041] La figura 7 representa los resultados del suministro transdémico de

una toxina de botulinum como se describid en el ejemplo 5.
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[0042] La figura 8 es una descripcion fotogréfica de los resultados de un
suministro transdérmico de una toxina de botulinum como se describié en el

ejemplo 6

[0043] La figura 9 es una descripcién fotografica de los complejos de
imagenes del ejemplo 9 que sigue la distribuciobn de campo brillante (paneles a y
¢) para las células pigmentadas de melanoma con agentes de imagenes opticos
fluorescentes (paneles b y d) para dos diferentes campos y diferentes
amplificaciones (paneles a y b en 10X versus paneles ¢ y d con amplificacién 40

X)

DESCRIPCION DE LA INVENCION

General

[0044] La presente invencién suministra un sistema basado en componente
para el suministro selectivo, persistente de agentes de imagen, genes u otros
agentes terapéuticos. Las caracteristicas individuales para [as composiciones se
pueden seleccionar mediante componentes deseados designados en
formulaciones al lado del lecho. Adicionalmente, en un aspecto, las imagenes y las
porciones con blanco especifico se suministran sobre estructuras negativament_e
cargadas paradas que formaran un complejo ibnico no covalente con una
estructura positiva. Al ubicar estos componentes sobre una estructura cargada
negativamente, la invencion obvia necesidad de unir los componentes en sitios
precisos sobre una estructura positiva como se emplea en ofras estrategias

(incrementando la complejidad y el costo y disminuyendo la eficiencia a un nivel
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en la cual no se ha reportado una combinacion exitosa debido a las limitaciones

estéricas).

[0045] En ofro aspecto, ciertas sustancias pueden ser suministradas
térmicamente mediante el uso de ciertos vehiculos positivamente cargados solos,
sin requerir la inclusién de una estructura negativa, En estos casos, la sustancia
de un derivado de ésta tiene suficiente carga negativa para asociarse con los
vehiculos positivamente cargados de la presente invencién no covalentemente El
término “suficiente” en este contexto se refiere a una asociacién que se puede
determinar por ejemplo al cambiar el tamafo de la particula o la espectrometria

funcional versus los componentes solos.

{0046] El entendimiento adicional de la invencion se suministra con
referencia a la Figura 1. En esta figura, los componentes son mostrados como (1)
una estructura sélida que tiene grupos cargados unidos positivamente (también
denominados como grupos eficiencia mostrados como circulos oscurecidos unidos
a una barra oscurecida.), por ejemplo (Gly),s —(Arg)n2 (en donde el valor n1 es un
entero de 3 a aproximadamente 5, y el valor n2 es un entero impar de
aproximadamente 7 a aproximadamente 17) o los dominios TAT, (2) una
estructura cargada negativamente corta que tiene porciones de imagenes unidas
(triAngulos abiertos unidos a una barra ligera),(3) una estructura negativamente
corta que tiene agentes blanco unidos y/o agentes terapéuticos (circulos abiertos
unidos o una barra clara); (4) un acido aligonucleico, ARN, ADN o cADN (barra
clara achurada cruzada); y (5) ADN que codifica los factores de persistencia (barra
oscura achurada cruzada). La figura 2 ilustra varios ejemplos de composiciones
muiticomponente en donde los grupos son descritos como se establece en la

figura 1 Por ejemplo, la Figura 1 una primer composicibn multicomponente se



WO 2005/084361 25 PCT/US2005/006930 _L‘}S

ilustra en la cual una estructura positivamente alargada se ha asociado con un
componente de imagen, un componente blanco, un Acido oligonucleico y un factor

de persistencia.,

[0047] Una segunda composicibn multi componente se ilustra la cual se
designa para imagen de diagnostico/pronostico. En esta composicion la estructura
positivamente cargada es puesta en complejo con tanto los componentes de
imagen como los componentes de blanco. Finalmente, un tercer sistema multi
componente se ilustra la cual es Gtl para el suministro De gen. En este sistema,
se gorma un complejo entre la estructura positivamente cargada, un componente
de blanco, m un gen de interés de ADN que codifica el factor de persistencia. La
presente invencion, descrita mas completamente adelante, suministra un nimero
de composiciones adicionales Utiles en los programas terapéuticos y de

diagnostico.
DESCRIPCION DE LAS MODALIDADES
Composiciones

[0048] En vista de lo anterior, la presente invencién suministra en un
aspecto un a composicién que comprende un complejo no covalente de-
a) una estructura positivamente cargada;
b) al menos dos miembros seleccionados del grupo que consiste de:
1) una primera estructura cargada negativamente que tiene una
prioridad de porciones de imagen unidas; o alternativamente una pluralidad de

porciones de imagen cargadas negativamente,
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i) una segunda estructura cargada negativamente una pluralidad de
agentes de blanco unidos; o alternativamente una pluralidad de porciones de
blanco cargadas negativamente,

i) al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, ribosomas,
acidos oligonucleicos modificados y cADN que codifica un transgen seleccionado;

Iv) ADN que codifica al menos un factor de persistencia.

v) una tercer estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de agentes biolégicos unidos o un agente biolégico cargado
negativamente,

en donde el complejo lleva una carga positiva neta y al menos uno d elos

miembros se selecciona de i), 1) iii) o v).

[0049] En un grupo de modalidades, la composicion comprende al menos
tres miembros seleccionados de los grupos i) hasta v). En otro grupc de
modalidades, la composicion comprende al menos un miembro de cada uno de
los grupos 1), ii), iii), 0 iv), En aun otro lado grupo de modalidades, la compaosicion
comprende al menos un miembro de cada uno de los grupos i), i). En otro grupo
de modalidades la composicién comprende al menos un miembro de cada uno de

los grupo sil), iii) y iv).

[0050] Preferiblemente la estructura cargada positivamente tiene una
longitud desde aproximadamente 1 a 4 veces las longitudes combinadas de los
miembros del grupo b). Alternativamente la estructura cargada positivamente tiene
una proporcion de carga desde aproximadamente 1 a cuatro veces la carga
combinada de los miembros de grupo b). En algunas modalidades, la densidad de
carga es uniforme y a longitud y proporcién de carga es aproximadamente la

misma. Las proporciones tamafio a tamafo (longitud) se pueden determinar con
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base en estudios moleculares de los componentes o se pueden determinar de las

masas de los componentes.

[0051] Por “positivamente cargado” significa que el vehiculo tiene una carga
positiva bajo al menos algunas de las condiciones de solucibn — fase, mas
preferiblemente al menos bajo algunas de las condiciones fisioldgicamente
compatibles. Mas especificamente, “positivamente cargadas” como se utiliza aqui,
significa que el grupo en cuestion contiene funcionalidades que son cargadas bajo
todas las condiciones de pH, tales como una amina cuaternaria o que contienen
una funcionalidad que puede adquirir carga positiva bajo ciertas condiciones de
solucion — fase, tal como cambios de pH en el caso de aminas primarias. Mas
preferiblemente, "positivamente cargadas® como se utiliza aqui se refiere a
aquellas que tienen el comportamiento de asociarse con aniones bajo condiciones
fisiologicamente compatibles. Los polimeros con una multiplicidad de porciones
positivamente cargadas no necesitan ser homopolimeros, como sera evidente
para un experto en la técnica. Otros ejemplos de porciones positivamente
cargadas son bien conocidas en la técnica anterior y se pueden emplear
faciimente como sera evidente para aquellos expertos en la técnica. Los vehicuios
positivamente cargados descritos en esta invencidn que ellos mismos no tienen
una actividad terapéutica son compuestos novedosos que tienen utiidad por
ejemplo en composiciones y métodos como se describen aqui. Asl, en otro
aspecto de la presente invencién, nosotros detallamos estos compuestos
novedosos que incluyen cualquier vehiculo que comprende una estructura
positivamente cargada que tiene unido grupos ramificados positivamente cargados
como se describe aqui y que no tienen en si mismo una actividad biolégica
terapéutica. La invencion exciuye especificamente los fragmentos de anticuerpo

que no tienen actividad biolégica diferente a solamente unir el antigeno especifico
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cuando el término “terapéutico™proteina bioldgicamente activa® se emplea En
razén a que los antigenos adecuados para la inmunizacién tienen otras
actividades biologicas tales como montar una respuesta inmune, estos
permanecen incluidos en los aspectos apropiados de ésta invencion, sin embargo.
Mas aln los agentes que tienen una actividad biolégica o un efecto terapéutico al
unirse a un antigeno especificc como bloquean de esta manera la union de

ligando o altera la conformacidn del antigeno que estan incluidos en esta

invencion.

[0052] En otra modalidad, la presente invencidn suministra en un aspecto
una composicion que comprende un agente biolégicamente activo tal como, por
ejemplo, insulina, toxina de botulinum, una proteina terapéutica que no altera
terapéuticamente los niveles de glucosa en la sangre, un agente terapéutico sin
proteina sin &cido nucleico tal como ciertos antifingico s o alternativamente un
agente para inmunizacion y un vehiculo que comprende una estructura
positivamente cargada, por ejemplo un polimero de polipéptido o no peptidilo
positvamente cargado, que puede ser hetero o homopolimero, tal como una
polialquilencimina, el polipéptido o polimero no peptidilo que tiene una ramificacidn
positivamente cargada o grupos “eficiencia” como se definieron aqui Cada una de
las terapéuticas basadas en proteina y las terapéuticas sin acido nucleico sin
proteina tienen diferentes probidades fisicoquimicas que alteran las caracteristicas
de complejo total Tales vehiculos cargados positivamente estdn entre los
matenales descritos adelante como estructuras positivamente cargadas, La
invencién también suministra un método para administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un agente bioldgicamente activo como se mencioné
aqui, que comprende aplicar a la piel o al epitelio del sujeto (que puede ser un

humano u otro mamifero) un agente biolégicamente activo y una cantidad de la
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estructura positivamente cargada que tienen grupos ramificados que es efectivo
para suministrar suministro transdémico de el agente biolégicamente al sujeto. En
este método, el agente biolégicamente activo y el vehiculo positivamente cargado
se puede aplicar como una composicidn de pre mezcla, o se pueden aplicar
separadamente a la piel o epitelio (por ejemplo el agente puede estar en un
parche de piel u otro dispositivo y el vehiculo puede estar contenido en un liqguido
u otro tipo de composicién que se aplica a la piel antes de la aplicaciéon del parche
para piel). Como se utiliza aqul, la palabra “terapéutico” en el contexto de glucosa
de sangre se refiere a un declinar en los niveles de glucosa de la sangre
suficientes para aliviar los sintomas agudos o signos de la hiperglicemia, por
ejemplo en pacientes diabéticos. En ciertos aspectos de la invencion, el suministro
transdémico de una protelna terapeéutica capaz de lograr las alteraciones
terapéuticas de la glucosa de la sangre se excluyen especificamente. La invencién
especificamente excluye fragmentos de anticuerpo que no tengan actividad
biolégica diferente de solamente unir un antigeno especifico cuando el término
“terapéutico” o “proteina biolégicamente activa” se emplea. En razén a que los
antigenos adecuados para la inmunizacién tienen otras actividades bioldgicas
tales como montar una respuesta inmune, estas permanecen incluidas en los
aspectos apropiados de esta invencién, sin embargo. Mas a(n, los agentes que
tienen una actividad biologica o un efecto terapéutico al unir un antigeno
especifico, bloquean de esta manera {a union de ligando o aiteran la conformacion
del antigeno que estan incluidos en esta invencién. Como se emplea aqui, los
agentes antigenos adecuados para la inmunizacion pueden ser antigenos
basados en proteina que no alteran terapéuticamente los niveles de glucosas en la
sangre, los agentes sin proteina sin acido nucleico o los hibndos de éstos. Los
acidos nucleicos que codifican los antigenos son especificamente no adecuados

para las composiciones de la presente invencién, sin embargo. Asl, los agentes
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incluidos son ellos mismos antigenos adecuados para | inmunizacion. Los
antigenos adecuados Incluyen, por ejemplo, aquellos para los agentes
ambientales, los patégenos o los bioriesgos Los agentes adecuados
preferiblemente incluyen, por ejemplo, antigenos relacionados con el botulismo,
malaria, rabias, antrax, tuberculosis, o relacionados con inmunizaciones de la
infancia tales como la hepatitis B, difteria, pertusis, tétano, hemofilos influenza tipo
b, polivirus inactivado, viruela, parotitis, rubéola, varicela, neumococos, hepatitis A,

influenza.

Estructura positivamente cargada

[0053] La estructura positivamente cargada (también denominada como
“vehiculo” positivamente cargado) es tipicamente una cadena {ineal de atomos,
bien sea con grupos en la cadena que lleva una carga positiva a pH fisiolégico, o
con grupos que llevan una carga positiva unida a cadenas laterales que se
extienden desde la estructura. Preferiblemente, la estructura cargada
positivamente misma no tendra una actividad enzimatico biolégica defimda, La
estructura lineal es una estructura de hidrocarburo que es, en algunas
modalidades, interrumpida por los heteroAtomos seleccionados de nitrégeno,
oxigeno, azufre, silicio y fosforo La mayoria de los atomos de la cadena de
estructura so usualmente carbono. Adicionalmente, la estructura sera a menudo
un polimero de unidades repetidas (por ejemplo aminoacidos, poli(etilenooxi),
poli{(propilenoamina), polialquilenoimina, y similares). En un grupo de modalidades,
la estructura positivamente cargada es una polipropilenoamina en donde un
nimero de atomos de nitrbgeno amina estan presentes como grupos amonio
(tetra-sustituido) que llevan una carga positiva En otra modalidad, la estructura

positivamente cargada es un polimero no peptidilo, el cual puede ser un hetero u

130
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homopolimero, tal como una polialquilenoimina, por ejemplo una polietilenoimina o
polipropilenoimina que tiene un peso molecular desde aproximadamente 10,000 a
aproximadamente 2,500,000 preferiblemente desde aproximadamente 100,000 a
aproximadamente 1,800,000 y mas preferiblemente desde aproximadamente
500,000 a aproximadamente 1,400,000. En otro grupo de modalidades, la
estructura tiene unida una pluralidad de porciones de cadena lateral que incluyen
grupos positivamente cargados (por ejemplo grupos amonio, grupos piridino,
grupos fosfonio, grupos sulfonio, grupos guanidinio, o grupos amidinio) Las
parciones de cadena lateral en este grupo de modalidades se puede colocar en
espacios a lo largo de la estructura que son consistentes en separaciones o
variable. Adicionalmente, la longitud de las cadenas laterales puede ser similar o
no similar. Por ejemplo, en un grupo de modalidades las cadenas laterales pueden
ser cadenas de hidrocarburos lineales o ramificados que tienen desde uno a 20
atomos de carbono y que terminan en el extremo distante (alejada de la
estructura) en uno de los grupos cargados positivamente anteriormente anotados.
En todos los aspectos de la presente invencién, el asocio entre el vehiculo y el
agente bioldgicamente activo es mediante interaccién no covalente, el cual puede
inctuir, por ejemplo, interacciones ibnicas, unién de hidrégeno, fuerzas de van der

Waals, o combinaciones de éstos.

(0054] En un grupo de modalidades, la estructura positivamente cargada es
un polipéptido que tiene grupos multiples de cadena lateral positivamente
cargados (por ejemplo, lisina, arginina, ornitina, homoarginina, y similares).
Preferiblemente, el polipéptido tiene un peso molecular de desde "
aproximadamente 10,000 a aproximadamente 1,500,000, mas preferiblemente
desde aproximadamente 25,000 a aproximadamente 1,200,000, mas

preferiblemente desde aproximadamente 100,000 a aproximadamente 1,000,000
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Un experto en la técnica apreciard que cuando los aminoacidos son utilizados en
esta porcion de la invencién, las cadenas laterales pueden tener la forma D o L

(configuracion R o S) en el centro de la unién.

[0055] Alternativamente, la estructura puede ser analoga de un polipéptido
tal como un peptoide. Ver, por ejemplo, Kessler, Angew. Chem Int. Ed. Engl.
32:543 (1993), Zuckermann et al. Chemtracts-Macromol. Chem. 4:80 (1992), y
Simon et al. Proc. Natll. Acad. Sci. USA 89:9367 (1992). En resumen, un peptoide
es una pohglicina en fa cual la cadena Iéteral esta unida a atomos de nitrégeno de
la estructura en lugar de a 4tomos de carbono a. Como anteriormente, una porcién
de las cadenas laterales terminaran tipicamente en un grupo cargado
positivamente para suministrar un componente de estructura positivamente
cargado La sintesis de peptoides se describe en, por ejemplo, la Patente U.S No
5,877,278. Como es utilizado el termino aqui, estructuras positivamente cargadas
que tienen una construccion de estructura peptoide son consideradas “no péptido”
en la medida en que ellas no estan compuestas de aminoacidos que tengan

cadenas laterales de ocurrencia natural en los sitios de carbono a.

[0056]) Una variedad de otras estructuras se pueden utilizar empleando, por
ejemplo, mimicos estérnicos o electronicos de polipéptidos en donde los enlaces
amida del péptido son reemplazados con subrogados tales como enlaces ester, tlo
amidas (-CSNH-), tio amidas inversas (-NHCS-), amino metileno (-NHCH:-) o
grupos metileno amino inversos (-CH2NH-), grupos seto metileno (-COCHa-),
fosfinado (-PO2RCH.-), fosfonamidato y éster fosfonamidato (-PO2RNH-), péptido
inverso (-NHCO-), tfrans-alqueno (-CR=CH-), ftuoro alqueno (-CF=CH-), di metileno
(-CH.CH,), tio éter (-CH,S), hidroxietileno (-CH(OH)CHz), metilenoxi (-CH20-),
tetrazol (CN,), sulfonamido (-SO2NH-), metiienosulfonamido (-CHRSOzNH-),
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suifonamida inversa (-NHSO,), y estructuras con subunidades malo nato y/o gem-
diamino-alquilo, por ejemplo, como se vio en Fletcher et al. ((1998) Chem Rev.
98:763) y se detalld mediante las referencias citadas alll. Muchas de las
sustituciones anteriores resultan en estructuras de polimero aproximadamente

isostericas con relacién a las estructuras formadas de tos amino acidos a.

[0057] En cada una de las estructuras suministradas anteriormente, los
grupos de cadena lateral se pueden depender para que lleven un grupo
positivamente cargado. Por ejemplo, las estructuras ligadas a sulfonamida (-
SO.NH - y - NHSO; -) pueden tener grupos de cadenas laterales unidos a los
atomos de nitrégeno. Similarmente, el enlace hidroxietileno (-CH(OH)CH;) puede
llevar un grupo de cadena [ateral unido al sustituyente hidroxi. Un experto en la
técnica puede adaptar facilmente las otras quimicas de enlace para suministrar
grupos de cadena lateral positivamente cargados utilizando métodos sintéticos

estandar.

[0058] En una modalidad particularmente prefenda, la estructura
positivamente cargada es un polipéptido que tiene grupos ramificados ( también
denominados como grupos eficiencia) independientemente seleccionados de —
(gly)ns-(arg),2, HIV-TAT o fragmentos de estos, o dominio de transduccion de
proteina de Antennapedia, 0 un fragmento 0 mezcla de estos, en los cuales el
subindice n1 es un entero de 0 a 20, mas preferiblemente 0 a 8, ain mas
preferiblemente 2 a 5, y el subindice n2 es independientemente un numero impar
de desde aproximadamente 5 a aproximadamente 25, mas preferiblemente
aproxmadamente 7 a aproximadamente 17, mAas preferiblemente
aproximadamente 7 a aproximadamente 13. AGn adicionalmente preferidas son

aquellas modalidades en las cuales el fragmento HIV-TAT tiene la formula (gly),-
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RGRDDRRQRRR-(gly)s, (gly)e-YGRKKRRQRRR-(gly); o (gly),-RKKRRQRRR-
(gly)q en donde los subindices p y q son cada uno independientemente un entero
de 0 a 20 y el fragmento esta unido a la estructura por via de un terminal C o el N-
terminal del fragmento. Los fragmentos HIV-TAT preferidos son aquellos en los
cuales los subindices p y q son cada uno enteros independientes de 0 a 8, mas
preferiblemente 2 a 5 En otra modalidad preferida la cadena lateral cargada
positivamente o el grupo ramificado es el dominio de transduccion de la proteina
Antennapedia (Antp) (PTD), o un fragmento de esta que retiene actividad.
Preferiblemente el vehiculo positivamente cargado incluye grupos ramificados de
cadena lateral positivamente cargados en una cantidad de al menos
aproximadamente 0.05%, como un porcentaje del peso del vehiculo total,
preferiblemente desde aproximadamente 0.05 a aproximadamente 45% en peso, y
mas preferiblemente desde aproximadamente 0.1 a aproximadamente 30% en
peso. Por grupos ramificados positivamente cargados que tienen la formula -
(gly)n-(arg)n2, la cantidad mas preferida va desde aproximadamente 0.1 a

aproximadamente 25%.

[0059] En otra modalidad particularmente prefenda, la porcion de estructura
es una polilisina y los grupos ramificados positivamente cargados estan unidos a
los grupos amino de cadena lateral de lisina. La pollisina utiizada en esta
modalidad particularmente preferida tiene un peso molecular de desde
aproximadamente 10,000 a aproximadamente 1,500,000, prefenblemente desde
aproximadamente 25,000 a aproximadamente 1,200,000, y mas preferiblemente
desde aproximadamente 100,000 a aproximadamente 1,000,000. Esta puede ser
cualquiera de las poliisinas comercialmente disponibles (Sigma Chemical
Company, St. Louis, Missouri, USA) tal como, por ejemplo, la polilisina que tiene

un PM >70,000, la polilisina que tiene un PM de 70,000 a 150,000, la poliisina que
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tiene un PM de 150,000 a 300,000 y la polilisina que tiene un PM > 300,000. La
seleccion apropiada de una polilisina dependera de los componentes restantes de
la compaosicidn y seran suficientes para suministrar una carga positiva neta total a
la composicion y suministrar una longitud que sea preferiblemente de una a cuatro
veces la longitud combinada de los componentes de los componentes
negativamente cargados Los grupos ramificados positvamente cargados
preferidos o los grupos eficiencia incluyen, por ejemplo, -gly-gly-gly-arg-arg-arg-
arg-arg-arg-arg (-GlyaArgz) o HIV-TAT. £n otra modalidad preferida la estructura
positivamente cargada es una polialquilenoimina de cadena larga tal como una
polietienoimma, por ejemplo, una que tiene el peso molecular de

aproximadamente 1, 000,000.

[0060] La estructura positivamente cargada o las molécuias del vehliculo
comprenden polimeros polipéptidos o no peptidilo tales como polialquilenociminas u
otras estructuras positivamente cargadas mencionadas anteriormente, que tienen
los grupos ramificados descritos anteriormente, son compuestos novedosos y

forman un aspecto de esta invencion.

[0061] En una modalidad de la invencién, solamente un vehiculo
positivamente cargado que tiene los grupos ramificados positivamente cargados
es necesaria para el suministro transdérmico de la sustancia activa. En una
modalidad de este caso el vehiculo positivamente cargado es un polipéptido (por
ejemplo, lisina, arginina, ornitina, homoarginina, y similares) que tiene grupos de
cadena lateral positivamente cargados multiples, como se describibé anteriormente.
Preferiblemente, el polipéptido tiene un peso molecular de al menos
aproximadamente 10,000. En otra modalidad de este caso el vehiculo

positivamente cargado es un polimero no peptidilo tal como una polialquilencimina
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que tiene grupos de cadena lateral multiples positivamente cargados que tienen un
peso molecular de al menos aproximadamente 100,000 Tales polialquilenoiminas
incluyen polietileno y polipropilenoiminas En cualquier caso, para uso como
agente necesario solo para suministro transdérmico la molécula del vehiculo
positivamente cargada incluye grupos ramificados o de eficiencia positivamente
cargados, que comprenden —(gly).1-(arg)nz2, en el cual el subindice n1 es un entero
de 0 a 20, mas preferiblemente 0 a 8, aln mas preferiblemente 2 a 5, y el
subindice n2 es independientemente un nimero mpar de desde
aproximadamente 5 a 25, mas preferiblemente desde aproximadamente 7 a
aproxmadamente 17, y mas preferiblemente desde aproximadamente 7 a
aproximadamente 13, el HIV-TAT o fragmento de este, o una Antennapedia PTD o
un fragmento de esta. Preferiblemente los grupos de cadena lateral o ramificados
que tiene la formula general —(gly).i-(arg)z como se describié anteriormente.
Otras modalidades preferidas son aquellas en las cuales los grupos ramificados o
de eficiencia que son fragmentos HIV-TAT que tienen la foérmula -(gly),-
RGRDDRRQRRR-(gly), (gly),-YGRKKRRQRRR-(gly);, o (gly)p-RKKRRQRRR-
(gly)q. €n donde los subindices p y q son cada uno independientemente un entero
de 0 a 20 y el fragmento esta unido a la molécula del vehiculo por via de su
terminal C o de su terminal N del fragmento. Los grupos laterales ramificados que
tienen la forma D o L (configuracién R o S) en el centro de la unién. Los
fragmentos HIV-TAT preferidos son aquellos en ios cuales los subindices p y g
son cada uno enteros independientemente de 0 a 8, mas preferiblemente 2 a 5.
Otras modalidades prefendas son aquellas en las cuales los grupos ramificados
son grupos Antennapedia PTD o fragmentos de estos que retiene la actividad del
grupo. Estos son conocidos en la técnica, por ejemplo, de Console et al., J. Biol

Chem 278:35109 (2003).
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[0062] En una modalidad particulanrmente prefenda, el vehiculo es una
polllisina con grupos ramificados positivamente cargados unidos a los grupos
amino laterales de cadena de lisina. La pollisina utilizada en esta modalidad
particularmente preferida puede ser cualquiera disponible comercialmente (Sigma
Chemical Company, St Louis, Missouri, USA, por ejemplo) las pollisinas tales
como, por ejemplo, la polilisina que tiene un PM >70,000, la polilisina que tiene un
PM de 70,000 a 150,000, ia polihsina que tiene un PM de 150,000 a 300,000 y fa
polilisina que tiene un PM > 300,000 Sin embargo, preferibiemente la polilisina
tiene un PM de al menos aproximadamente 10,000. Los grupos ramificados
positivamente cargados preferidos o los grupos de eficiencia incluyen, por
ejemplo, -gly-gly-gly-arg-arg-arg-arg-arg-arg-arg  (-GlysArg;), HIV-TAT o

fragmentos de éste, y Antennapedia PTD o fragmentos de estos.

Otros componentes

[0063] Ademas del componente de estructura positivamente cargado, las

composiciones multicomponente de la presente invencion comprenden al menos
dos componentes del grupo que consiste de o siguiente,

1) Una primera estructura cargada negativamente que tiene una

pluralidad de porciones de imagenes unidas;, o alternativamente una

pluralidad de porciones de imagenes cargadas negativamente;

i) Una segunda estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de agentes blanco unidos; o alternativamente una pluralidad de

porciones blanco cargadas negativamente;
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iii) Al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, ribosomas,
acidos oligonucleicos modificados y CADN que codifica un transgen

selecclonado;

iv) El ADN que codifica al menos un factor de persistencia, y
v) Una tercera estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de agentes biologicos umidos, o un agente biolégico cargado

negativamente.

[0064] En un aspecto relacionado, como se describidé aqui, en algunas
modalidades o composiciones de esta invencién, la estructura positivamente
cargada o vehiculo se puede utiizar sola para proporcionar suministro
transdémico de ciertos tipos de sustancias. Las combinaciones de los agentes
biologicamente activos descritas aqui tales como, por ejemplo, las combinaciones
de insulina, toxina de botulinum, proteinas que no alteran terapéuticamente los
niveles de glucosa en la sangre, antigenos adecuados para inmunizaciéon, o
agentes sin proteina sin acido nucleico, también se pueden emplear en estas

compaosiciones

[0065] Las estructuras cargadas negativamente, cuando se utlizan para
llevar las porciones de imagen, las porciones de blanco y los agentes terapéuticos,
pueden ser una variedad de estructuras (similares a aquellas descritas
anteriormente) que tienen grupos muitiples que lievan una carga negativa a un pH
fisiologico Altemativamente, las porciones de imagen, las porciones de blanco y
los agentes terapéuticos con porciones negativamente cargadas con superficie
suficiente no requerirdn la unién de una estructura adicional para el complejo

ibnico con las estructuras positivamente cargadas como sera facilmente evidente
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para aquellos expertos en la técnica. Suficiente en este contexto implica que la
densidad adecuada de los grupos cargados negativamente esta presente sobre la
superficie de las porciones de imagen, las porciones de blanco o los agentes
terapéuticos para lograr una unibn ibnica con las estructuras positivamente
cargadas descritas anteriormente. En estos casos, la sustancia o derivado de este
tiene un carga suficiente negativa para asociarse con los vehiculos positivamente
cargados de la presente invencién no covalentemente. El término “suficiente” en
este contexto se puede determinar por ejemplo mediante un cambio en el tamaiio
de la particula o espectrofotometria funcional versus los componentes solos. Los
grupos negativamente cargados adecuados son Acidos carboxilicos, acidos
fosfinicos, fosfonicos o fosférnicos, acidos sulfinico o suifénico y similares. En
algunas modalidades, |a estructura negativamente cargada serd un
oligonucleétido. En otras modalidades, la estructura negativamente cargada es un
oligosacando (por ejemplo, dextrano). En ain otras modalidades, la estructura
negativamente cargada es un polipéptido {(por ejemplo, acido poli glutdmico, acido
poli aspartico, o un polipéptido en el cual los residuos de acido glutamico o acido
aspartico son interrumpidos por amino acidos no cargados). Las porciones
descritas con mas detalle adelante (porciones de imagen, agentes blanco, y
agentes terapéuticos) se pueden unir a una estructura que tiene estos grupos
pendientes, tipicamente por via de enlaces éster. Alternativamente, los amino
acidos que interrumpen los amino acidos cargados negativamente o son
apéndices de los terminales de la estructura cargada negativamente, se pueden
utifizar para unir porciones de imagenes y porciones blanco por via, por ejempio,
de enlaces di sulfuro (a través de un residuo de cisteina), enlaces de amida, otros
enlaces {(a través de serina o grupos hidroxilo treonina) y similares.
Alternativamente, las porciones de imagen y las porciones de blanco pueden ser

ellas mismas pequefios aviones en la ausencia de un polimero cargado

S

)
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negativamente Alternativamente, las porciones de imagen, las porciones de
blanco y los agentes terapéuticos pueden ser ellos mismos covalentemente
modificados para lograr porciones cargadas negativamente de superficie suficiente
para los complejos 16nicos con las estructuras positivamente cargadas como se da
facilmente evidente a un experio en la técnhica. En ambos casos, la sustancia o un
denvado de esta tiene una carga suficiente negativa para asociarse con los
vehiculos positivamente cargados de la presente invencion no covalentemente. El
término “suficiente” en este contexto se refiere a una asociacién que se puede
determinar por eemplo mediante cambio en el tamafio de particula o

espectrofotometria funcional versus los componentes solos

Porciones de imagen

[0066] Una variedad de porciones de diagnostico o imagenes son tiles en
la presente invencion y estan presentes en una cantidad efectiva que dependera
de la condicidbn que es diagnosticada o que es puesta en imagen, la ruta de
administracion, la sensibilidad del agente y el dispositivo utilizado para la

deteccion del agente, y similar.

[0067] Ejemplos de imagenes adecuadas o agentes de diagnéstico incluyen
agentes de contraste radio opaco, agentes de contraste paramagnético, agentes
de contraste siper paramagnético, porciones de imagenes dpticas, agentes de
contraste CT y ofros agentes de contraste. Por ejemplo, agentes de contraste
radio opaco (para imagenes de rayos x) incluiran compuestos de yodo inorganico
y organico {por ejemplo, diatrizoato), metales radio opacos y sus sales (por
ejemplo, plata, oro, platino y similares) y otros compuestos radio opacos (por

ejemplo, sales de calcio, sales de bario tales como sulfato de bario, tantalo y oxido
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de tantalo). Los agentes de contraste paramagnético adecuados (para imagenes
MR) incluyen éacido tri amino penta acético di etileno gadolinio (Gd-DTPA) y sus
derivados, y otros complejos de gadolinio, manganeso, hierro, disprosio, cobre,
europio, erbio, cromo, niquel y cobalto, que incluyen complejos con acido 1, 4, 7,
10-tétra asa ciclo do decano- N, N',N", N — tétra acético (DOTA), acido etileno di
amino tetra acético (EDTA), 1, 4, 7, 10-tetra asa ciclo do decano- N, N'N” — tr
acético (DO3A) acido 1, 4, 7-tri asa ciclo nonano- N, N',N” — tri acético (NOTA),
acido 1, 4, 8, 11-tetra asa ciclo tera decano- N, N’,N”",N" — tetra acético (TETA),
acido hidroxi bencil etileno di amina di acético (HBED) y similares Los agentes
contrastes suUper paramagnéticos adecuados (para imagenes MR) incluyen
magnetitos, Oxidos de hierro sUper paramagnéticos, Oxidos de hierro mono
cnistalinos, formas particularmente en complejo de cada uno de estos agentes que
se pueden unir a una estructura negativamente cargada. Aun otros agentes de
iméagenes adecuados son los agentes de contraste CT que incluyen agentes de
contraste CT yodados y no yodados y 16nicos y no 16nicos, asi como también
agentes de contraste tales como “spin-labels” u otros agentes diagnésticamente
efectivos Los agentes de imagenes Opticas adecuados incluyen por ejemplo el
grupo que consiste de Cy3, Cy3 5, Cy5, Cy5 5, Cy7, Cy7.5, Oregon green 488,
Oregon green 500, Oregon green 514, proteina fluorescente Green, 6-FAM, Texas

Red, Hex, TET, y HAMRA.

[0068] Otros ejemplos de agentes diagndsticos incluyen genes marcadores
que cadifican proteinas que son facilmente detectables cuando se expresan en
una célula, que incluyen, pero no estan limitados a, B-galactosidasa, proteina
fluorescente verde, proteina fluorescente azul, luciferaza y similares. Una amplia
variedad de marcadores se pueden emplear, tales como radionuclidos, fldor,

encimas, sustratos de encima, cofactores de encima, inhibidores de encima,
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ligandos (particularmente aptenos), y similares. Aln otras sustancias utiles son
aquellas marcadas con especies radio activas o componentes, tales como PmTc

glucoheptonato

[0069] La eleccién para unir una porcidbn de imagen a una estructura
negativamente cargada dependera de una variedad de condiciones. Ciertos
agentes de imagenes son neutros a pH fisiolégico y preferiblemente estaran
unidos a una estructura negativamente cargada o covalentemente modificada para
incluir las porciones negativamente cargadas suficientes anteriores para retener
un complejo con el vehiculo positivamente cargado. Otros agentes de imagen
llevan carga negativa suficiente para retener el complejo con el vehiculo
positivamente cargado, aun en ausencia de una estructura negativamente
cargada. En estos casos, la sustancia o un derivado de esta tiene una carga
negativa suficiente para asociarse con los vehiculos positivamente cargados de la
presente invencion no covalentemente. El término “suficiente” en este contexto se
refiere a una asociacion que se puede determinar por ejemplo mediante el cambio
en el tamafio de la particula o la espectrofotometria funcional versus los
componentes solos. Los ejemplos de tales porciones de imagenes cargadas
negativamente incluyen el i6n fosfato (Gtles para imagenes de resonancia

magnética).

Agentes blanco

[0070] Una variedad de agentes blanco son dtiles en las composiciones
descritas aqui. Tipicamente, los agentes blanco estan unidos a una estructura
negativamente cargada como se describe para las porciones de imagenes

anteriores. En ciertas modalidades, los agentes blanco y las porciones de imagen

162,
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son estructural y/o quimicamente distintas. Por ejemplo, las porciones de imagen y
los agentes blanco son ambos no fosfato De manera general, los agentes blanco
pueden ser cualquier elemento que hace posible dirigir la transferencia de un
acido nucleico, agente terapéutico u otro componente de la composicion a un sitio
particular para alterar el tropismo del complejo con relacién a aquel del complejo
sin el agente blanco. E] agente blanco puede ser un agente blanco extra celular,
que permite, por ejemplo, transferir un acido nucleico para ser dirigido hacia
clertos tipos de células o clertos tejidos deseados (células tumorales, células de
higado, células hematopoyéticas, y similares) Tale agente también puede ser un
agente blanco intracelular, que permita a un agente terapéutico ser dirigido hacia
compartimentos de célula particulares (por ejemplo, mitocondria, nucleo, y
simlares). El agente mas simplemente también puede ser un anidén pequefio el
cual, en virtud o al cambiar la distribucién de carga neta altera el tropismo del
complejo mas desde superficies de célula mas altamente negativas y
componentes de matriz extra celular a una amplia variedad de células o ain

especificamente alejada de la mayoria de las superficies altamente negativas.

[0071] El agente blanco o los agentes son preferiblemente ligados,
covalentemente o no covalentemente, a una estructura cargada negativamente de
acuerdo con la invencion. de acuerdo con un modo preferido de la invencién, el
agente blanco esta covalentemente unido a un acido oligonucleico, poliaspartato,
dextrano sulfatado o fosforilado y similar que sirve como un componente de
estructura cargado negativamente, preferiblemente por via de un grupo de enlace.
Los métodos para unir agentes blanco (asi como también otros agentes
biolégicos) a los acidos nucleicos son bien conocidos por aquellos expertos en la
técnica utilizando, por ejemplo, grupos de enlace heterobifuncional (ver Pierce

Chemical Catalog). En un grupo de modalidades, el agente blanco es un péptido
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fusogénico para la promover la transfeccién celular, es decir, para favorecer el
paso de la composicidn o sus varios elementos a través de membranas, o para
ayudar en el egreso de endosdémas y para cruzar la membrana nuclear El agente
blanco también puede ser un higando receptor para un receptor que esta presente
en la superficie del tipo de célula, tal como, por ejemplo, un azicar, transferina,
insulina o proteina asialo-orosomucoide. Tal ligando puede ser uno de un tipo
intracelular, tal como una sefial de localizacidn nuclear (nls) secuencia que

promueve la acumutacion de ADN fransfectado dentro del nlicleo.

[0072] Otros agentes blanco utiles en el contexto de la invencion, incluyen
azucares, péptidos, hormonas, vitaminas, citosinas, acidos oligonucleicos, aniones
pequefios, lipidos o secuencias o fracciones derivadas de estos elementos y que
permiten {a unidn especifica con sus receptores correspondientes.
Preferiblemente, los agentes blanco son azucares y/o péptidos tales como
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo, ligandos de receptor de ceélula o
fragmentos de estos, los receptores o los fragmentos receptores, y similares. Mas
preferiblemente, los agentes blanco son ligandos de receptores de factor de
crecimiento, de receptores de citosina, o de receptores de lectina de céluia o de
receptores de proteina de adhesion. El agente blanco también puede ser una
azGcar que hace posible apuntar a las lectinas tales como los receptores
asialoglicoprotelna, o alternativamente un fragmento de fab de anticuerpo que

hace posible apuntar al receptor de fragmento Fc de las inmunoglobulinas

[0073] En adn otras modalidades, un agente blanco es utillizado en ausencia
de una estructura negativamente cargada. En este grupo de modalidades, el
agente blanco lleva porciones suficientes negativamente cargadas para retener el

complejo idnico con el vehiculo positivamente cargado descrito anternormente. En
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estos casos, la sustancia o un denvado de ésta tiene una carga negativa suficiente
para asociarse con los vehiculos positivamente cargados de la presente invencion
no covalentemente El término “suficiente” en este contexto se refiere a un asocio
que se puede determinar por ejemplo al cambiar el tamafio de particula o la
espectrofotometria funcional versus los componentes solos. Los agentes blanco
negativamente cargados adecuados para este grupo de modalidades son égentes
blanco basados en proteina que tienen una carga negativa neta a un pH
fisiolégico, asi como también los agentes blanco que puedan facilitar la adhesion a
una superficie celular particular, tal como poli aniones pequefos que incluyen por
ejemplo, fosfato, aspartato y citrato que pueden por ejemplo cambiar un blanco

con base en la carga de superficie neta de la célula ha ser blanco.

[0074] En las composiciones de la presente invencion, el acido nucleico
puede ser cualquier acido desoxirribunocleico o0 una acido nbunocléico, y pueden
comprender secuencias de origen natural o artfficial. Mas particularmente, los
acidos nucleicos utilizados aqui pueden incluir ADN gendmico ¢ADN, mARN,
tARN, rARN, secuencias hibridas o secuencias sintéticas o semi-sintéticas. Estos
acidos nucleicos pueden ser de origen humano, animal, vegetal, bacterial, virai,
etc. Adicionalmente, los acidos nucleicos se pueden obtener mediante cualquier
técnica conocida por aquellos expertos en la técnica, y en particular al seleccionar
los bancos, mediante sintesis quimica o mediante métodos mezclados que
incluyen la modificacidbn quimica o enzimatica de secuencias obtenidas al
seleccionar ios bancos. Aln adicionaimente, ios acidos nucleicos se pueden

incorporar en vectores, tales como, vectores de plasmido.

[0075) Los acidos desoxirnbunocleicos utilizados en la presente invencién

pueden ser de hebra simple o doble. Estos acidos desoxirribunocleicos también se
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pueden codificar para genes terapéuticos, secuencias para regular la trascripcion
o replicacién, secuencias contra sentido, regiones para unwyse a otros
componentes de célula, etc. Los genes terapéuticos adecuados son
esencialmente cualquier gen que codifica para un producto de proteina que tiene
un efecto terapéutico El producto de proteina asi codificado puede ser una
proteina, polipéptido, un péptido, o similar. El producto de proteina puede, en
algunos casos, ser homélogo con respecto a la célula blanco (es decir un producto
que' es normalmente expresado en la célula blanco cuando el Gltimo no exhibe
patologia). De esta manera, el uso de A&cidos nucleicos adecuados puede
incrementar la expresiébn de una proteina, haciendo posible, por ejemplo,
solucionar una expresion insuficiente en la célula. Alternativamente, la presente
invencion suministra composiciones y métodos para la expresion de una proteina
que es inactiva o débilmente activa debide a una modificacion, o alternativamente
de sobre expresar la proteina. El gen terapéutico puede asi codificar un mutante
de una proteina de célula, que tiene una estabilidad incrementada, actividad
modificada, etc. El producto de proteina también puede ser heterdlogo con
respecto a la célula blanco. En este caso, una proteina expresada puede, por
ejemplo, hacer o suministrar una actividad que sea deficiente en la célula,

posibilitando combatir una patologia o estimular una respuesta inmune.

[0076] Mas particulamente, los &cidos nucleicos Ufiles en la presente
invenciébn son aquellos que codifican para encimas, derivados de sangre,
hormonas, linfocinas, [nter leucinas, interferones, TNF, factores de crecimiento,
neurotransmisores o sus precursores o encimas sintéticas, o los factores tréficos:
BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, VEGF, NT3, NT5, HARP/pleiotrofina;
las proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos, de los tipos

apoliproproteina seleccionados de apoliproproteina A-l, A-ll, A-IV, B, C-l, C-lI,C-Ilj,
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D, E, F, G, H, J y apo(a), encimas metabdélicas tales como, por ejemplo, lipasa
lipoproteina, lipasa hepdtica, lecitin colesterol acitransferaza, 7-a-cloesterol
hidroxilaza, fosfataza de acido fosfatidico, o proteinas de transferencia de lipido
tales como proteina de transferencia de éster de colesterol y proteina de
transferencia de fosfolipido, una protelna para unir HDL o un receptor
seleccionado de, por ejemplo, receptores LDL, receptores remanentes quilo
micrén y receptores de absorbedores, distrofina 0 minidistrofina, proteina GAX,
proteina CFTR asociada con mucoviscidosis, genes supresores de tumor. p53,
Rb, Rap1A, DCC, k-rev; factores de proteina involucrados en la coagulacion:
factores ViI, VI, IX; o los acidos nucleicos pueden ser aquellos genes
mvolucradc;s en la reparacion de ADN, genes suicidio (timidina quinaza, citosina
diaminaza), genes que codifican trombomodulina, a1-antitripsina, activador de
plasminégeno de tejido, dismutaza, super 6xido, elastaza, matriz de métalo

proteinaza, y similares.

[0077] Los genes terapéuticos dtiles en la presente Invenciébn también
pueden ser una secuencia contra sentido o un gen cuya expresién en las células
blanco hace posible controlar la expresién de genes de la transcripcién del mARN
celular. Tales secuencias pueden, por ejemplo, ser transcritas en la célula blanco
en ARN complementario del mARN celular y asi bloquear su translaciéon en la
protelna, de acuerdo con la técnica descrita en la patente EP 140,308, Las
secuencias contra sentido también comprenden las secuencias que codifican para
rbosomas que son capaces de destruir selectivamente el ARN blanco (ver EP

321,201)

[0078] Como se indica anteriormente, el agente biol6gicamente activo

puede también comprender uno o mas péptidos antigénicos que son capaces de
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generar una respuesta Inmune en humanos o animales. En esta modalidad
particular, la invencibn hace posible producir vacunas o tratamientos
inmunoterapéuticos aplicados a humanos o animales, en particular contra micro
organismos, virus o canceres Ellos pueden en particular ser péptidos antigénicos
especificos para el virus de Epstein-Barr, para el virus del VIH, para el virus de la
hepatitis B (ver EP 185,573), para los virus de seudo-rabias o alternativamente

especificos para tumores (ver EP 259,212).

[0079] Preferiblemente, el acido nucleico también comprende secuencias
que permiten la expresion del gen terapéutico y/o del gen que codifica el péptido
antigénico en la célula u 6rgano deseado. Estas pueden ser secuencias que son
naturalmente responsables por la expresion del gen considerado cuando estas
secuencias son capaces de funcionar en ia célula infectada. Los Acidos nucleicos
también pueden ser secuencias de diferente origen (responsables por la expresion
de ofras proteinas, o alin proteinas sintéticas). En particular, los acidos nucleicos
pueden contener secuencias promotoras para genes eucandticos o virales. Por
ejemplo, las secuencias promotoras pueden ser aquellas derivadas del genoma de
la célula que se desea que se infecte. Similarmente, las secuencias promotoras se
pueden derivar del genoma de un virus, por ejemplo, los promotores de los genes
EIA, MLP, CMV, RSV, etc. Ademas, estas secuencias de expresion se pueden
modificar mediante la adicion de secuencias de activaciéon, secuencias de

regulacién, etc

{0080} Mas aun, el acido nucleico también puede contener, en particular
corriente arnba del gen terapéutico, una secuencia de sefial que dirige el producto
terapéutico sintetizado en las sendas de secrecion de la célula blanco. Esta

secuencia de senal puede ser la secuencia de sefal natural o el producto
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terapéutico, pero también puede ser cualquier otra secuencia de sefial funcional, o

una secuencia de sefial artificial.

ADN que codifica al menos un factor de persistencia

[0081] En algunas modalidades, la composicion también comprendera ADN
que codifica al menos un factor de persistencia Ejemplos de tales ADN es el ADN
que codifica la proteina 1 preterminal adenoviral (ver, Lieber, et al. Nature
Biotechnology 15(13):1383-1387 (1997). La protelna preterminal adenoviral 1 o el
acido nucleico que la codifica se puede suministrar en -cis o trans- a la secuencia
de acido nucleico que codifica el transgen terapéutico deseado. Cuando se
suministra de esta manera, la proteina preterminal 1 o la secuencia, preserva el
acido nucieico terapéutico como un episoma nuclear estable y previene asl la
pérdida del acido nucleico terapéutico y evita la disminucion tardia en la expresion

de proteina terapéutica.

Agentes biolégicos
f0082) Una vanedad de agentes biol6gicos, que incluyen tanto agentes

terapéuticos como cosmecéuticos son utiles en la presente invencidn y estan
presentes en una cantidad efectiva que dependera de la condicién ha ser tratada,
profilacticamente o de otra forma, la ruta de administracién, la eficacia del agente y

el tamafio y [a susceptibilidad del paciente al régimen de tratamiento.

[0083] Los agentes terapéuticos adecuados que se pueden unir a una
estructura negativamente cargada se pueden encontrar en esenclalmente

cualquier clase de agentes, que incluyen, por ejemplo, agentes analgésicos,
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agentes antiasmaticos, antibiéticos, agentes antidepresivos, agentes
antidiabéticos, agentes anti-fongicos, antieméticos, antihipertensivos, agentes anti-
impotencia, agentes anti-inflamatorios, agentes anti-neoplasticos, agentes anti-
VIH, agentes antivirales, agentes ansioliticos, agentes para contracepcion,
agentes para la fertlidad, agentes ant-trombéticos, agentes protrombéticos,
hormonas, vacunas, agentes inmunosupresores, vitaminas vy similares.
Alternativamente, los grupos negativamente cargados suficientes se pueden
introducir en el agente terapéutico para lograr el complejo idnico con las
estructuras positivamente cargadas descritas anteriormente. Muchos meétodos
adecuados tales como la fosforilacién o la sulfatacion existen y seran facilmente

evidentes por aquellos expertos en la técnica.

[0084] Ademas, ciertos agentes mismos poseen porciones adecuadas
cargadas negativamente para asociar con el vehiculo cargado positivamente
descrito anteriormente y que no requieran la unién a una estructura negativamente
cargada En estos casos, la sustancia o un derivado de ésta tiene suficiente carga
negativa para asociarse con los vehiculos positivamente cargados de la presente
invencién no covaientemente. El término “suficiente” en este contexto se refiere a
una asociacidn que se puede determinar por ejemplo al cambiar el tamarfo de

particula o la espectrofotometria funcional versus los componentes solos.

[0085] Los agentes cosmecéuticos adecuados incluyen, por ejemplo, factor
de crecimiento epidérmico (EGF), asi como también hormona de crecimiento
humano, antioxidantes, y toxina botulinum. En el contexto de esta invencién, el
término “toxina botulinum” incluye no solamente los serotipos botulinum A, B, C,
D, E, F, y G, sino también los fragmentos de éstos que tienen actividad de cadena

ligera de botulinum.
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[0086] Mas particularmente, los agentes terapéuticos Utiles en la presente
Invencién incluyen tales anaigésicos como la lidocalna, novocaina, bupivacaina,
procalna, tetracaina, benzocaina, cocalna, mepivacaina, etidocaina, proparacaina
ropivacaina, prilocaina y similares, agentes antiasmaticos tales como azelastina,
zetotifen, traxanox, corticosteroides, cromolina, nedocromil, albuterol, bitolterol
mesilato, pirbuterol, salmeterol, terbutiina, teofilna y smilares, agentes
antibidticos tales como neomicina, estreptomicina, cloramfenicol, norfioxacina,
ciprofloxacina, trimetoprima, sulfametiloxazol, los antibiéticos B-lactam, tetraciclina,
y similares; agentes antidepresivos tales como nefopam, oxipertina, imipramina,
tresadona y similares; agentes anti-diabéticos tales como biguanidina,
sulfonilureas, y similares; antieméticos y antisicéticos tales como cloropromacina,
fiufenacina, perfenacina, proclorperacina, prometacina, tietilperacina,
tnflupromacina, haloperidol, escopolamina, difenidol, trimetobenzamida, y
similares; agentes neuromusculares tales como atracurium mivacurium,
rocuronium, succinilcolina, doxacurnium, tubocurarina, y toxina de botulinum (BTX);
agentes anti-fingicos tales como amfotericina B, nistatina, candicidina, itraconazol,
zetoconazol, miconazol, clotrimazol, fluconazol, ciclopirox, econazol, naftffina,
terbinafina, griseofulvina, ciclopirox y similares; agentes antihipertensivos tales
como propanolol, propafenona, oxiprenolol, nifedipina, reserpina y similares,
agentes anti-impotencia tales como donadores de &xido nitrico y similares;
agentes anti-inflamatorios que incluyen agentes anti-inflamatorios esteroides tales
como cortisona, hidrocortisona, dehésame zona, prednisolona, prednisona,
fluazacort, y similares, asi como también agentes anti-inflamatorios no esteroides
tales como indometacina, ibuprofeno, ramifenisona, prioxicam y similares; agentes
antineoplasticos tales como adriamicina, ciclofosfamida, actinomicina, bleomicina,

duanorubicina, dosorubicina, epirubicina, mitomicina, rapamicina, metotresato,
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fluorouracilo, carboplatina, cammustina (BCNU), cisplatina, etopésido, interferones,
fenesterina, tasol ( que incluye analogos y derivados), camptotecina y derivados
de ésta, vinblastina, vincrnistina y similares, agentes anti-VIH (por ejemplo,
antiproteoliticos); agentes antivirales tales como amantadina, metisazona,
idosuridina, citarabina, aciclovir, famciclovir, ganciclovir, foscarmnet, sorivudina,
trifluridina, valaciclovir, cidofovir, didanocina, estavudina, salcitabina, sidovudina,
ribavirina, rimantatina y similares; agentes ansioliticos tales como dantroleno,
diazepam y similares, inhibidores de COX-2, agentes para contracepcién tales
como progestégeno y similares; agentes anti-trombéticos tales como inhibidores
GPIlIb/llla, activadores de plasminogeno de tejido, estreptoquinasa, uroquinasa,
heparina y similares, agentes protrombdéticos tales como trombina, factores V, Vil,
VIl y similares; hormonas tales como insulina, hormona de crecimiento, prolactina,
EGF (factor de crecimiento epidérmico) y similares; agentes inmunosupresores
tales como ciclosporina, asatioprina, misorobina, FK506, prednisona y similares;
agentes angiogénicos tales como VEGF (factor de crecimientc endotelal
vascular); vitaminas tales como A, D, E, K, y similares; y otros agentes terapéutica
o medicinalmente activos Ver, por ejemplo, GOODMAN & GILMAN'S THE
PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS, Ninth Ed Hardman, et al.,
eds McGraw-Hill, (1996)

[0087] En la mayoria de las modalidades preferidas, los agentes bioldgicos
se seleccionan de insulina, toxina botulinum, VEGF, antigenos para inmunizacion,

y agentes anti-fungicos.

[o088] Como se anoté anteriormente para los agentes blanco y los agentes
de imagenes, ciertos agentes bioldgicos o cosmecéuticos se pueden utilizar en la

ausencia de una estructura cargada negativamente. Tales agentes bioldgicos o
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cosmecéuticos son aquellos que generalmente llevan una carga negativa neta en
el pH fisiolédgico para retener el complejo con el vehiculo cargado positivamente.
Ejemplos incluyen toxina de botulinum (una proteina PM grande), insulina (una
proteina PM pequeiia), antigenos para inmunizacion, que pueden variar desde
muy pequerio a muy grande y tipicamente incluyen proteinas o glicoproteinas, y
muchos agentes anti-fingicos En estos casos, la sustancia o un derivado de ésta
tiene una carga suficientemente negativa para asociarse con los vehiculos
positivamente cargados de la presente invencién no covalentemente. El término
“suficiente” en este contexto se refiere a una asociacion que se puede determinar,
por ejemplo, al cambiar en el tamafio de la particula o espectrofotometria funcional

versus los componentes solos.

Estructuras negativamente cargadas que tienen porciones de imagenes unidas,

gue apuntan a agentes blanco o agentes terapéuticos

[0089] Para tres de los anteriores grupos de componentes, que incluyen las
porciones de imagenes, los agentes blanco y los agentes terapéuticos, los
compuestos individuales se pueden unir a una estructura negativamente cargada,
covalentemente modificada para introducir porciones negativamente cargadas, o
empleadas directamente si el compuesto contiene suficientes porciones
negativamente cargadas para conferir una unibn 16nica a la estructura
positivamente cargada descrita anteriormente. Cuando es necesario, tipicamente,
la unidn es por via de un grupo de enlace utiizado para unir covalentemente el
agente particular a la estructura a través de grupos funcionales presentes en el
agente asl como también en la estructura. Una variedad de grupos de enlace son
utiles en este aspecto de la invencién. Ver, por ejemplo, Hermanson, Bioconjugat;

Techiques, Academic Press, San Diego, CA (1996); Wong, S.S., Ed., Chemistry of



WO 2005/084361 54 PCT/US2005/006930 -—L} l

Protein Conjugation and Cross-Linking, CRC Press, Inc., Boca Raton, FL (1991),
Senter, et al, J. Org Chem. 55:2975-78 (1990), y Koneko, et al., Bioconjugate
Chem 2:133-141 (1991).

[0090] En algunas modalidades, el diagnoéstico terapéutico o los agentes
blanco no tendran un grupo funcional disponible para unirse al grupo de enlace, y
se pueden primero modificar para incorporar, por ejemplo, un sustituyente hidroxi,
amino, o tiol. Preferiblemente, el sustituyente se suministra en una porcién no
interfiriente del agente, y se puede utilizar para unirse a un grupo de enlace, y no

se afectara adversamente la funcién del agente.

[0091] En aln otro aspecto, la presente invencién suministra composiciones
que comprenden un complejo no covalente de una estructura positivamente
cargada que tiene al menos un grupo de eficiencia unido y al menos un miembro
de acido nucleico seleccionado del grupo que consiste de ARN, ADN, ribosimas,
acidos oligonucleicos modificados y cADN que codifica un transgen seleccionado.
En este aspecto de la invencién, la estructura positivamente cargada puede ser
esencialmente cualquiera estructuras positvamente cargadas descritas
anteriormente, y también comprenderan (como con las estructuras anteriores
seleccionadas) al menos un grupo de eficiencia umido. Los grupos de eficiencia
adecuados incluyen, por ejemplo, (Gly)ni-(Arg).2 en donde el subindice n1 es un
entero de 3 a 5, y el subindice n2 es independientemente un numero impar desde
7 hasta 17 o dominios TAT. Adicionalmente, los acidos nucleicos Utiles en este

aspecto de la invencién son los mismos que se han descrito anteriormente.

Suministro transdémico de insulina y ciertas moléculas mayores
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[0092] Se ha encontrado que los vehiculos positivamente cargados
ant;enores se pueden utilizar para el suministro transdémico de insulina y otros
ciertos agentes biolégicamente activos que no alteran terapéuticamente los niveles
de glucosa de la sangre, tal como proteinas que tienen un peso molecular de
aproximadamente 50,000 y mas, por ejemplo, la toxina de botulinum (BTX), o para
ofros agentes bioldégicamente activos tales como el agente basado en acido
nucleico terapéutico, un agente terapéutico sin proteina sin acido nucleico tal
como ciertos agentes anti-fingicos o alternativamente un agente para
inmunizacién El uso del vehiculo positivamente cargado posibilita la transmisién
de la proteina o del gen marcador tanto hacia dentro como hacia fuera de ias
células de piel, y el suministro de este en una cantidad efectiva y una forma activa
a un tejido subyacente. Por ejemplo, la insulina se puede suministrar a través de la
piel hacia los capilares subyacentes para transportar a través del cuerpo sin la
necesidad de inyecciéon. La toxina de botulinum se puede suministrar a los
miusculos subyacentes o a las estructuras glandulares sin la piel en una cantidad
efectiva para producir paralisis, producir relajacion, aliviar las contracciones, evitar
o aliviar los espasmos, reducir el rendimiento glandular o suministrar otros efectos
deseados. El suministro local de esta manera podria lograr reducciones de
dosificacion, reducir la toxicidad y permitir una optimizacién de dosis mas precisa
para los efectos deseados con relacibn a los materiales inyectables o
implantables, particularmente en el caso de la toxina de botulinum. Esta modalidad
puede in¢lur una cantidad de anidn polivalente preferiblemente pequefia, por
ejlemplo, fosfato, aspartato, o citrato, 0 se puede llevar a cabo en ausencia
sustancial de tal polianién. En todos los aspectos de la presente invencién, la
asociacion entre el vehiculo y el agente biolégicamente activo es una interaccion
no covalente, que puede incluir, por ejemplo, interacciones ionicas, unién de

hidrégeno, fuerzas de van der Waals, o combinaciones de éstos
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[0093] El término “toxina de botulnum” como se utiliza aqui pretende
referirse a cualquiera de los serotipos conocidos de la toxina de botulinum, sea
producido por bacteria o por técnicas recombinantes, asi como también cualquiera
de tales tipos que puedan ser posteriormente descubiertos incluyendo variaciones
por ingenieria o proteinas de fusion. Como se menciond anteriormente, en el
momento presente, siete neurotoxinas de Botulinum inmunolégicamente distintas
se han caracterizado, a saber los serotipos de neurotoxina de botulinum A, B, C,
D, E, F y G, cada una de las cuales se distngue por la neutralizacién con los
anticuerpos especificos de tipo. Los serotipos de toxina de botulinum estan
disponibles de Sigma-Aldrich y de Metabiologics, Inc. (Madison, Wisconsin), asi
como también de otras fuentes. Los diferentes serotipos de toxina de botulinum
varia en las especies animales que ellos afectan y en la severidad y la duracion de
la paralisis que ellos evocan. Al menos dos tipos de toxina de botulinum, tipos Ay
B, estan habitualmente disponibles comercialmente en formulaciones para
tratamientos de ciertas condiciones. El tipo A, por ejemplo, esta contenido en
preparaciones de Allergan que tiene la marca BOTOX® y de Ipsen que tiene la
marca DYSPORT®, vy el tipo B esta contenido en preparaciones de Elan que tiene

la marca MYOBLOC®.

[0094] La toxina de botulinum utilizada en las composiciones de esta
invencion puede ser un derivado de toxina de botulinum, esto es, un compuesto
que tiene la actividad de la toxina de botulinum pero que contiene una o mas
alteraciones quimicas o funcionales sobre cualquier parte o sobre cualquier
cadena relatva a la ocurrencia natural 0 a las toxinas de botulinum nativas
recombinantes. Por ejemplo, la toxina de botulinum puede ser una neurotoxina

modificada, esto es una neurotoxina que tiene al menos uno de sus amino acidos
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supnmido, modificado o reemplazado, comparado con el nativo, o la neurotoxina
modificada puede ser una neurotoxina producida recombinantemente o un
derivado o fragmento de ésta. Por ejemplo, la toxina de botulinum puede ser una
que ha sido modificada de una manera tal que, por ejemplo, mejora sus
propiedades o disminuye los efectos colaterales indeseables, pero en la que
permanece aun la actividad de toxina de botulinum deseada La toxina de
botulinum puede ser cualquiera de los complejos de toxina de botulinum producido
por la bacteria, como se describid anteriormente. Alternativamente, la toxina de
botuinum puede ser una toxina preparada utilizando técnicas quimicas
recombinantes o sintéticas, por ejemplo, un péptido recombinante, una proteina de
fusidon, 0 una neurotoxina hibrida, por ejemplo preparada de subunidades o
dominios de diferentes serotipos de toxina de botulinum (ver la patente U S. 6,
444 209, por ejemplo). La toxina de botulinum también puede ser una porcidn de
la molécula total que se ha mostrado que posee la actividad de toxina de
botulinum necesaria, y en tal caso se puede utilizar per se o como parte de una
combinacién o molécula de complejo, por ejemplo, una proteina de fusién
Alternativamente, una porcidn de la toxina se puede utiizar directamente con las
estructuras positivamente cargadas descritas aqui con o sin las porciones bianco
en razén a que la estructura positivamente cargada permite la internalizacion
celular ain en la ausencia de la unién de BTX nativo, el blanco o los dominios de
internalizacién. Alternativamente, la toxina de botulinum puede estar en la forma
de un precursor de toxina de botulinum, que puede ser en si misma no téxico, por
ejemplo una proteasa de zinc no téxica que se vuelve téxica sobre clevaje

proteolitico

[0095] Esta invencidn también contempla el uso general de combinaciones y

mezclas de toxinas de botulinum, aunque debido a su naturaleza y propiedades
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diferentes, las mezclas de los serotipos de toxina de botulinum no se administran

generalmente en este momento.

[0096] Similarmente, el término “insulina” incluye insulina extraida de
fuentes naturales, asi como también insulina que puede ser obtenida
sintéticamente, por via de medios quimicos o recombinantes. La insulina también
puede estar en una forma madificada, o en la forma de, por ejemplo un peptido
recombinante, una proteina de fusién, o una molécula de hibrido, o la insulina en
un caso particular puede ser una porcién de la molécula de insulina que posee la
actividad necesaria La misma es cierta de otras proteinas que se puede utilizar en
estas composiciones y métodos transdérmicos particulares, particularmente
antigenos para inmunizacién, que pueden variar ampliamente en propiedades
fisioquimicas. De manera similar los agentes terapéuticos sin proteina sin acido
nucleico, que incluyen agentes anti-flingicos, se pueden obtener de fuentes

naturales o se pueden sintetizar.

[0097] Las composiciones de esta invencién estan preferiblemente en la
forma de productos para ser aplicados a la piel o el epitelio de sujetos o pacientes,
es decir, humanos u otros mamiferos necesitados del tratamiento particular. El
término “necesitados” significa incluir tanto necesidades farmacéuticas como
relacionadas con salud asi como también necesidades que tienden a ser mas
cosmecéuticas, estéticas, 0 subjetivas Las composiciones de toxina de botulinum
también se pueden utilizar, por ejemplo, para alterar o mejorar la apariencia de

tejido facial.

[0098] A través del uso de los vehiculos positivamente cargados de esta

invencién, la toxina de botulinum se puede administrar transdémicamente a un
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sujeto para tratar condiciones tales como miusculo facial indeseable u otros
espasmos musculares, hiperhidrosis, acné, o cualquier condiciéon en el cuerpo en
la cual el alivio del dolor muscular o espasmo se desee. La toxina de botulinum se
administra topicamente para el suministro transdémmico a los muisculos o a otras
estructuras asociadas a la piel. La administracion puede ser hecha, por ejemplo, a
las piernas, hombros, espalda incluyendo baja espalda, axila, palmas, pies, cuello,
pelvis, dorso de las manos o pies, rodillas, brazos superiores, tobillos, piernas
superiores, nalgas, torso, pelvis, o cualquier otra parte del cuerpo donde la

administracidn de la toxina de botulinum se desee

[0099] La administracién de la toxina de botulinum también se puede llevar
a cabo para ftratar otras condiciones, que incluyen tratar el dolor neuroldgico, la
prevencién o reduccién del dolor de cabeza por migrafia u otro dolor de cabeza, la
prevencion o reduccién de! acné, la prevencion o reduccién de la distonia o de
contracciones disténicas sean subjetivas o clinicas, la prevencién o reduccidén de
sintomas asociados con la hiperhidrosis subjetiva o clinica, reducir la
hipersecrecién o sudoracion, reduciendo o mejorando la respuesta inmune, o el
tratamiento de otras condiciones para las cuales la administracién de toxina de
botulinum mediante inyecciéon ha sido sugerida o desarrollada La administracion
de toxina de botulinum, otras proteinas terapéuticas que no tienen un efecto
terapéutico sobre los niveles de glucosa de la sangre, otros antigenos utiles para
la inmunizacién descrita aqui, u otros agentes terapéuticos sin acido nucleico y sin
proteina por ejempio, la toxina de botulinum en complejo, también se pueden
llevar a cabo para los propositos relacionados con la nmunizacion
Alternativamente, el complejo se puede preparar al aplicar tépicamente para
mejorar una respuesta inmune, por ejemplo, para suministrar la inmunizacién con

respecto a varias proteinas, por ejemplo, para las Inmunizaciones para la nifiez sin
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las inyecciones o la inmunizacion contra varios riesgos ambientales.
Sorprendentemente, la administracién de toxina de botulinum u otras protelnas
terapéuticas, descritas aqui se pueden llevar a cabo para reducir las respuestas
inmunes. La presente invencién le permite al BTX y a ofra proteina ser
suministradas mediante una ruta alterada de administracion y cambios de la
presentacién del antigeno complejo del agente y asi puede ser util para reducir la
respuesta inmune a; los antigenos a aquella proteina, Yy 9si faciltar la

administracién repetida sin la reduccion relacionada inmune en la actividad

[0100] En general, las composiciones son preparadas al mezclar la insulina,
la toxina de botulinum, u otro agente biolégicamente activo tal como por ejemplo,
una proteina terapéutica que no altera terapéuticamente los niveles de glucosa de
la sangre, un agente basado en acido nucleico terapéutico, un agente terapéutico
sin proteina sin acido nucleico o alternativamente un agente para inmunizacién
para ser administrado con el vehiculo positivamente cargado, y usualmente con
uno o mas vehiculos o excipientes adicionales farmacéuticamente aceptables. En
su forma mas simple ellos pueden contener un vehiculo o diluyente simple acuoso
farmacéuticamente aceptabie, tal como soiucién sailina, que puede ser
amortiguada. Sin embargo, las composiciones pueden contener otros ingredientes
tipicos en las composiciones farmacéuticas o cosmecéuticas, esto es, un vehiculo
dermatolégica o farmacéuticamente aceptable, un vehiculo o medio, es decir, un
vehiculo, vehiculo 0 medio que es compatible con los tejidos a los cuales ellos se
aplicaran. El término “dermatoidgica o farmacéuticamente aceptable”, como se
utifiza aqui, significa que las composiciones o componentes de éstos asi descntos
son adecuadas para uso en contacto con estos tejidos o para uso en pacientes en
general sin toxicidad indebida, incompatibilidad, inestabiidad, respuesta alérgica, y

similares Segun sea apropiado, las composiciones de la invencién pueden
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comprender cualquier ingrediente convencionalmente utilizado en los campos bajo
consideracion, y particularmente en cosmecéuticos y dermatologia. En todos los
aspectos de la presente invencidn, el asocio entre el vehiculo y el agente
biolégicamente activo es mediante interaccion no covalente, que puede incluir, por
ejlemplo, interacciones iénicas, uniones de hidrégeno, fuerzas van der Waals, o

combinaciones de éstos.

[0101] Las composiciones pueden ser pre-formuladas o pueden ser
preparadas en el momento de la administracidn, por ejemplo, al suministrar un kit
para montaje en o antes del momento de la administracién. Alternativamente,
como se mencioné anteriormente, la toxina de botulinum u otra proteina
terapéutica y la estructura o vehiculo positivamente cargado se pueden
administrar en forma separada al paciente, por ejemplo, al suministrar un kit que
contiene un parche para la piel u otro dispositivo de suministro que contiene la
proteina terapéutica y un liquido, gel, crema o similar que contiene el vehiculo
positivamente cargado (y opcionalmente otros ingredientes). En aquella modalidad
particular la combinacién se administra al épllcar el liquido u otra composicién que
contiene el vehiculo a la piel, seguido por la aplicacion del parche de la piel u otro

dispositivo.

[0102] Las composiciones de la invencidn son aplicadas con el fin de
administrar una cantidad efectiva de la insulina, la toxina de botulinum, u otra
sustancia benéfica. Para el suministro transdérmico el término “cantidad efectiva”
se refiere a cualquier composicion o método que suministra mayor suministro
transdérmico del agente bioldgicamente activo relacionado con el agente en
ausencia del vehiculo Para la toxina de botulinum, el término “cantidad efectiva"

como se utiliza aqui significa una cantidad de toxina de botulinum como se definié
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anteriormente que sea suficiente para producir la paralisis muscular deseada u
otro efecto, pero que implicitamente sea una cantidad segura, es decir, una que es
suficientemente baja para evitar serios efectos colaterales. Los efectos deseados
incluyen la relajacién de ciertos musculos con el objeto de, por ejemplo, disminuir
la apariencia de lineas finas y/o arrugas, especialmente en la cara, o ajustar la
aparniencia facial de otras formas tal como ampliando los ojos, levantando las
corneas de la boca, o suavizando las lineas que afloran del labio superior, 0 en
general aliviar la tension muscular El «ltimo efecto mencionado, el alivio general
de la tensién muscular, se puede lograr en la cara o en cualquier otra parte, por
ejemplo, en la espalda o las piernas. Para la insulina, el término "cantidad efectiva”
significa similarmente una cantidad de insulina que es suficiente para producir el
efecto deseado, a saber disminucién de la glucosa en el paciente o la sangre del
sujeto. Para los antigenos, “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad suficiente
para permitir al sujeto montar una respuesta inmune al antigeno después de la
aplicacidon de una sere de aplicaciones del antigeno. Para los agentes anti-
fungicos, “cantidad efectiva” se refiere a una cantidad suficiente para reducir los
sintomas o signos de la infeccién fungica. Para otros agentes biolégicamente
activos que no alteran terapéuticamente los niveles de glucosa de la sangre,
“cantidad efectiva” se refiere a una cantidad suficiente para ejercer el efecto
biolégico o terapéutico definido caracterizado por aquel agente en por ejemplo,
Physicians’ Desk Reference o similar sin inducir toxicidad significativa La
invencion especificamente excluye los fragmentos de anticuerpo que no tenen
actividad biolégica diferente de solamente unir el antigeno especifico cuando el
término “terapéutico” o “proteina bioldgicamente activa” se emplea. En razén a que
los antigenos adecuados para la inmunizacién tienen otras actividades biolégicas
tal como montar una respuesta inmune, estos permanecen incluidos en ios

aspectos apropiados de esta invencion, sin embargo Mas aln, los agentes que
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tienen una actividad bioldgica o un efecto terapéutico al unir un antigeno
especifico, bloquea de esta manera la unibn del ligando o alterando la

conformacién del antigeno estan incluidos en esta invencién.

[0103] Las composiciones pueden contener una cantidad efectiva apropiada
de la insulina, la toxina de botulinum, u otro agente biolégicamente activo tal como,
por ejemplo, una proteina terapéutica que altera terapéuticamente los niveles de
glucosa en la sangre, un agente basado en acido nucleico terapeutico, un agente
terapéutico sin proteina, sin acido nucleico o alternativamente un agente para
inmunizacién, para aplicacién como un tratamiento de dosis simple, o puede ser
mas concentrado, por dilucion en un sitio de administracibn o para uso en
aplicaciones mdltiples. En general, las composiciones que contienen toxina de
botulinum u otro agente biolégicamente activo tal como, por ejemplo, una protelna
terapéutica que no altera terapéuticamente los niveles de glucosa en la sangre o
un agente terapéutico basado en 4&cido nucleico contendra desde
aproximadamente 1 x 10 a aproximadamente 25% en peso del agente
biolégicamente activo y desde 1 x 10°™'® hasta aproximadamente 30% en peso del
vehiculo positivamente cargado. En general, las composiciones que contienen un
agente terapéutico sin proteina sin acido nucleico o alternativamente un agente
para la inmunizacién contendrdn desde aproximadamente 1 x 107° a
aproximadamente 49.9% en peso de! antigeno y desde aproximadamente 1 x 10°°
a aproximadamente 50% en peso del vehiculo positivamente cargado. En general,
en una forma adecuada para la aplicacién al sujeto, la composiciéon de la invencion
contendra desde aproximadamente 0.001 a aproximadamente 10,000
preferiblemente desde aproximadamente 0.01 a aproximadamente 1,000 |U/g de
una composicidon que comprende toxina de botulinum y una molécula de vehiculo

positivamente cargada como se describe aqui La proporcién de vehiculo toxina
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botulinum preferiblemente varia desde aproximadamente 10:1 a aproximadamente
1.01:1 y mas prefenblemente desde aproximadamente 6:1 a aproximadamente
1.5:1 respectivamente. La cantidad de la molécula de vehiculo o la proporcion de
ésta a la toxina de botulinum dependera de cual vehiculo se escoge para uso en la
composicién en cuestion La cantidad apropiada o proporcién de molécula de
vehiculo en un caso dado se puede facimente determinar, por ejemplo, al

conducir uno 0 mas experimentos tales como aquellos descritos adelante.

[0104] Las composiciones de esta invencion permiten el suministro de una
toxina de botulinum mas pura con farmacocinéticas potencialmente mejoradas de
actividad especifica mayor. Ademas, el vehiculo positivamente cargado reduce la
necesidad de proteinas accesorias extrafias (por ejemplo, cero albdmina humana
que varia desde 400-600 mg o cero albumina recombinante que varia desde 250-
500 mg) y estabilizadores de polisacarido y se pueden lograr reducciones
benéficas en respuestas inmunes al BTX. Ademas, las composiciones son
adecuadas para el uso en ambientes fisioldgicos con pH que varia desde 4.5 a
6.3, y pueden tener asi tal pH. Las composiciones pueden ser almacenadas

preferiblemente a temperatura ambiente o refrigeradas.

[0105) Las composiciones o dispositivos que contienen toxina de botulinum
generalmente se aplicaran con el fin de suministrar la toxina de botulinum en una
dosis de desde aproximadamente 1U a aproximadamente 20,000U,
preferiblemente desde aproximadamente 1U a aproximadamente 10,000U, de
toxina de botulinum por cm? de piel, por aplicacién. Las dosis mayores con estos
rangos podrian ser preferiblemente empleados en conjunto con materiales de
liberacién controlada, por ejemplo, o permitirseles un tiempo de residencia mas

corto sobre la piel antes de la remocion.
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[01086] En el caso de la insulina, las composiciones de la Invencion
contendrdn desde aproximadamente 0011U a aproximadamente 5000U,
preferiblemente desde aproximadamente 0.1U a aproximadamente 500U/gramo.
Una composiciébn que comprende una forma de insulina y una molécula de
vehiculo positivamente cargada como se describié aqui preferiblemente varia
desde aproximadamente 30:1 a aproximadamente 1 01-1 y mas preferiblemente
desde aproximadamente 6.1 a aproximadamente 1.25:1 de vehiculo de insulina,
respectivamente De manera similar, la cantidad de molécula de vehiculo ¢ la
proporcion de ésta a la insulina, dependera de que vehiculo es escogido para uso

en la composicién en cuestion.

(0107] En términos de su forma, las composiciones de esta invencion
pueden incluir soluciones, emulsiones {(que inciluyen micro emulsiones),
suspensiones, cremas, lociones, geles, polvos u otro sélido tipico o composiciones
liquidas utilizadas para la aplicacion a la piel y otros tejidos donde las
composiciones se pueden utilizar, Tales composiciones pueden contener, ademas
de la toxina de botulinum, insulina u otro agente bioldgicamente activo, y la
molécula de vehiculo, otros ingredientes tipicamente utiizados en tales productos,
tales como anti-microbianos, humectantes y agentes de hidratacion, agentes
penetrantes, preservativos, emulsificantes, aceites naturales o sintéticos,
solventes, tensoactivos, detergentes, agentes gelantes, emolientes, antioxidantes,
fragancias, llenadores, espesantes, ceras, absorbentes de olor, sustancias de
tinte, agentes colorantes, polvos, agentes de control de viscosidad y agua, y
opcionalmente Incluye anestésicos, activos anti-picazén, extractos botanicos,
agentes condicionantes, agentes oscurecedores o aclaradores, abrillantadores,

humectantes, mica, minerales, poli fenoles, siliconas o dernvados de eéstos,
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bloqueadores de sol, vitaminas, y fitomedicinales. En todos los aspectos de la
presente invencion, la asociacion enire el vehiculo y el agente biolégicamente
activo es mediante interaccién no covalente, que puede incluir, por ejemplo,
interacciones ibnicas, uniones de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, o

combinaciones de éstos.

[0108] l.as composiciones de acuerdo con la invencion pueden estar en la
forma de composiciones de liberacidn controlada o libracién sostenida, en donde
la insulina, la toxina de botulinum, u otra sustancia a ser suministrada y el vehiculo
estan encapsulados o contenidos de otra forma dentro de un material de tal forma
que ellos sean liberados sobre la piel de una manera controlada durante el tiempo
La sustancia a ser suministrada y el vehiculo pueden estar contenidos dentro de
matrices, iposomas, veslculas, micro capsulas, micro esferas y similares, o dentro
de un material particulado sélido, todo lo cual se selecciona y/o construye para
suministrar liberacién de la sustancia o sustancias durante el tiempo. La sustancia
terapéutica y el vehiculo se pueden encapsular juntos (por ejemplo, en la misma

capsula) o separadamente (en capsulas separadas).

[0109] La administracion de las composiciones de esta invencién a un sujeto
es, por supuesto, otro aspecto de la invencion. En el caso de la toxina botulinum,
mas preferiblemente las composiciones son administradas mediante o bajo la
direccion de un médico u otro profesional de la salud. Ellos se pueden administrar
en un tratamiento simple o en una serie de tratamientos peridédicos durante el
tiempo. Para el suministro transdérmico de la toxina de botulinum para los
propdsitos mencionados anteriormente, una composicion como se describid
anteriormente se aplica topicamente a la piel en un sitio o sitios donde se desee el

efecto. En razén de su naturaleza, mas preferiblemente la cantidad de toxina de
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botulinum aplicada se debe aplicar con cuidado, en una proporcion de aplicacién y
frecuencia de aplicacion que producira el resultado deseado sin producir ningun

resultado adverso o no deseado

[0110] En el caso de la insulina, para pacientes hospitalizados o
tratamientos en oficina, la administracién sera llevada a cabo mediante o bajo la
direccion de un profesional de cuidado de la salud, pero de ofra manera es
probable que sea desarrollado por el paciente. La administracion por parches de
piel y similares, con liberaciéon controlada y/o monitoreo es probablemente que sea
un método comun, de tal forma que las composiciones que contienen insulina de
esta invencién seran a menudo suministradas como contenidas en parches para la
piel u otros dispositivos. En el caso de antigenos adecuados para inmunizaciones,
mas preferiblemente las composiciones son administradas mediante o bajo la
direccién de un médico u otro profesional de la salud Ellos se pueden administrar
en un fratamiento simple o en una serie de tratamientos periédicos durante el
tiempo. De acuerdo con esto, las composiciones de liberacion sostenida también
se contemplan por esta invencibn. Para el suministro transdérmico de los
antigenos adecuados para las inmunizaciones para los propoésitos mencionados
anteriormente, una composicidn como se describié anteriormente se aplica
topicamente a la piel 0 a una placa de uiia y que circunda la piel En el caso de
terapéuticos sin proteina sin acido nucleice tal como agentes anti-fungicos,
prefenblemente las composiciones se administran bajo la direccidn de un médico u
otro profesional de la salud. Ellos se pueden administrar en un tratamiento simple
0 en una serie de tratamientos periédicos durante el tiempo Las composiciones de
liberacidn sostenida también se contemplan para terapéuticos sin proteina y sin
acido nucleico Los agentes anti-fingicos se pueden administrar a la ufia del dedo

o a la placa de la ufia del dedo del pie o que circunda las estructuras anatémicas
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utilizando, por ejemplo, una placa de ufia de protesis, una laca, una ufia pulida con
un agente de color, un gel, o una combinacién de cualquiera de todos estos. Para
el suministro transdérmico de la toxina de botulinum para los propdsitos
mencionados anteriormente, una composicién como se describidé anteriormente se

aplica tépicamente a la piel.

[0111] Los kit para admnistrar las composiciones de la invencién, bajo la
direccién de un profesional del cuidado de la salud o por un paciente o sujeto,
también se puede incluir un aplicador adecuado de costumbre para ese propésito.
El término “aplicador de costumbre” significa incluir los medios justos mencionados

para administrar los agentes anti-fangicos.

[0112] En otro aspecto, la invenciéon se relaciona con los métodos para la
administracién tépica de la combinacién del vehiculo positivamente cargado
descrito anteriormente con una cantidad efectiva de insulina, toxina de botulinum,
antigenos adecuados para inmunizacién, agentes anti-fingicos u otro agente
biolégicamente activo tal como por ejemplo, una proteina terapéutica que no altera
terapéuticamente los niveles de glucosa de la sangre, un agente basado en acido
nucleico terapéutico, ¢ un agente terapéutico sin proteina sin acido nucleico, en
general. Como se describié anteriormente, la administracion se puede efectuar
mediante el uso de una composicidn de acuerdo con la invencién que contenga
los tipos apropiados y cantidades de estas dos sustancias especificamente el
vehiculo y el agente bioldgicamente activg. Sin embargo, (a invencion también
incluye la administracion de estas dos sustancias en combinacién, aunque no
necesariamente en la misma composicion. Por ejemplo, la sustancia terapéutica o
biolégicamente activa se puede incorporar en forma seca en un parche de piel u

otro dispositivo de suministro, y el vehiculo positivamente cargado se puede
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aplicar a la superficie de la piel antes de la aplicacion del parche de tal forma que
los dos actuen juntos, resultando en el suministro transdérmico deseado En ese
sentido, asi, las dos sustancias, especificamente el vehiculo y el agente
biolégicamente activo, actian en combinacién o en conjunto, 0 quizas interacttian

para formar una composicion o combinacién in situ.

Métodos para preparar las composiciones

[0113] En otro aspecto, la presente invenciéon suministra un método para
preparar una composicion farmaceéutica, el método comprende combinar un
componente de estructura positivamente cargado y al menos dos miembros

seleccionados del grupo que consiste de:

i) una primera estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de porciones de imagenes unidas, o alternativamente una

pluralidad de porciones de imagenes cargadas negativamente;

i) una segunda estructura cargada negativamente que tiene una
pluralidad de agentes blanco unidos, o alternativamente una pluralidad de

porciones blanco cargadas negativamente;
m) Al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, ribosomas,
acidos oligonucleicos modificados y cADN que codifica un transgen

seleccionado,

iv) ADN que codifica al menos un factor de persistencia; y
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v) una tercera estructura cargada negativamente que tiene una
pluraidad de agentes biolégicos unidos, o un agente biolégico
negativamente cargado;

con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para formar un
complejo no covalente que tiene una carga positiva neta, con la condicién

de que al menos uno de los miembros se seleccione de i), it), i) o v).

[0114] En un aspecto relacionado, como se describid aqui, algunas
modalidades o composiciones de esta invencion, la estructura positivamente
cargada o el vehiculo se pueden utllizar solos para proporcionar suministro
tra;nsdérmico de ciertos tipos de sustancias, Aqui se prefiere las composiciones y
métodos que comprendan un agente biolégicamente activo tal como la toxina de
botulinum u otra proteina terapéutica que no disminuya la glucosa de la sangre
que contiene desde aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 25% en peso
del agente biolégicamente activo y desde 1 x 10™'° hasta aproximadamente 30%
en peso del vehiculo positvamente cargado. También se prefieren f{as
composiciones y métodos que comprenden un terapéutico sin acido nucleico sin
proteina tal como un agente anti-fingico o un antigeno adecuado para
inmunizacion que contiene desde 1 x 107'° a aproximadamente 49.9% en peso del
antigeno y desde aproximadamente 1 x 10 a aproximadamente 50% en peso del
vehiculo positivamente cargado. En todos los aspectos de la presente invencién,
la asociacion entre el vehiculo y el agente biolégicamente activo es mediante
interaccion no covalente, que puede Incluir, por ejemplo, Interacciones idnicas,

unién de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, c combinaciones de éstos.

[0115] La amplia aplicabilidad de la presente invencion se ilustra por la

facilidad con la cual una variedad de composiciones farmacéuticas se puede
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formular. Tipicamente, las composiciones se preparan al mezclar el componente
de estructura positivamente cargado con'los componentes deseados de interés
(por ejemplo, ADN, blancos, imagenes o componentes terapéuticos) en
proporciones y una secuencia para obtener las composiciones que tengan una
carga positiva neta variable. En muchas modalidades, las composiciones se
pueden preparar, por ejemplo, al lado del lecho utilizando vehiculos y diluyentes
farmacéuticamente aceptables para la administracion de la composicion
Alternativamente, las composiciones se pueden preparar al mezclar
adecuadamente los componentes y luego liofilizarlos y almacenarlos (tipicamente
a temperatura ambiente o por debajo) hasta que se utilice o formule en un

vehiculo adecuado de suministro.

[0116] Las composiciones se pueden formular para suministrar mezclas
adecuadas para administracién tépica, cutanea, oral, rectal, vaginal, parenteral,
intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraocular, transdérmica, etc.
Las composiciones farmacéuticas de la invencion contienen preferiblemente un
vehiculo que es farmacéuticamente aceptable para una formulacién inyectable, en
particular para inyeccion directa en el 6rgano deseado, o para administracién
tépica (a la piel y/o la membrana de mucosa) Ellas pueden ser en particular
soluciones estériles, I1sotbnicas © composiciones secas, en particular
composiciones secadas por congelamiento, las cuales, por adicidn, dependiendo
del caso, de agua esterilizada o de solucion fisiologica salina, permiten a las
soluciones inyectables ser hechas Por ejemplo, las dosis de acido nucleico
utilizado para la inyeccion y el nimero de administraciones se pueden adaptar de
acuerdo con varios parametros, y en particular de acuerdo al modo de
administracién utilizado, la patologia de preocupacion, el gen a ser expresado, o

alternativamente la duracién deseada del tratamiento
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[0117] Alternativamente, cuando las composiciones van a ser aplicadas
tébpicamente, por ejemplo, cuando se desea un suministro transdérmico, el
componente o componentes de interés se puede aplicar en forma seca a la piel,
por ejemplo, por via de utilizar un parche de piel, donde la piel es tratada
separadamente con la estructura o vehiculo positivamente cargado. De esta
manera la composicién total es esencialmente formada in situ y la administracion

al paciente o sujeto

Métodos para utllizar las composiciones

Métodos de suministro

[0118] Las composiciones de la presente invencidn se pueden suministrar a
un sujeto, célula o sitio blanco, bien se in vivo o ex vivo utilizando una vanedad de
métodos. De hecho, cualquiera de las rutas normalmente utilizadas para introducir
una composicion en el contacto final con el tejido a ser tratado se puede utllizar
Preferiblemente, las composiciones se administraran con vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Los métodos adecuados para administrar tales
compuestos estan disponibles y bien conocidos por aquellos expertos en la
técnica, y, aunque mas de una ruta se puede utilizar para administrar una
composicion particular, un ruta particular puede a menudo suministrar una
reaccion mdas inmediata y mas efectva que otra ruta. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables se determinan en parte por 1a composicién
particular que es administrada, asi como también por el método particular utilizado

para administrar la composicion. De acuerdo con esto, existe una amplia variedad
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de formulaciones adecuadas de composiciones farmacéuticas de la presente

invencién (ver, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17" ed. 1985)

[0119] La administracibn puede ser, por ejemplo, Intravenosa, toépica,
intraperitoneal, subdémica, subcutanea, transcutanea, intramuscular, oral, intra-
articular, parenteral, intranasal, © mediante inhalacién Los sitios adecuados para
la administracién incluyen asi, pero no estan limitados a, la piel, los bronquios, el
tracto gastrointestinal, el ojo, y el oldo. Las composiciones incluyen tipicamente un
vehiculo farmacéutico convencional o excipiente y puede adicionalmente incluir
otros agentes medicinales, vehiculos, adyuvantes, y similares. Preferiblemente, la
formulacién sera de aproximadamente 5% a 75% en peso de una composicion de
la invencién, con el resto consistente de excipientes farmacéuticos adecuados
Los excipientes apropiados se pueden ajustar a la composicion particular y a la
ruta de administracion mediante métodos bien conocidos en la técnica (ver,
ejemplo, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, 18TH ED., Mack
Publishing Co., Easton, PA (1990))

[0120] Las formulaciones pueden tomar formas solidas, semi-sélidas, polvo
liofilizado, o dosis liquidas, tal como, por ejemplo, tabletas, pfldoras, capsulas,
polvos, soluciones, suspensiones, emulsiones, supositorios, enemas de retencion,
cremas, unglentos, lociones, geles, aerosoles, o similares. En modalidades donde
la composicidn farmacéutica toma la forma de una pilldora, tableta o capsula, la
formulacidbn puede contener, junto con la composicién biologicamente activa,
cualguiera de los siguientes: un diluyente tal como lactosa, sucrosa, fosfato de di
calcio, y similares, un des integrante tal como almidén o dervado de éste, un
lubricante tal como estearato de magnesio y similar, y un ligador tal como almidoén,

goma de acacia, polivinilpirrolidona, gelatina, celulosa y derivados de éstos. Las
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composiciones se pueden presentar en una dosis unitana o en recipientes multi-
dosis sellados, tal como ampollas o frascos Las dosis administradas a un paciente
deben ser suficientes para logar una respuesta terapéutica benéfica en el paciente
durante el tiempo. La invencién excluye especificamente fragmentos de anticuerpo
que no tengan actividad biologica diferente a solamente unir el antigeno especifico
cuando el término “terapéutico” o "proteina biolégicamente activa® se emplea En
razon a que los antigenos adecuados para !a inmunizacibn tienen ofras
actividades biolégicas tales como montar una respuesta inmune, estos
permanecen incluidos en los aspectos apropiados de esta invencion, sin embargo.
Mas aln, los agentes que tienen actividad biolégica o un efecto terapéutico
mediante la unibn de un antigeno especifico, bloquean de esta manera la unién
del ligando o alteran la conformacidn del antigeno estan incluidos en esta

invencién.

[0121] En algunas modalidades, una formulacion de liberacién sostenida o
de hberacién controlada se puede administrar a un organismo o a células en
cultivo que puedan llevar las composiciones deseadas La composicién de
liberaciébn sostenida se puede administrar al tejido de un organismo, por ejemplo,
mediante inyeccién. Por “liberacién sostenida®, se significa que la composicion,
preferiblemente una que codifica al transgen de interés o al agente biolégico o
terapéutico, se hace disponible para toma por los tejidos circundantes o células en
cultivo durante un periodo de tiempo mayor que el que se lograria mediante la
administracion de la composicion en un medio menos viscoso, por ejemplo, una

solucién salna

[0122] Las composiciones, solas 0 en combinacién con otros componentes

adecuados, se pueden hacer en formulaciones de aerosol (es decir, ellas se
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pueden “nebulizar’) para ser administradas por via de inhalacion. Las
formulaciones de aerosol se pueden ubicar en unos propulsores presurizados
aceptables, tales como di cloro di fluoro metano, propano, nitrogeno, y similares
Para el suministro por inhalacién, las composiciones también se pueden
suministrar como un polvo seco (por ejemplo, Nektar Therapeutics, San Carlos,

CA).

[0123] La formulaciones adecuadas para la administracion parenteral, tal
como, por ejemplo, mediante rutas intravenosa, intramuscular, intradémica, y
subcutdnea, incluyen soluciones de Inyecciéon acuosa y no acuosa estériles
Isoténicas, que pueden contener antioxidantes, motivadores, bactenéstatos, y
solutos que hacen la formulacién isoténica con la sangre del receptor pretendido, y
suspensiones estérles acuosas y no acuosas que pueden inclurr agentes de
suspension, solubilizadores, agentes espesantes, estabilizadores, y preservativos.
[0124) Otro método de administracién incluye, pero no esta imitado a, la
admjnistracn&n que utiliza globos angioplasticos, catéteres, y formulaciones de gel
Los métodos para el suministro de globos angioplasticos, catéter y formulacion de

gel son bien conocidos en la técnica.

Métodos de imagenes

[0125] Un experto en la técnica entenderd que las composiciones de la
presente invencién pueden ser ajustadas para una variedad de usos de imagenes
En una modalidad, la colonoscopia virtual se puede desarrollar utilizando un
sistema basado en componente para iméagenes. Actualmente, la colonoscopia
virtual involucra esencialmente infundir contraste en un colon y suavizar las

iméagenes sobre CT, luego reconstruyendo una imagen 3-D. Técnicas similares se
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podian emplear para MR. Sin embargo, las eses, las mucosidades, y el aire sirven
todos como barrera de contraste y pueden dar una superficie artificial a [a
reconstruccion de la pared del colon. Ademas de un contraste con objetivo celular
ayudaria solucionar estas barreras para suministrar una reconstrucciéon de pared
real y ayudar a evitar tanto los positivos falsos como los negativos falsos Existen
varnas maneras de que el sistema basado en componente pudiera ser aplcado
aqul. Mas simplemente, la estructura de eficiencia catiénica se podria aplicar con
un agente de contraste simple, por ejemplo, CT, MR, u 6ptico Asi, la capa de
superficie celular se podia visualizar y cualquiera irregulandades u obstrucciones
detalladas en la reconstruccion de la imagen. Sin embargo, el sistema basado en
componente ofrece la opcién adicional de agregar un segundo agente especifico
Este agente podia consistir de una estructura de eficiencia catiénica, una porcion
de imagen diferente, y componentes blanco, por ejemplo, un blanco de dos
caracteristicas de antigeno de cancer de colon. Las porciones de imagenes del
simple al diagndstico se podrian seleccionar de tal forma que uno fuera el
contraste CT y el otro el contraste MR, y para que ambos fueran contraste MR
siendo uno un agente T2 y el otro un agente T1. De esta manera, la superficie se
podria reconstruir como anteriormente, y cualquier region especlifica para el
antigeno de tumor se podria visualizar y sobre poner sobre la reconstruccién
onginal. Adicionalmente, los agentes terapéuticos se podrian incorporar en el
sistema de diagnodstico blanco también. Estrategias similares se podrian aplicar a
ententis regional y a colitis ulcerativa (y de nuevo combinada con terapia)
Alternativamente, las porciones de imagen optica y los métodos de deteccion se
podrian emplear, por ejemplo, en el caso de diagnéstico de melanoma o el
manejo, preferiblemente en conjunto con porciones de imagenes fluorescentes. El

agente de imagen 6ptico se puede seleccionar por ejemplo del grupo que incluye
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Cy3, Cy3.5, Cy5 5, Cy7, Cy7.5, Oregon green 488, Oregon green 500, Oregon

green 514, Green fluorescent protein, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, y HAMRA
EJEMPLOS
Ejemplo 1

[0126] Este ejemplo ilustra una composicidn adecuada para el suministro
transdérmico de complejos muy grandes, a saber un plasmido que contiene el
transgen de protefna fluorescente azul (BFP), utilizando un estructura

positivamente cargada o un vehiculo de la invencién.
Seleccion de Estructura

[0127] La estructura positivamente cargada se ensamblé aludir
covalentemente GlysArgy a polilisina PM 150 000 por via de carboxilo de |a glcina
Terminal a las aminas Ibres de las cadenas laterales de lisina a un grado de
saturacion de 18% (es decir 18 de cada 100 residuos de lisina son covalentemente
unidos a un GlysArg; ) La estructura modificada se designé "KNR2" para denotar
un segundo tamario del vehicglo peptidilo. En el policatién de contro! fue palilisina
no modificada (designada “K2”", Sigma Chemical Co., San Louis, MO) del mismo
tamafio del mismo lote Un polication de control adicional, Superfect® (Qiagen)
que es un agente basado en dendrimero activado, se seleccion6 como una
referencia par proporciones de transfeccion in Vitro alta (es decir control positivo
simultaneo y referencia para eficiencia del estado de la técnica versus toxicidad in

Vitro).



WO 2005/084361 78 PCT/US2005/006930 ‘Lq %

Seleccién de Agente Terapéutico:

[0128] Como un plasmado de 8 kilobase (pSport-base template,
Gibco BRL, Gaithersburg, MD) que contiene transgen entero para la proteina
fluorescente (BFP) y las secuencias de flanqueo parciales manejadas por el
promotor citomegalovirus (CMV) fue empleado. El BFP sirve como un marcador
identificable para las células que han sido transfectadas, luego transcntas y
traducidas al gen y pueden ser directamente visualizadas (es decir sin tefiido
adicional) bajo microscopia fluorescente. Asi, solamente las células en las cuales
el complejo ha cruzado tanto la membrana del plasma como la membrana nuclear
antes de que el suministro de carga neta pueda tener la expresion del transgen.
Este plasmado particular tiene un peso molecular de aproximadamente 2.64
millones, y se selecciona asl para evaluar el suministro de terapéuticos muy

grandes por via de éstos complejos.

Preparacion de las muestras:

[0129] En cada caso, un exceso de poiication se empleo para
ensamblar un complejo final que tiene un exceso de carga positiva. Aunque
incrementando la densidad de carga se incrementa el tamafio (es decir mas
estructuras presentes por complejo), el incremento en la densidad en el factor de
eficiencia para complejos puede descentrar estos cambios. Asi, puede ocurnr un
6ptimo a bajas proporciones (es decir basados en tamafio) o aitas proporciones
(es decir densidad de factor basado en eficiencia) y ambos son evaluados aqul
para KNR2. Las proporciones oOptimas para la eficiencia k2 y la eficiencia
Superfect fueron seleccionadas con base a recomendaciones de fabricantes y

antes de los reportes sobre la eficiencia maxima. Las dosis terapéuticas de acido
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nucleico se estandarizaron a través de todos los grupos y fue el volumen total y el

pH final de la composicion a ser evaluada en el cultivo de la célula.
[0130] Las siguientes mezclas se prepararon.

1) K2 a una proporcién de carga 4 1 a 0.5 mg/mL de solucién de un plasmido que
expresa proteina fluorescente azul manejada por un promotor CMV.

2) KNR2 a una proporcién de 15: 1 a una solucién de 0.5 mg/mL de un plasmido
que expresa la proteina fluorescente azul manejada por un promotor CMV.

3) KNR2 a una proporcién 10: 1 a una solucién de 0.5 mg/mL del plasmido que
expresa la protelna fluorescente azul manejada por el promotor CMV.

4) KNR2 a una proporcién de 4: 1 a 05 mg/mL, solfiucion del plasmido que
expresa la protelna fluorescente azul manejada por el promotor CMV.

5) KNR2 a una proporcion de 1.25° 1 a una solucién de 0.5 mg/mL de un plasmido
que expresa la proteina fluorescente azul manejada por el promotor CMV.

6) Superfect de acuerdo con la recomendacién del fabricante a una proporcién de
carga 5. 1 a 0.5 mg/mL de solucion del plasmido que expresa la proteina

fluorescente azul manejada por el promotor CMV.

Protocolos de Cultivo de Célula

[0131] Todos los experimentos de cultivo se desarrollaron por observadores
ciegos a la identidad de los grupos de tratamiento Sobre las placas de 6 pozos,
1.0 mL de cada solucidn se agregd a unas células de musculo liso aértico humano
primario HA-VSMC confluentes 70% (pasage 21; ATCC, Rockville, MD) y crecidas

en M-199 con 10% de suero durante 48 horas a 37° Celsius y 10% de CO2. Los
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pozos de control no tratados fueron evaluados asi como también cada grupo fue

evaluado en pozos n=5 por grupo.

Andlisis de Eficiencia
[0132] Las fotografias de baja amplificacion (total 10X) de placas de célula

intactas fueron obtenidas por observadores ciegos a 60 grados, 180 grados y 200
grados de la parte superior de cada pozo utilizando un microscopio de epi-
fluorescencia Nikon E600 con un filtro BFP y lentes apocromat plan. Las imagenes
Pro Plus Image analisis suite (media Cybernetes, Silver Spring, MD) se empleé
para determinar el porcentaje de area de célula total que fue positiva.  Este

resultado se normahzé al area de célula total para cada uno y se reporté como
eficiencia del gen suministrado (porcentaje de las céluias totales que expresan en

transgen en niveles detectables).

Andlisis de la toxicidad

[0133] Los pozos fueron posteriormente evaluados por observadores
clegos en un ensayo de exclusion de tinte (células viables excluyen tinte, mediante
las no viables no pueden) , seguido por la solubilizaciéon en 0 4% SDS en solucion
salina amortiguada de fosfato Las muestras fueron evaluadas en un espectometro
5 UVNIS Spectronic Genesys a una longitud de onda a 595 nm (azul) para
evaluar cuantitativamente las células no viables como una medicion directa de la
toxicidad del agente de transfeccion. Las muestras se estandarizaron con los
numeros de células idénticos para ajustar las concentraciones para parear los

valores OD280 antes de las mediciones de OD 595

J0Q.
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Manejo de Datos y Andlisis Estadistico

[0134] El tefido positivo total se determind por un observador ciego
por via de un analisis de imagen utilizando Software Image Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) y normalizada asi la seleccion total del area para
determinar el porcentaje el tefiido del positivo porcentual para cada uno. La media
y el error estdndar fueron posteriormente determinados para cada uno de los
grupos con andlisis de significancia del 95 % confianza en una via ANOVA

mediciones repetidas utilizando Statview software (Abacus, Berkeley, CA)

Resultados’
Eficiencia
Los resultados de las eficiencias son como sigue (Media + Error Estandar)
1) 0.163 £ 0 106%
2) 10.642 £ 2.195%
3) 8797 £3.839%
4) 15 035 £ 1.098%
5) 17.574 £ 6.807%
6) 1199 £ 0.573%

Procedimientos # 4 y # 5 exhiben significancia estadistica (P< 0.05 mediante las
mediciones repetidas ANOVA de un factor con ensayo Fisher PLSD y TUKEY-A

posthoc)

Toxicidad
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[0135] Los datos de toxicidad media son como sigue (reportados en AU a
OD595, valores bajos tales como los presentes con solucidn salina sola se
correlacionan con la baja toxicidad, aunque mayores valores tales como los

precedentes en la condicién 1 indican una toxicidad celular mayor)

Solucién salina -0.057 A;
1) 3.460 A,

2) 0.251 A;

3)0.291 A;

4) 0.243 A,

5) 0297 A,

6) 0.337 A,

Conclusiones:

[0136] Un suministro en menos téxico mas eficiente se puede lograr por una
proporcion de 1.25 a 4 0 de KNR2 a ADN que controla alin aquellos del Superfect
estandar dorado habitual Este experimento confirma la capacidad de suministrar
complejos terapéuticos muy grandes a fravés de membranas que utilizan este

vehiculo

EJEMPLO 2

[0137] Este ejemplo ilustra el transporte de acido nucleico grande a través

de la piel por un vehiculo en la invencion después de una admunistracion simple.

Seleccién de la Estructura

Bl
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[0138] La estructura positivamente cargada se ensamblo mediante unién
covalente —Gly;Arg; a de la polilisina con PM de 250.000 por via de carboxil de la
glicina terminal a las aminas libres del lado de la glicina a un grado de saturacién
del 18% (es decir 18 d e cada 100 residuos de lisina es covalentemente unido a un
GlysArgz). La estructura modificada se designé “KNR2" como anteriormente El
polication de control fue una polifisina no modificada (designada “K2", Sigma
Chemical Co ., MO del mismo tamario y del mismo lote. El polication de control
adicional, Superfect (Quagen) que es un agente basado en dendrimer activado, se
selecciond como una referencia para las proporciones de transfeccion aitas (es
decir control positivo simultaneo y referencia al estado del arte versus la toxicidad

in Vitro)

Seleccién de agentes terapéuticos

[0139] Para el presente experimento, un pldsmido de 8.5 kilobase (pSport —
based template, Gbco = BRL, Gaithersburg, MD) que contienen en transgen
completo para E. coli beta —galactosidasa (Bgal) y las secuencias de flanquea
parcial manejadas por un citomegalovirus (CMV) promotor se empleo. Aqui el Bgal
sirve como un marcador identficable para las células que han sido transfectadas,
luego transcriben y traducen el gen y pueden ser directamente visuvalizadas y
después de tefiido especifico bajo la enzima extrafna. Asi, solamente las células en
las cuales el complejo ha cruzado la piel cuando alcanza la célula objeto y
translocada a través tanto de la membrana del plasma como de la membrana
nuclear antes de que el suministro de carga alta pueda tener expresion de
transgen. Este plasmido particular tiene un peso molecular de aproximadamente

2 805.000
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Preparacion de las muestras

[0140] En cada caso, un exceso de polication se emplea para ensamblar un
complejo final que tenga un exceso carga positiva. Las proporciones 6ptimas para
la eficiencia de K2, KNR2 y antes de los expenmentos in Vitro para determinar la
eficiencia maxima. La dosis terapéutica de acido nucleico estandarizada a través
de todos los grupos fue el volumen total y el pH final de la composicién a ser

aplicada tépicamente Los ejemplos fueron de la siguiente manera:

Grupo marcado AK1: 8 microgramos de plasmido Bgal {p/CMV-sport-Bgal)
por allcuota final (es decir B0 miligramos total) y vehiculo peptidilo KNR2 a
una proporcion de carga de 4:1 se mezclaron hasta homogeneidad y se
diluyeron ha 200 microlitos con solucién salina amortiguada de fosfato. La
composicion de resultantes se mezclé hasta homogeneidad con 18 ml de
humectador Cetaphil con alicuota en porciones de 200 microlitros para

experimentos in vivo

Grupo marcado AL1: 8 miligramos de plasmido Bgal (p/CMV-sport-Bgal) por
allcuota final (es decir 80 microgramos total) y K2 ha una proporcion de
carga de 4'1 se mezclaron hasta homogeneidad y se diluyeron a 200
microlitros con solucién salina amortiguada de fosfato. La composicion
resultante se mezclé hasta homogeneidad con 1.8 ml de Cetaphil y con

alicuotas en porciones de 200 microlitros para experimentos in vivo.

Grupo marcado AM1: 8 microgramos de plasmido Bgal (p/CMV-sport-Bgal}

por alicuota final (es decir 80 microgramos total) y Superfect a una
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proporcién de carga de 5:1 se mezcl6 hasta homogeneidad y se diluyo ha
200 microlitos con solucién salina amortiguada de fosfato. La composicion
resultante se mezcld hasta homogeneidad con 1.8 ml de Cetaphil y con

alicuotas en porciones de 200 microlitros para experimentos in vivo.

Expenmentos _Animales para determinar _las eficiencias _de suministro

transdérmica después de un tratamiento simple con vehiculos pepltidilo y

terapéuticos de acido nucleico

[0141] Los animales fueron anestesiados por via de inhalacién de isoflurane
durante la aplicacién de tratamientos. Después de ser anestesiados, 6 ratones
C57 negros (n=4 por grupo) habian medido dosis de 200 microlitros del
tratamiento apropiado aplicado a la porcion craneana de la piel trasera dorsal
(seleccionada porque el ratén no puede alcanzar esta region con la boca o los
miembros) Los animales no sufrieron tratamiento depilatorio. Los animales se
recuperaron en un ambiente de calor controlado para evitar la hipotermia y una
vez respondieron se les suministré alimento y agua ad libitum durante toda la
noche. Veinticuatro horas postratamiento, los ratones fueron sometidos a
eutanasia por via de inhalacién de CO,, y los segmentos de piel tratada fueron
cosechados con grosor completo por observadores ciegos. Los segmentos
tratados se dividieron en tfres porciones iguales la porcion craneana se )6 en 10%
de formalina amortiguada neutra durante 12-16 horas luego se almaceno en 70%
de etanol hasta que se embebid en parafina. La porcién central fue congelada de
manera instantanea y empleada directamente para tefido con beta-galactosidasa
a 37 grados Celsius sobre secciones como secciones como se describié
previamente (Waugh, J.M , M Kattash, J. Li, E. Yuksel, M D. Kuo, M Lussier, A.B.

Weinfeld, R. Saxena, E.D. Rabinovsky, S Thung, S.L.C Woo, and S-m- Shenaq.

NS,
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Local Overexpression of Tissue Plasminogen Activator to Prevent Arteral
Trombosis in an in vivo Rabbit Model Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 95(3) 1065-
1070 Also: Ekkins CJ, Waugh JM, Amabile PG, Minamiguchi H, Uy M, sugimoto K,
Do YS, Ganaha F, Razavi MK, Dake MD. Development of a platform to evaluate
and Iimit in-stent restenosis. Tissue Engineering 2002 Jun,8(3). 395-407). El
segmento de caudal tratado fue congelado de manera instantanea para estudios

de solubilizacién.

Toxicidad”

[0142] La toxicidad se evalué mediante exclusién de tinte sobre secciones
pareadas a aquellas analizadas para la eficiencia anterior. Las secciones
solamente sufrieron tefido para eficiencia o para toxicidad en una zona en que los
métodos no son confiablemente coempleados. Para los analisis de toxicidad, las
secciones fueron inmersas en un tinte de exclusion durante 5 minutos, luego
encubados a 37 grados Celsius durante 30 minutos con 10% de COz. Cualquiera

de las células que no excluye el tinte en este penodo fue considerada no viable.

Manejo de datos y analisis estadistico

[0143]) La coleccién de datos y el analisis de imagenes se desarrollaron por
observadores ciegos. Las secciones tefidas como anteriormente fueron
fotografiadas en su totalidad sobre un microscopio Nikon EG00 con lemtes plan-
apocrhomat. Las imagenes resultantes sufrieron procesamiento de analisis de
imagen de tanta utilizando un software Image Pro Plus como anteriormente con la
confirmacion manual para determinar el nimero positivo de actividad de enzima

beta-galactosidasa (azul fue el método se sustrato empleado aqui) o toxicidad

208
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celular. Estos resultados fueron normalizados a un numero concepcion cruzada
total de células mediante un tefido rojo rapido nuclear para cada uno y tabulado
como un tedido positivo en seccidn cruzada porcentual Posteriormente, el error
medio y estandar se determind posteriormente para cada grupo con analsis de
significancia al 95% de confianza en unas medidas repetidas con ANOVA de una

via utihizando un software Statview (Abacus, Berkeley, CA).
Resultados

[0144] Los resuitados se resumen en la tabia de adeiante y se ilustran en ia
figura 3. El vehiculo de suministro transdérmico peptidilo cargado positivamente
logré incrementos estadisticamente significativos en la eficiencia de suministro y la
expresion del transgen versus tanto K2 (control esencialmente negativo) y el
"benchmark” estandar para eficiencia, Superfect. Mientras el Superfect logréd
mejoras estadisticamente significativas sobre K2, el KNR2 tenia mas de un orden
de magnitud de mejora en la eficiencia de suministro versus superfect en este

sistema de modelo

Ejemplo 2: El error medio y estandar para células positivas béta—galactomdasa

como porcentaje del nimero total de grupo de tratamiento.

Grupo Medio Error Estandar
AK1 15.00 0.75
AL1 0.03 0.01
AM1 1.24 0.05

P=0 0001 (Significativo al 99%)

[0145] Los resultados para toxicidad estan presentes en la figura 4, que

describen porcentaje del area total que permanecié no viable 24 horas post
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tratamiento. Aqui, K2 exhibe toxicidad celular estadisticamente significativa con
relacién al KMR2 o Superfect, aun a una dosis donde K2 tiene una baja eficiencia
de transferencia como se describi¢ previamente (Amabile, P.G., J M Waugh, T.
Lewis, C.J Elkins, T. Janus, M.D. Juo, and M.D. Dake. Introvascular Ultrasound
Enhances in vivo Cascular Hene Delivery. J.Am Col.Cardio..2001 June; 37(7):

1975-80)
Conclusion

[0146] El vehiculo transdémmico peptidilo puede transportar complejos
grandes a través de la piel con altas eficiencias, particularmente dados
constrefimientos de la expresion de transgen y el tamafio de complejo total
discutido previamente. El area positiva aqui, en lugar del m].rnero positivo se
empleo para analisis en razén a que (1) el método es grandemente simplificado y
tiene mayor precisién en analisis de imagen, (2) las demostraciones de punto de
eficiencia ya se hablan logrado en [i.B conclusivamente, (3) las mediciones de
area suministraron un alcance mas amplio para el entendimento de resultado n
vivo en razén a que ios componentes no celulares ocupan una porcion substancial
de la seccion transversal, y (4) la comparacion a complejos de vehiculo no

peptidilo aun mayores se facilito

Ejemplo 3

[0147] Este ejemplo ilustra el suministro transdémico de un terapéutico
basado en &cido nucleico grande a través de la piel utilizando un vehlculo de
peptidilo positivamente cargado de la invencion en siete aplicaciones secuenciales

diarias.
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Seleccion de estructura.

[0148] La estructura de peptidilo cargada positivamente se ensamblé al unir
covalentemente —Gly;ARg; a polilisina PM 150, 000 por via de carboxilo de la
glicina terminal a las aminas libres de las cadenas laterales de ghcina a un grado
de saturacién del 18% (es decir 18 de cada 100 residuos de glicina estan
covalentemente unidos a un —GlysArg;). La estructura modificada se designo
“KNR2", El polication de control fue una poliglicina no modificada (designada "K™,

Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) del mismo tamafio y el mismo lote.

Seleccién de agente terapéutico

[0149] Para el presente experimento, un plasmido de 8.5 kilobase (pSport-
based template, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) que contiene el transgen entero
para beta-galactosidasa de E. Coli (Bgal) y secuencias de flanqueo parcial
manejadas por un promotor de citomegalovirus (CMV) se empleé. Este plasmido
particular tiene un peso molecular de aproximadamente 2, 805, 000 y se
selecciond asi para evaluar el suministro de terapéuticos muy grandes a través de

la piel por via de los vehiculos peptidilo

Preparacion de muestras

[0150] En cada caso, se empled un exceso de polication para ensamblar un
complejo final que tieme un exceso de carga positiva Las proporciones
experimentales se seleccionaron para ser paralela a los experimentos de dosis

simple presentados en el experimento previo. La dosis terapéutica de acido
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nucleico se estandarizo a través de todos los grupos como fue el volumen total y el
pH final de la composicién a ser aplicada tépicamente. Las mezclas se prepararon

como sigue’

Grupo marcado AK1: 8 microgramos de plasmido Bgal (p/CMV-sport-Bgal)
por allcuota final (es decir 240 miligramos total) y vehiculo peptidilo KNR2 a
una proporciébn de carga de 4:1 se mezclaron hasta homogeneidad y se
diluyeron ha 600 microlitos con solucién salina amortiguada de fosfato Las
composiciones de resultantes se mezclaron hasta homogeneidad con 5.4
ml de Cetaphil y se hicieron alicuotas en porciones de 200 microlitros para

experimentos In vivo.

Grupo marcado AL1 8 miligramos de plasmido fgal (p/CMV-sport-Bgal) por
alicuota final (es decir 240 microgramos total) y K2 ha una proporcién de
carga de 4:1 se mezclaron hasta homogeneidad y se diluyeron a 600
microlitros con solucién salina amortiguada de fosfato La composicion
resultante se mezclé hasta homogeneidad con 54 ml de Cetaphil y se
hicieron alicuotas con porciones de 200 microlitros para expenimentos in

VIVO

Expenmentos__animales para _delerminar las eficiencias de suministro

fransdérmicas acumuladas después de siete tratamientos de una vez al dia con

vehicuios pepltidifo y terapéuticos de acido nucleico

[0151] Los animales fueron anestesiados por via de inhalacion de isoflurane
durante la aplicacion de los tratamientos Después de ser anestesiados, 6 ratones

negros C57 (n=4 por grupo) habian medidos dosis de 200 microlitros del

140.
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tratamiento aproptado aplicado a la porcién craneana de la piel de la espalda
dorsal (seleccionada porque le ratén no puede alcanzar esta region con su boca o
miembro). Los animales no sufrieron tratamiento depilatorio Los animales se
recubrieron en un ambiente de calor controlado para evitar la hipotermia y una vez
respondieron se les suministro alimento y agua ad libitum durante toda la noche.
Este procedimiento se repitié una vez diariamente a aproximadamente el mismo
tiempo durante 7 dias Después de 7 dias de tratamiento, los ratones fueron
sometidos a eutanasia por via de inhalacién de CO;, y los segmentos de piel
tratados fueron cosechados a grosor completo por observadores ciegos. Los
segmentos tratados fueron divididos en tres porciones iguales la porcién craneana
se fij en formalina amortiguada neutra al 10% durante 12-16 horas y luego
almacenada en 70% de etano! hasta que se embebié en parafina. La porcién
central fue secada instantaneamente y empleada directamente para tafida con
beta-galactosidasa a 37 grados Celsius sobre las secciones previamente
descritas. El segmento de caudal tratado fue secado instantaneamente para

astudios de solubilizacién.

Manejo de dafos y analisis estad/stico

[0152] La recoleccién de datos y el analisis de imagen se desarrollaron por
observadores ciegos Las secciones tefiidas como anteriomente fueron
fotografiadas en su totalidad sobre un microscopio Nikon E600 con lentes plan-
apochromat. Las imagenes resultantes sufrieron procesamiento de analisis de
imagen de tanda utiizando un software Image Pro Plus como se hizo antes con la
confirmacién manual para determinar el area positiva para la actividad de enzima
de beta-galactosidasa. Estos resultados fueron normalizados a un area de seccion

transversal total para cada una y tabulada como tefiido positivo en seccion
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transversal porcentual Posteriormente, el error medio y estandar se determino
posteriormente para cada grupo con analisis de significancia en 95% de confianza
en medidas repetidas con ANOVA de una via utilizando un software Statview

(Abacus, Berkeley, CA)

Resultados

[0153] Los resultados se resumen en la tabla de adelante y se ilustran en la
figura 5. El vehiculo de suministro transdémice de peptidilo logro incrementos
estadisticamente significativos en la eficiencia de suministro y en la expresidén de

transgen versus K2.

Ejemplo 3. Error medio y estandar para expresion de transgen acumulado de beta
galactosidasa como porcentaje del area total después de 7 dias de aplicacidon una

vez al dia de cada grupo de tratamiento.

Grupo Media Error Estandar
AK 5.004 2.120
AL 0.250 0 060

P=0.0012 (significativo al 98%)

Ejemplo 4 (vehiculo no peptidilo)

[0154] este ejemplo ilustra el suministro transdérmico de un terapéutico basado en
un acido nucleico grande atrvez de la piel, utiizando un vehiculo no peptidilo

positivamente cargado de la invencién en siete aplicaciones secuenciales dianas.
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Seleccion de estructura:

[0155]la estructura cargada positivamente se ensamblo al unirse covalentemente-
GlysArgy a polietilenoimina (PEI) PM 1,000 000 via carboxilo de la glicina terminal
a las aminas libres de las cadenas laterales PEI a un grado de saturacion del 30%
(es decir 30 de cada 100 residuos de lisina estan covalentemente unidos a un -
GlysArgy). La estructura modificada se designo “PIR" para denotar el vehiculo no
peptidilo grande. El polication de control fue un PEI no modificado “designado

“PEI", Sigma Chemical Co., ST, Louis, MO) del mismo tamario y del mismo lote.

Seleccion de agente terapéutico.

[0156] Para el presente experimento un plasmido de 8 5 Kilobase {pSport-
based template, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) que contenia el transgen completo
para beta-galactosidasa de E. Coll (Bgal) y secuencias de flanqueo parcial
manejadas por un promotor de citomegalovirus (CMV) se empleo. El plasmido

particular tiene un peso molecular de aproximadamente 2,805 000.

Preparacién de las muestras.

[0157] En cada caso, un exceso de polication se empleo para ensamblar un
complejo final que tiene un exceso de carga positiva. La dosis terapéutica de acido
nucleico se estandarizé a través de todos los grupos como lo fue el volumen total y
el pH final de la composicibn a ser aplicado tépicamente. Las muestras se

prepararon comao sigue.
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Grupo barcado AS: 8 microgramos de plasmido de pgal (p/CMV-sport-pgal) por
alicuota final (es decir 240 microgramos total) y el PEI de control a una proporcion
de carga de 5.1 se mezclo hasta homogeneidad y se diluyo a 600 microlitros con
un amortiguador Tris-EDTA. La composicidn resultante se mezclo hasta
homogeneidad con 54 mi de cetafil y alicuotas en porciones de 200 microftros

para experimentos en vivo.

El grupo marcado AT: 8 microgramos de plasmido de pgal (p/CMV-sport-fgal) por
alicota final (es decir 240 microgramos total) y un vehiculo no peptidilo compuesto
PEIR (“PEIR"} a una proporcibn de carga de 51 se mezclaron hasta
homogeneidad y se diluyeron a 600 microlitros con amortiguador Tris-EDTA. La
composicion resultante se mezclo hasta homogeneidad con 5 4 ml de Cetafil y se

partid en alicotas ¢on porciones de 200 microlitros para experimentos en vivo.

Grupo marcado AU: 8 microgramos de plasmido de pgal (p/CMV-sport-fgal) por
alicuota final (es decir 240 microgramos total) y un vehiculo no peptidilo Essentia
purificado PEIR (“PEIR puro”) a una proporcién de carga de 5:1 se mezclo hasta
homogeneidad y se diluyo hasta 600 microlitros con Tris-EDTA-amortiguador. La
composicion resultante se mezclo hasta homogeneidad con 5.4 ml de Cetafil y se
partio en allcuotas de porciones de porciones de 200 microlitros para

experimentos en vivo.

Experimentos animales para determinar las eficiencias del suminisiro transdérmico

acumulado después de 7 fratamientos de aphcacion una vez al dia co vehiculos no

peptidilo y terapéuticos de dcido nucleico
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[0158] los animales fueron anestesiados por via de inhalacion de isoflurano
durante la aplicacién de los tratamientos. Después de ser anestesiados 6 ratones
negros C57 (n=3 por grupo) se hablan medido dosis de 200 microlitros de e!
tratamiento apropiado aplicado a la porcidn craneana de la piel de la espalda
dorsal (seleccionada por que el ratén no puede alcanzar este régimen con la boca
o los miembros). Los animales no sufrieron tratamiento depilatorio. Los animales
fueron recuperados en un ambiente de calor controlado para evitar la hipotermia y
una vez respondieron se les suministro aimento y agua ad mitum durante toda la
noche Este procedimiento se repitid una vez al dia aproxmadamente al mismo
tiempo del dia durante 7 dias Después de 7 dias de tratamiento, los ratones eran
sometidos a eutanasia por via de inhalacién de CO,, y los segmentos de piel
tratados fueron cosechados en grosor completo por observadores ciegos los
segmentos tratados se dividieron en 3 porciones iguales de la porcién craneana en
formalina amortiguada neutra 10% durante 12-16 horas luego se almaceno en
etanol al 70% hasta que se embebid en parafina la porcion central fue secada de
manera Instantanea y empleada directamente para tefiido con p-galactosidasa a
37° Celsius sobre secciones previamente descritas El segmento de caudal tratado

fue secado instantaneamente para estudios de solubilizacion

Manejo de datos y anélisis estadistico:

[0158]) La recoleccidn de datos y el analisis de imagen se desarrollo por
observadores ciegos las secciones tefiidas tal como anteriormente se fotografiaron
en su totalidad sobre un microscopio Nikon E600 con lentes plan-apochromat. Las
imagenes resultantes sufrieron procesamiento de andlisis de imagen de tanta
utilizando un software Image Pro Plus con confirmacién manual para determinar el

area positiva para la actividad de la encima B-galactosidasa. Estos resultados

115
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fueron nomnalizados hasta area de seccién transversal total para cada uno y
tabulados como teflido positivo de seccion transversal porcentual. Posteriormente,
se determino posteriormente la medida estandar para cada grupo con analsis de
significancia al 95% de confianza en medidas repetidas de ANOVA de una via

utilizando el software Statview (Abacus, Berkeley, CA).
Resuiltados:

[0160] Los resultados se resumen en la tabla de adelante y se ilustran en la figura
6. El vehiculo de suministro transdérmico no peptidilo-en ambos una forma de
compuesto y una forma ultrapura-logro incrementos estadisticamente significativos
para la eficiencia del suministro y la expresion de transgen versus PEI. La forma
ultrapura de PEIR exhibi6é que la tendencia hacia las eficiencias mayores del PIR

estandar son consistentes con la actividad especifica calculada mayor del reactivo

Ejemplo 4 la media y el error estandar para expresion de transgen acumulado de
p-galactosidasa como porcentaje del area total después de 7 aplicaciones de una

vez al dia para cada grupo de tratamiento.

Grupo MEDIA Error estandar
AS 0.250 0.164
AT 2.875 0718
AU 3 500 0 598

P=0 0058 (significativo al 99%)

Conclusiones®

[0161] El vehiculo transdérmico no peptidilo puede transportar grandes

complejos a través de la piel con altas eficiencias como particularmente dados los
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constrefimientos de la expresion del transgen y el tamarfio de complejo total
discutido previamente. Aunque las eficiencias no son tan grandes como aquellas
obtenidas con los complejos mas pequefios del vehiculo de peptidilo), se lograron
ganancias significativas. Denotar, la distribucion de la expresion del transgen
utiizando los complejos de peptidilo grandes fue casi exclusivamente basado en el
foliculo plloso, aunque los resultados para los vehiculos de peptidilo fueron
difundidos totalmente en las secciones transversales. Asi, el tamafio y el tropismo
de la estructura se pueden emplear para un nuevo blanco nano- mecanico de

suministro.

Ejemplo 5

[0162] Este experimento demuestra el uso de un vehiculo peptidilo para
transportar un complejo grande que contiene una proteina marcada intacta de
toxina de botulinum a trabes de la piel intacta después de una administracién de

una vez con relacién a los controles

Seleccion de la estructura:

[0163] La estructura positivamente cargada se ensamblo mediante unién
covalente-Gly3Arg7 a polilisina PM 112,000 por via de carboxilo de la glicina
terminal a las aminas libres de las cadenas laterales de glicina a un grado de
saturacion de 18% (es decir 18 de cada 100 residuos de glicina son
covalentemente unidos a un —Gly3Arg7) La estructura modifficada se designo
"KNR". E! policatién de control fue una pollisina no modificada (designada “K",

Sigma Chemical Co , St Louis, MO) del mismo tamario y del mismo lote

2+
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Agente terapéutico:

[0164] La marca Botox® de la toxina botulinum A (Allergan) se selecciono para

este experimento. Esta tenia un peso molecular de aproximadamente 150.000.

Preparacion de las muestras:

[0165] ia toxina de botulinum se reconstituyo de acuerdo con las instrucciones del
fabrnicante Una alicuota de la proteina se biotinilo con un exceso molar calculado
de 12 veces de sulfa-NHS-LC botina (Pierce Chemical). El producto marcado se

designo “Btox-b".

[0166] En cada caso, se empleo un exceso de polication para ensambiar un
complejo final que tiene un exceso de carga positiva como en el suministro de
complejos de acido nucleico grandes altamente negativos. Una carga neutra o
positiva neta evita la repulsién de los complejos de proteina de los policationes de
superficie altamente negativa y de la matnz extracelular. La dosis de Btox-b se
estandarizo a través de todos los grupos, como lo fue el volumen total y el pH final
de la composicién para ser aplicada topicamente. Las muestras se prepararon

como sigue’

Grupo marcado “JMW-7". 2.0 unidades de Btox-b por alicuota (es decir 20
U total) y un vehiculo peptidilo KNR a una proporciéon de PM calculada de
4'1 se mezclo hasta homogeneidad y se diluyo hasta 200 microlitros con
solucion salina amortiguada de fosfato. La composicion resultante se
mezclo hasta homogeneidad con 1.8 ml de Cetafil y se dividid en alicuotas

con porciones de 200 microlitros
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Grupo marcado “JMW-8" 2.0 unidades de Btox-b por alicuota (es decir 200
U total) y K a una proporcion de carga de 41 se mezclaron hasta
homogeneidad y se diluyeron a 200 microlitros con solucion salina
amortiguada de fosfato La composicion resultante se mezclo hasta
homogeneidad con 1 8 ml de Cetafil y con alicuotas en porciones de 200

microlitros.

Los experimentos animales para determinar las eficiencias_ del suministro

transdérmico después de un tratamiento de tiempo simple con vehicuios de

peptidilo y con toxina de Botulinum marcada:

[0167]) Los animales fueron anestesiados por via de inhalacidn de isoflurano
durante la aplicacion de los tratamientos. Después de ser anestesiados, 6 ratones
negros , C57 (n=4 por grupo) sufrieron afectacidn topica de una dosis de 200
mililitros medida del tratamiento de aplicacién aplicado a la porcidn craneana de la
piel de la piel de la espalda dorsal (seleccionada por que el ratén no puede
alcanzar esta regién con la boca o los miembros).los animales no sufrieron
depilacién a los 7 minutos después del tratamiento inicial, los ratones fueron
sometidos a eutanasia por via de inhalacion de CO; y los segmentos de piel
tratada fueron cosechada a grosor total por observadores ciegos Los segmentos
tratados fueron divididos en tres porciones iguales; la porcién craneana se fijo en
10% de formalina amortiguada neutra durante 12-16 horas luego se almaceno en
70% de etanol hasta que se embebié en parafina. La porcidbn de control fue
secada de manera Instantdnea y empleada directamente para visualizacién de
biotina por observadores ciegos como se resume adelante. El segmento de caudal

tratado se congelo de manera instantanea para estudios de estabilizacion.
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[0168] La visualizacion de Biotina se condujo como sigue En resumen, cada
seccion se sumergid durante 1 hora en solucién de amortiguador NeutrAvidin®
Para visualizar la actividad de la fosfatasa alcalina las secciones transversales
fueron lavadas con solucion salina cuatro veces y luego sumergidas en NBT/BCIP
(Pierce Scientific) durante 1 hora. Las secciones fueron entonces enjugadas en
solucion salina y fotografiadas en su totalidad en un microscopio Nikon EB00 con

lentes plan-apochromat.

Manejo de datos y andlists estadlsticos-

[0169] El tefido positivo total se determino por un observador ciego por via de un
analisis de imagen de tanda utilizando un software Image Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) y se normalizo hasta un area de seccion
transversal total para determinar el teflido positivo porcentual para cada uno La
media y el error estandar fueron posteriormente determinados para cada grupo
con analisis de significancia del 95% de confianza en una medicién repetida de

ANOVA DE UNA via utilizando un software Statview (Abacus, Berkeley, CA)

Resultados’

[0170] El area de seccién transversal media positiva para la toxina en biotinilada
se reporto como porcentaje del area total después de ia administracién tépica de
una vez de Btox-b con KNR ("EB-Btox") o K (“nl") Los resultados se presentan en
la tabla siguiente y se ilustran en la figura 7. En la figura 7, el area positiva para
marcado se determiné como porcentaje del area total después de tres dias de

tratamiento de una vez al dia con “EB-Btox” el cual contenia Btox-b y el vehiculo

9.0
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peptidilo KNR y “nl”, el cual contenia Btoxb con un polication K como un control.

Se describe la media y el error estandar para cada uno de los grupos.

Ejemplo 5 Media y error estandar para el area de toxina de botulin marcada como
porcentaje de la seccidn transversal total después de la administracién topica de

una vez DE Btox-b con KNR (JMW-7) o K (JMW-8) durante 30 minutos.

Grupo Media Error estandar
JMW-7 33 000 5334
JMW-8 8.667 0.334

P=0 0001 (significativo al 99%)

Ejemplo 6

[0171] El ejemplo 5 demostré que el vehiculo transdérmico de peptidilo permitié
una transferencia eficiente de toxina botulinum después de la administracion
tépica en un modelo de murino de piel intacta sin embargo este expermento no
indico si la toxina de botulinum de la proteina compleja se libero de una forma
funcional después de la translocacion a través de la piel El siguiente expenmento
fue construido asi para evaluar si la toxina de botulinum puede ser
terapéuticamente suministrada a través de piel intacta como un agente tépico
utilizando este vehiculo de peptidilo (de nuevo, sin modificacion covalente de la

proteina).

[0172] La estructura positvamente cargada fue de nuevo ensamblada
mediante unién covalente —GlysArg; a polilsina PM 112 000 por via de carboxilo
de la glicina terminal hasta las salinas libres de las cadenas laterales de glcina a

un grado de saturacién de 18% (es decir 18 de cada 100 residuos de glicina se
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unen covalentemente a un —Gly3Arg7) La estructura modificada se designo
"KNR". El polication de control fue una polillisina no modificada (designhada "K”,
Sigma Chemical Co , St. Louis, MO} del mismo tamafio y del mismo lote El mismo
agente terapéutico de toxina de botulinum se utilizé en el ejemplo 5, y se preparo

de la misma manera. Las muestras fueron preparadas como sigue

Grupo marcado “"JMW-9": 2.0 unidades de botulinum por alicuota (es decir
60 U total) y un vehiculo peptidio KNR a una proporcién de PM calculada
de 4.1 se mezclo hasta homogeneidad y se diluyo hasta 600 microlitros con
solucién salina amortiguada de fosfato. La composicién resuiltante se
mezclo hasta homogeneidad con 5.4 m! de Cetafil y se puso en allcuotas en

proporciones de 200 microlitros

Grupo marcado “JMW-10": 2 0 unidades de botulinum por alicuota (es decir
60 U total) y K a una proporcién de carga de 4:1 se mezclaron hasta
homogeneidad y se diluyeron hasta 200 microlitros con solucién salina
amortiguada de fosfato La composicion resultante se mezclo hasta
homogeneidad con 5 4 ml de Cetafil y se puso en alicuotas en porciones de

200 microlitros.

Grupo marcado “JMW-11" 2.0 unidades de botulinum por alicuota (es decir
60 U total) sin polication se diluyo hasta 600 microlitros con solucién salina
amortiguada de fosfato La composicién resultante se mezclo hasta
homogeneidad con 5 4 ml de Cetafil y se puso en alicuotas en porciones de

200 microlitros.
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Experimentos animales para detenmmunar la _eficacia_terapéutica después del

tratamiento de una vez con vehlculos de peptidilo y toxina de botulinum-

[0173] Los animales fueron anestesiados por via de inhalacién de isoflurano
durante la aplicacion de tratamientos. Después de ser anestesiados, 6 ratones
negros, C57 (n=4 por grupo) sufnieron aplicacién topica de dosis medidas de 400
millitros del tratamiento apropiado aplicado uniformemente desde los dedos del
pie hasta la mitad del fémur. Ambos miembros fueron tratados, y los tratamientos
fueron aleatorizados a cada lado. Los animales no sufrieron depilaciéon a los 30
minutos después del tratamiento inicial, los ratones fueron evaluados por su
capacidad de abducciéon digital de acuerdo con las calificaciones de abduccidn
digital publicadas para la moviidad de las patas después de la administracion de
toxina de botulinum (Auki, KR A comparison of the safety margins of botulinum
neurotoxin serotypes A, B, and F in mice Toxicon. 2001 Dec, 39(12): 1815-20).la

movilidad del ratén también fue evaluada subjetivamente

Manejo de datos y andlisis estadisticos

[0174) Las codificaciones de abducciébn digital fueron tabuladas
independientemente por dos observadores ciegos. La media y el error estandar
fueron posteriormente determinados para cada grupo con analisis de significancia
al 95% de confianza en medidas repetidas en ANOVA de una via utihzando un

software Statview (Abacus, Berkeley, CA).

Resultados:
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[0175] las calficaciones de abduccién digital media después de administracién
tépica de una vez de la toxina de botulinum con KNR ("JMW-9"), K ("JMW-10") o
diluyentes en polication (“*JMW-11"), se presentan en la tabla de adelante y se
ilustran en la fotomicrografia representativa de la figura 8. El vehiculo peptidilo
KNR Jogro un suministro funcional estadisticamente significativo de toxina de
botulinum a través de la piel con relacién a ambos controles que fue comparable
uno con el otro. Las repeticiones independientes adicionales (total de tres
experimentos independientes todos con idénticas conclusiones en paralisis
estadisticamente significativa de la toxina de botulinum tépica con KNR pero no
con los controles) del presente experimento confirmo los presentes hallazgos y
revelo diferencias no significativas entre la toxina de botulinum tépica con y sin K
(es decir ambos controles). De manera interesante, los ratones deambularon
consistentemente hacia miembros paralizados (lo que ocurrié en 100% de los
animales tratados y 0% de los controles de cualquier grupo de control) Como se
mostro en la figura 8 los miembros tratados con toxina de botulinum mas la
polilisina de policatién de control o con toxina de botulinum sin polication (“Btox
sola") puede movilizar los digitos ( como un mecanismo de defensa cuando se
pinchan), pero los miembros tratados con toxina de botulinum mas el vehiculo de

botulinum KNR (“losion Essentia Btox")' no podian ser movidos.

Ejemplo 6 calificaciones de abduccién 30 minutos después de la aplicacién topica

de una vez de la toxina de botulinum con el vehiculo de peptidilo KNR (*JMW-9")

con un polication de controlK {"JMW-10") o solo ("JMW-11")

Grupo Medio Error estandar
JMW-9 3.333 0333
JMW-10 0.333 0333
JMW-11 0793 0300
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P=0 0351 (significancia al 95%)

Conclusion:

[0176] este experimento sirve para demostrar que el vehiculo transdémmico de
peptidilo puede' transportar una cantidad terapéuticamente efectiva de botulinum
terapéu_tico a través de la piel sin modificacion covalente del terapéutico El
experimento también confirma que la toxina de botulinum no funciona cuando se

aplica tépicamente en controles.

Ejemplo 7

[0177] Este experimento demuestra el desempeiio de un vehiculo no peptidilo en

la invencién

Seleccion de la estructura:

[0178) La estructura positivamente cargada ensamblada mediante unién
covalente-Gly3Arg7 a polietiienoimina (PEI) PM 1.000.000 por via de carboxilo de
la glicina terminal a las aminas libres de las cadenas laterales PEl a un grado de
saturacidbn de 30% (es decir 30 de cada 100 residuos de glicina son
covalentemente unidos a un —Gly3Arg7). La estructura modificada se designo
“PEIR".para denoctar el vehiculo no peptidilo grande el polication de control fue un
PEl no modificado (designado “PEI", Sigma Chemical Co, St Louis, MO) del
mismo tamafio y del mismo lote. El mismo agente terapéutico de toxina de

botulinum se utilizo como en el ejemplo 5.
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[0179] La toxina de botulinum fue reconstituida del producto BOTOX® de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En cada caso, se empleo un exceso
de policatibn para ensamblar el complejo final que tuvo un exceso de carga
positiva como de suministro de complejos de acido nucleico grandes altamente
negativos Una carga neutra o positiva neta evita la repulsion del complejo de
proteina de los proteoglicanos de superficie celular altamente negativa y de las
matrices extracelulares La dosis de toxina de botulinum se estandarizé a través
de todos los grupos como lo fue el volumen total y pH final de la composicién a ser

aplicada tépicamente. Las muestras fueron preparadas como sigue:

Grupo marcado “AZ": 2.0 unidades de toxina de botulinum por alicuota (es
decir 60 U total) y el vehiculo no peptidilo PIR en forma ultra pura a una
proporcién de PM calculada de 5:1 se mezclo hasta homogeneidad y se
diluyo a 600 microlitros con soluciéon salina amortiguada de fosfato. La
composicion resultante se mezclo hasta homogeneidad con 54 ml de

Cetafil y se hicieron alicuotas en porciones de 200 microlitros

Grupo marcado “BA”: 2 0 unidades de botulinum por alicuota (es decir 60 U
total) y Pl a una proporcion de carga de 51 se mezclaron hasta
homogeneidad y se diluyo a 600 microlitros con solucién salina amortiguada
de fosfato La composicion resultante se mezclo hasta homogeneidad con

5.4 ml de Cetafil y con alicuotas en porciones de 200 microlitros

Expenmentos animales para determinar la eficacia terapéutica después del

tratamiento de una de estas:
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[0180] Los animales fueron anestesiados por via de inhalacién de isoflurano
durante la aplicacién de los tratamientos. Después de ser anestesiados, 6 ratones
negros, C57 (n=3 por grupo) sufrieron aplicacion topica de dosis 400 miliitros
medidas del tratamiento aproximado aplicado uniformemente desde los dedos del
pies a el fémur medio. Ambos miembros fueron tratados, y los tratamientos fueron
aleatorizados en cada lado. Los animales no sufrieron depilacion 30 minutos
después del tratamiento inicial, los ratones fueron evaluados por su capacidad de
abduccion digital de acuerdo con las calificaciones de abduccion digital publicadas
para la movilidad de las patas después de administracién de toxina de botulinum
(Aoki, KR, A comparison of the safety margins of botulinum neurotoxin serotypes
A, B, and F in mice. Toxicon. 2001 Dec, 39(12) 1815-20) la movilidad del ratén

también fue evaluada subjetivamente

Manejo de datos y analisis estadIistico:

[0181] Las calificaciones de abduccion digital fueron tabuladas
independientemente por dos observadores ciegos. La media y el error estandar
fueron posteriormente determinados para cada grupo con andlisis de significancia
al 95% de confianza en medidas repetidas de ANOVA de una via utilizando un

software Statview (Abacus, Berkeley, CA).
Resultados.

[0182] Las calificaciones de abduccién digital media después de una
administracion tépica de la toxina de botulinum con PEIR ultra puro ("AZ"), o el poli
catién de control PEl ("BA"), y repeticidn (repeticién independiente simple para

este experimento), se presentan en las tabas de adelante. El vehiculo no peptidilo
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PEIR logré un suministro funcional estadisticamente significativo de toxina de
botulinum a través de la piel con relacion a los controles Como anteriormente, los

animales se observaron caminar en circulos a través de los miembros paralizados.

Ejemplo 7. Repeticién 1. Calificaciones de abduccién digital 30 minutos después

de la_administracién tépica de una vez de la toxina de Botulinum con PEIR ultra

puro (*AZ") o el poli cation de control PE! ("BA"). Se presentan la media y el error

estandar.

Grupo Media Error Estandar
BA 0.833 0.307
AZ 3.917 0.083

P=0 0002 (Significativa al 99%)

Ejemplo 7. Repeticién 2. Calficaciones de abduccién digital 30 minutos después

de _la_administracién tépica de una vez de la toxina de Botullnum con PEIR ultra

puro ("AZ1") o el pol catién de control PEI {("BA1") Se presentan la media y el

error estandar

Grupo Media Error Estandar
BA1 0333 0.211
AZA1 3833 0.167

P=0.0001 (Significativa al 99%)

[0183] Este experimento demostré que el vehiculo transdérmico no peptidilo
puede transportar dosis terapéuticas de toxina de botulinum a través de la piel sin
modificacién covalente anterior de la toxina de botulinum Estos hallazgos
complementan aquellos con los agentes de transferencia de peptidilo. La opcién
de utihzar un vehiculo no peptidilo o uno peptidilo para lograr el efecto terapéutico

permitira ajustarse a las circunstancias especificas, ambientes y métodos de
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aplicacién y agregar el espiritu de la plataforma de suministro transdérmico de

esta invencion,

[0184] En estos ejemplos, la penetracion de la toxina de botulinum con
vehiculos de peptidilo o no peptidilo versus la toxina de botulinum tépica sin el
vehiculo establece adicionalmente la utlidad para la penetracion transdémmica de
antigenos para inmunizacién, particularmente para la inmunizacidn con antigenos
que atraviesan la piel de manera pobre diferente tales como el botulinum El
suministro de una toxina de botulinum funcional asegura que al menos cuatro
epitopos diferentes se han suministrado transdérmicamente en un estado intacto;
el hecho de que la toxina de botulinum funcional no se suministra en la ausencia
del vehiculo en cualquier ejemplo confirma que el vehiculo logra una inmunizacién
significativa potencial con relacién al agente en la ausencia del vehiculo. En razén
a que la inmunizacion requiere que el antigeno atraviese la piel en una cantidad
suficiente para montar un respuesta inmune, esta aproximaciébn permite el
suministro transdémico de un antigeno para la inmunizacion. En razon a que esta
aproximacion no requiere la modificacion covalente del antigeno y no necesita
involucrar transferencia de gen viral, surgen un nimero de ventajas en términos de

seguridad estabilidad, y eficiencia

Ejemplo 8

[0185] Este experimento detalla la produccién de vehiculos peptidilo y no
peptidilo con factores de eficiencia TAT, asl como también el montaje de estos

vehiculos sin toxinas de botulinum.
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Acoplamiento _de 1mina de polietleno (PEl) a fragmento TAT

GGGRKKRRQRRR:

[0186] El fragmento TAT GGGRKKRRQRRR (6 mg, 0 004 mmol, Sigma
Genosys, Houston, TX), les falta todos los grupos protectores de cadena lateral,
se disolvi6 en 1 ml de amortiguador MES 0.1M. A este se agregé EDC (3 mg,
0.016 mmol) seguido por peso molecular PEI 400k 50% de solucion (w:v) en agua,
(~0 02 ml, ~2 5 x 10°® mmol) el pH se determiné para que fuera 7.5 por papel de
ensayo. Otra porcion de 1 ml de 0.1M de MES se agregé y el pH se ajustd a ~5
mediante adicién de HCI. Otra porcién de EDC (5 mg, 0.026 mmol) se agregd y la
reaccién, pH~5 se agitdé durante toda la noche. La mafiana siguiente, la mezcla de

reaccién se congelo y liofilizd.

[0187] Una columna (didmetro 1 cm x altura 14 cm) de Sefadex G-25
(Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ) fue puesto en suspensién estéril 1
X PBS. La columna fue estandarizada mediante elusién de dextranos FITC
(Sigma, St. Louis, MO) que tiene un peso molecular de 19kD. El estandar
+ Inicialmente eluido a 5 ml de PBS, tuvo un pico medio de 6 ml y una colfa de 7 mi.
La mezcla de reaccion liofilizada de la anterior se disolvié en un PBS de volumen
pequefio y se aplico a la columna Esta se eluyé mediante aplicaciones sucesivas
de 1 mi de PBS. Las fracciones fueron recolectadas con la primera que consiste
de los primeros 3 ml eluidos incluyendo el volumen de reaccion. Las fracciones

posteriores fueron de 1 mi.

[0188] Las fracciones eluidas fueron ensayadas para absorbancia UV a 280
nm. Las fracciones 3, 4 y 5 correspondientes a 5-7 ml definieron un pico de

absorbancia modelo. Todas las fracciones fueron liofilizadas y fueron tomados los
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espectros IR. Las caracteristicas de pico triple de guanidina (2800 — 3000 cm") del
fragmento TAT fueron vistas en las fracciones 4-6. Estas fracciones también
mostraron una tensién de amida a 1700 cm™ confirmando asi el conjugado del

fragmento TAT y el PEL

[0189] Otra iteracibn fue conducida utlizando el fragmento TAT
GGGRKKRRQRRR (11.6 mg, 0.007 mmol). Esta cantidad se calculé de tal foma
que uno en 30 de aminas PEI se esperaria que reaccionara con el fragmento TAT.
Esta se aproxima al factor de eficiencia de la composicion de la polilisina-
oligoarginina original (KNR) descrita anteniormente. La unién covalente exitosa del

fragmento TAT a las aminas PEI se confirmé por IR como anteriormente.

Acoplamiento de la polilisina al fragmento TAT:

[0190] a una solucion de polilisina (10 mg 1.1 x 10* mmol; Sigma) en 1 ml
de 0 1 M de MES, pH ~4 5 se agregd6 fragmento TAT (4mg, 0.003 mmol) lego EDC
(3 5 mg, 0.0183 mmol). La mezcla de reaccion resultante (pH ~ 4.5) se agitdé a TA.
La reaccidn se congelé a -78°C durante toda la noche Al siguiente dia la mezcla
de reaccién se descongelé a TA y el pH se ajusté a ~ 8 mediante la adicion de
bicarbonato de sodio saturado La mezcla de reaccién se aplicé directamente a
una columna de Sefadex G-25 constituida y estandarizada como se describié
anteriormente. Esta se .eluyé en siete fracciones de 1 ml partiendo después de 5
ml. La absorbancia de UV 280 se tomd, revelando un pico relativo de fraccién 2,3
y 4. El IR de las fracciones liofilizadas revelé el pico de guanidina caracterlstico
(2800-3000 cm™) en las fracciones 1-7 La fraccion 1 tuvo un pico fuerte a 1730

em™ y nada a 1600 em™, para las fracciones 2-6 lo opuesto fue lo cierto Asl, la
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unién covalente exitosa del fragmento TAT al vehiculo de peptidilo, polilisina, se

confirméd

[0191]) El fragmento TAT covalentemente unido y el PElI (PEIT) y el
fragmento TAT covalentemente unido y la polilisina (KNT) fueron posteriormente
mezcladas con toxina de botulinum para formar un complejo no covalente como

sigue:

Gupo marcado “JL-1"; 2.0 unidades de Btox-b por alicuota (es decir 20 U
total) y PEIT a una proporcidn de carga de 4.1 se mezclaron hasta
homogenidad y se diluyeron en 200 micro litros con una solucidn salna

amortiguada de fosfato.

Gupo marcado “JL-2" 2.0 unidades de Btox-b por alicuota (es decir 20 U
total) y KNT a una proporcién de carga de 4.1 se mezclaron hasta
homogenidad y se diluyeron en 200 micro litros con una solucidén salina

amortiguada de fosfato.

[0192] Después de la formacibn de compiejo no covalente, las particulas
fueron centrifugadas a 12,000 x g en una micro centrifuga rotatoria durante 5
minutos, luego resuspendidas en 20 micro litros de agua desionizada vy
evaporadas sobre una celda de reflectancia total atenuada con Germanio para IR.
La presencia de Btox-b en el complejo fue asi confirmada. En total, este
experimento confimé que los esquemas sintéticos se podian aplicar a otros
factores de eficiencia y los vehiculos resultantes se pueden lograr con un agente

biolégicamente activo — en este caso toxina de botulinum — como en los ejemplos
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anteriores utilizando vehiculos con grupos de ramificacién o eficiencia cargados

positivamente con oligoarginina.

Ejemplo 9

[0193] Este experimento demostrd el desempeno del vehiculo peptidilo para
imagenes de un antigeno especifico. En este ejemplo, los complejos de uno de los
vehlculos de peptidilo Essentia, KNR2, con porciones de imagenes 4pticas y
anticuerpos modificados gque apuntan al melanoma son adecuados para la

deteccion topica del melanoma
Seleccidn de estructura

[0194] La estructura de peptidilo positvamente cargada se ensambld
mediante union covalente —GlysArg; a poli lisina PM 150,000 por via de carboxilo
de la glicina terminal de las aminas libres de las cadenas laterales de lisina a un
grado de saturacion de 18% (es decir, de cada 100 residuos de lisina esta
covalentemente unido a un -GlysArgy). La estructura modificada fue designada
"KNR2". El pol catién de control fue poll lisina no modificada (designada "K2",

Sigma Chemical Co., St Louis, MO) del mismo tamario y del mismo lote

[0195] Un anticuerpo monoclonal de murino a un dominio de melanoma
humano conservado, gangliosida 2, (IgG3, US Biologicals, Swampscott, MA) fue
covalentemente unido a una cadena de anion de poli aspartato corto (PM 3,000)
por via de acoplamiento EDC como se hizo anteriormente para generar un
anticuerpo dernivado designado “Gang2Asp” Adicionalmente, un agente de imagen

aniénico se designo utilizando un 4cido oligonucleico como un poli anién en donde
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la secuencia fue ATGC-J (designada “ATGC-J" en lo sucesivo) con “J"
representando Texas Red fluoréforo covalentemente unido, (Sigma Genosys,
Woodlands, TX) Para este experimento, 6.35 micro gramos de Gang2Asp se
combinaron con 0.1712 micro gramos de ATGC-J y luego se volvieron complejos
con 17 5 micro gramos de KNR2 en un volumen total de 200 micro litros de agua
desionizada hasta lograr la proporcidn final de 5:1°1:"KNR2:ATGC-J.Gang2Asp La
mezcla fue sometida a vortice durante 2 minutos. Los complejos resultantes fueron
aplicados a cortes de melanoma humano CellTek hidratados y cortes de CellTek
citoqueratin (SDL, Des Plaines, IL) e incubados durante 5 minutos antes de la
evaluacién fotografica de distribucion de fluorescencia versus distribucion de
campo brillante de pigmento de melanoma en el mismo campo. Los controles de

adicion sin ATGC-J o sin Gang2Asp también fueron empleados.
Resultados.

[0196] Los complejos no covalentes lograron una distribuciéon del agente de
imagen 6ptica que siguid el tropismo del derivado de anticuerpos en lugar de la
distribucién de los complejos en la ausencia del anticuerpo. Mas notoriamente, los
complejos siguieron una distribucidbn que coincidia con la de las células de

melanoma pigmentadas, como se describié en la figura 9.
Conclusiones

[0197] Este experimento demuestra la produccion del complejo viable para
transporte a través de la piel y visualizacién del melanoma a través de técnicas
6pticas utilizando un vehiculo adecuado para el suministro topico Tal

aproximacion se puede emplear por ejemplo en conjunto con configuracion de
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margen quirdrgico o se puede emplear en supervisién de rutina de un melanoma
Estrategias similares se podrian emplear facilmente para diagnéstico topico de
otros des ordenes relacionados con la piel también, como sera evidente para un
experto en la técnica. Dada la muy alta sensibilidad de las porciones de imagen
Gptica, la promesa significativa de deteccion mejorada de estos des ordenes se

podria lograr a traves de estos complejos no covalentes

[0198] Se entiende que los ejemplos y modalidades descritos aqui son
solamente con propésitos ilustrativos y que varias modificaciones o cambios a ia
luz de estos serd sugerida por las personas expertas en la técnica y se deben
incluir dentro del espintu y previsibn de esta aplicacidbn y alcance de las
reivindicaciones finales Todas las publicaciones, patentes, y solictudes de
patentes citadas aqul se incorporan aqui como referencia en su totalidad para

todos los propdsitos
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REIVINDICACIONES

1 Una composicién que comprende una proteina biologicamente activa que
no altera terapéuticamente los niveles de glucosa de la sangre y un
vehiculo que comprende una estructura positivamente cargada que tiene
unos grupos ramificados unidos positivamente cargados y que estan
presentes en una cantidad efectiva para el suministro transdérmico, en
donde la asociacién entre el vehlculo y la proteina biolégicamente activa

s no covalente.

2. Una composicién_de acuerdo con la reivindicacibn 1 en donde la

compos’&én suministra mayor suministro transdérmico de la proteina

g

biolégicamente activa con relacion al agente en la ausencia del vehiculo.

3. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 2 en la cual la proteina

biolégicamente activa tiene una actividad terapéutica.

4. Una composicidn que comprende un agente bioldgicamente activo sin
proteina sin acido nucleico y un vehiculo que comprende una estructura
positvamente cargada que tene unos grupos ramificados unidos
positivamente cargados y que esta presente en una cantidad efectiva
para el suministro transdérmico, en donde la asociaciéon entre el vehiculo

y el agente biolégicamente activo es no covalente.

5. Una composicién de acuerdo con la rewindicacibn 4 en donde la
composicion suministra mayor suministro transdérmico del agente

bioldgicamente activo con relacién al agente en la ausencia del vehiculo
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6. Una composicion de acuerdo con la rewvindicacién 5 en la cual el agente

biolégicamente activo tiene una actividad terapéutica.

7. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 3 en la cual la proteina

terapéutica tiene un peso molecular de al menos 50,000 kD

8. Una composicidon de acuerdo con la reivindicacion 1 en la cual la

estructura comprende un poli péptido positivamente cargado.

9 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 8 en la cual la
estructura comprende un poli péptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 10,000 a aproximadamente

1,500,000.

10 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 8 en la cual la
estructura comprende un poli péptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 25,000 a aproximadamente

1,200,000.

11.Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 8 en la cual la
estructura comprende un poli péptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 100,000 a aproximadamente

1,000,000

12 Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 8 en la cual la

estructura comprende una poli lisina posittvamente cargada
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13.Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 12 en la cual la
estructura comprende una poli lisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 10,000 a aproximadamente
1,500,000

14.Una composicibn de acuerdo con la rewvindicacién 12 en la cual ia
estructura comprende una poll lisina positivamente cargada que tiene un
pesc molecular de desde aproximadamente 25,000 a aproximadamente

1,200,000.

15 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 12 en la cual la
estructura comprende una poli lisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular de desde aproxmadamente 100,000 a aproximadamente

1,000,000.

16.Una composicién de acuerdo con la reivindicacidbn 1 en la cual la

estructura comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado

17.Una composicion de acuerdo con la rewindicacibn 16 en la cual la
estructura de polimero no peptidilo comprende una pol alquileno imina

positvamente cargada.

18.Una composicidon de acuerdo con la reivindicacion 17 en la cual la poli

alquileno imina es una poli etileno imina.
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19.Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 18 en la cual la poli
etileno imina tiene un peso molecular de desde aproximadamente 10,000

a aproximadamente 2,500,000.

20 Una composicion de acuerdo con la rewvindicacién 18 en la cual la poli
etleno imina tene un peso molecular de desde aproximadamente
100,000 a aproximadamente 1,800,000.

21 Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 18 en la cual la poli
etileno imina tiene un peso molecular de desde aproximadamente

500,000 a aproximadamente 1,400,000.

22.Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 en la cual el vehiculo
comprende un polimero positivamente cargado que tiene grupos
ramificados unidos positivamente cargados independientemente
seleccionada de —(gly)ni-(arg)nz, HIV-TAT y fragmentos de éstos, y
Antennapedia PTD y fra'gmentos 0 mezclas de éstos, en los cuales el
subindice n1 es un entero de 0 a aproximadamente 20, y el subindice n2
es independientemente un entero impar de desde 5 a aproximadamente

25.

23.Una composicion de acuerdo con la revindicacion 22 en la cual los
grupos ramificados positivamente cargados son independientemente

seleccionados de los grupos que tienen la formula —(gly)a1-(arg)nz.
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24.Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 23 en la cual el
superindice n1 es un entero de desde aproximadamente 1 a

aproximadamente 8.

25.Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 23 en la cual el
superindice n1 es un entero de desde aproximadamente 2 a

aproximadamente 5.

26.Una composicidn de acuerdo con la reivindicacion 23 en la cual el
superindice n2 es un nuamero aleatorio de desde aproximadamente 7 a

aproximadamente 17

27.Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 23 en la cual el
superindice n2 es un namero aleatorio de desde aproximadamente 7 a

aproximadamente 13

28.Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 22 en la cual los

grupos ramificados se seleccionan de HIV-TAT y fragmentos de éstos.

29.Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 28 en la cual los
grupos ramificados unidos positivamente cargados son fragmentos HIV-
TAT que tienen la formula (gly),-RGRDDRRQRRR-(gly)q, (gly)p-
YGRKKRRQRRR-(gly)q. 0 (gly)p-RKKRRQRRR-(gly); en donde los

subindices p y q son cada uno independientemente un entero de 0 a 20
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30.Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 22 en la cual los
grupos ramificados son grupos de Antennapedia PTD o fragmentos de

éstas

31.Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 22 en la cual el

polimero positivamente cargado comprende un poli péphdo

32.Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 31 en la cual el pol

péptido se selecciona de pol lisinas, poli argininas, y poli omitinas.

33 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 32 en la cual el pol

péptido es una poli lisina,

34 Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 22 en la cual el

polimero comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado.

35.Una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 34 en la cual el
polimero no peptidilo comprende una poli alquileno imina positivamente

cargada.

36.Una composicion de acuerdo con la rewindicacion 35 en Ja cual la poli

alquiteno imina es una poli etileno iImina.

37.Una composicidon de acuerdo con la reivindicacién 4 en la cual la

estructura comprende un poli pé&ptido positivamente cargado.
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38. una composicion de acuerdo ¢on la reivindicacion 37 en la cual la sutura
comprende un polipéptido positivamente cargado que tiene un peso
molecular de aproximadamente de 10.000 a aproximadamente

1.5000.000

39 Una composicién de acuerdo con la rewvindicacién 37 en la cual la
estructura comprende un polipéptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular de aproximadamente de 25.000 a aproximadamente

1.200.000.

40 Una composicion de acuerdo con la rewindicacién 37 en la cual la
estructura comprende un polipéptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular de aproximadamente de 100 000 a aproximadamente

1.000.000.

41. Una composicion de acuerdo con la rewvindicacion 37 en la cual la

estructura comprende una polilisina positivamente cargada.

42. Una composicion de acuerdo con la rewvindicacion 41 en la cual la
estructura comprende una polilisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular que es de aproximadamente 10 000 a aproximadamente

1 500.000.

43. Una composiciébn de acuerdo con la reivindicacion 41 en la cual la
estructura comprende una polilisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular de aproximadamente 25000 a aproximadamente

1.200.000
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44 Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 41 en la cual la
estructura comprende una polilisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular de aproximadamente 100.000 a aproximadamente

1 000 000.

45. Una composicion de acuerdo con la reivindicacibn 4 en la cual la

estructura comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado

46. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 45 en la cual la
estructura de polimero no peptidilo comprende una polialquilenoimina

positivamente cargada.

47. Una composicion de acuerdo con la rewindicacion 46 en la cual la

polialquilenoimina es una polietilenoimina.

48 Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 47 en la cual la
polietilenoimina tiene un peso molecular desde aproximadamente 10 000

a aproximadamente 2.500 000.

49. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 47 en la cual |la
polietlenoimina tiene un peso molecular desde aproximadamente

100.000 a aproximadamente 1 800.000.

50. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 47 en la cual la
polietlenomina tiene un peso molecular desde aproximadamente

500.000 a aproximadamente 1 400.000
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51. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 4 en la cual el
vehiculo comprende un polimero positivamente cargado que tiene unos
grupos ramificados unidos positivamente cargados independientemente
seleccionados de —(gly)ni-(arg)sz, HIV-TAT y fragmentos de estos, y
Antennapedia PTD y fragmentos o mezclas de estos, en el cual
subindice n1 es un entero desde 0 a aproximadamente 20, y el subindice
n2 es independientemente un entero iImpar desde aproximadamente a

aproximadamente 25.

52. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 51 en la cual los
grupos ramificados positivamente cargados son independientemente

seleccionados de grupos gque tienen la formula —(giy)ns-(arginz.

53. Una composicién de acuerdo con la reivindicacidén 52 en la cual el

subindice n1 es un entero desde 1 a aproximadamente 8.

54, Una composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 52 en la cual el
subindice n1 es un entero desde aproximadamente 2 a aproximadamente

5.

55. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 52 en la cual el
subindice n2 es un nUmero impar desde aproximadamente 7 a

aproximadamente 17.



WO 2005/084361 125 PCT/US2005/006930 J_A 5—-.._

56. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 52 en la cual el
subindice n2 es un nimero aleatorio desde aproximadamente 7 a

aproximadamente 13.

57. Una composicidon de acuerdo con la rewvindicacion 51 en la cual los
grupos ramificados son seleccionados de HIV-TAT y fragmentos de

estos.

58 Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 57 en la cual los
grupos ramificados unidos positivamente cargados son fragmentos HIV-
TAT que tenen la formula (gly),-RGRDDRRQRRR-{gly)q, (aly)e-
YGRKKRRQRRR-(gly)e, O (gly);-RKKRRQRRR-(gly); en donde los

subindices p y q son cada uno independientemente un entero de 0 a 20.

59 Una composicidn de acuerdo con la reivindicacién 51 en la cual los
grupos ramificados son grupos Antennapeedia PTD o fragmentos de

estos.

60. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 51 en la cual el

polimero positivamente cargado comprende un polipéptido.

61. Una composicidn de acuerdo con la reivindicacion 60 en la cual el
polipéptido se selecciona de polilisinas, poliargininas, poliornitinas, y

polihomoargininas.

62. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 61 en la cual el

polipéptido es una polilisina.
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63. Una composicion de acuerdo con la rewindicacion 51 en la cual el

polimero comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado.

64 Una composicibn de acuerdo con la reivindicacién 63 en la cual el
polimero no peptidilo comprende una polialquilencimina positivamente

cargada.

65 una composicién de acuerdo con la reivindicacion 64 en la cual la

polialquilenoimina es una polietilenoimina.

66. Una composicion de acuerdo con la rewvindicacion 4 que contiene desde

aproximadamente 1 x 10%°

a aproximadamente 25% en peso de agente
biolégicamente activo y desde aproximadamente 1 x 10" a

aproximadamente 30% en peso de un vehiculo positivamente cargado

67. Una composicion de liberacion controlada de acuerdo a la reivindicacion

4.

68 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 en la cual la proteina

biolégicamente activa es una toxina de botulinum.

69. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 68 en la cual la toxina
de botulinum se selecciona de los serotipos de toxina de botulinum A, B,

C.D,E,FyG.
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70. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 68 en la cual la toxina

de botulinum comprende un derivado de toxina de botulinum

71 Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 68 en la cual [a toxina

de botulinum comprende una toxina de botulinum recombinante.

72 Un Kit para la administracién de una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 1 a un sujetc que comprende un dispositivo para
suministrar un agente bioldgicamente activo y un vehiculo que
comprende una estructura positivamente cargada que tiene grupos
ramificados unidos positivamente cargados y que estan presentes en una

cantidad efectiva para suministro transdérmico

73 UN kit de acuerdo con la reivindicacion 72 en donde el agente

biolégicamente activo es una toxina de botulinum.

74. UN kit de acuerdo con la reivindicacion 72 en la cual la composicion esta
contenida en un dispositivo para administrar una proteina biolégicamente

activa a un sujeto por via de la piel o el epitelio.

75. UN kit de acuerdo con la reivindicacion 74 en la cual el dispositivo es un
parche de piel

76. UN kit para la administracién de una proteina biolégicamente activa a un
sujeto que comprende un dispositivo para suministrar la proteina
biolégicamente activa fa piel o el epitelio de una composicion que

comprende un vehiculo positvamente cargado que tiene grupos
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ramificados umidos positivamente cargados independientemente
seleccionados de —(gly)n1-(arg)n2 HIV-TAT y fragmentos de estos, y
Antennapedia PTD y fragmentos o mezclas de estos, en los cuales el
subindice n1 es un entero desde 0 a aproximadamente 20, y el subindice
n2 es Independiente mente un numero entero impar desde
aproximadamente 5 a aproximadamente 25, en donde la asociacién entre

el vehiculo y la proteina biolégicamente activa es no covalente

77. Un Kit de acuerdo con la relvindicacién 76 en la cual el dispositivo es un

parche de piel.

78 Un método para administrar una proteina biolégicamente activa que no
altera terapéuticamente los niveles de glucosa en la sangre a un sujeto
que comprende aplicar topicamente a la piel o al epitelio.del sujeto una
proteina en conjunto con una cantidad efectva de un vehiculo
positivamente cargado que comprende una estructura positivamente
cargada que tiene unos grupos de ramificacion unidos positivamente
cargados, en donde la asociacion entre el vehiculo y la proteina

bioloégicamente activa es no covalente.

79 El meétodo de acuerdo con la reivindicacion 78 en donde la composicién
suministra mayor suministro transdérmico de la protelna biolégicamente

activa con relacion a la gente en la ausencia del vehiculo.

80 Un método de acuerdo con la reivindicacion 79 en la cual la proteina

biolégicamente activa tiene actividad terapéutica
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81. Un método para administrar un agente biolégicamente activo sin
proteinas sin Aacido nucleico a un sujeto que comprende aplicar
tépicamente a la piel o al epitelio del sujeto un agente biolégicamente
activo en conjunto con una cantidad efectiva de un vehiculo
positivamente cargado que comprende una estructura positivamente
cargada que tiene grupos ramificados unidos positivamente cargados en
donde la asociacion entre el vehiculo y el agente biolégicamente activo

es no covalente

82. Un método de acuerdo con la reivindicacion 81 en donde la composicion
provee mayor suministro transdérmico del agente biolégicamente activo

con relacién al agente en ausencia del vehiculo.

83 Un método de acuerdo con la reivindicacion 82 en el cual el agente

biolégicamente activo tiene una actividad terapéutica.

84. Un método de acuerdo con la reivindicacién 80 en el cual la proteina
biolégicamente activa y el vehiculo se administran a un sujeto en una

compaosicidén que contiene ambos componentes.

85 Un método de acuerdo con la rewvindicacion 80 en el cual la protelna
biolégicamente activa y el vehiculo son administrados separadamente al

sujeto.

86 Un meétodo de acuerdo con la rewindicacién 83 en el cual la proteina
biolégicamente activa y el vehiculo son administrados al sujeto en una

composicion que contiene ambos componentes.
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87. Un método de acuerdo con la rewindicaciéon 83 en el cual el agente
biolégicamente activo y el vehiculo son administrados separadamente al

sujeto.

88. Un método de acuerdo con la reivindicacién 80 en el cual la composicion
es una composicion de liberacidn controlada a una composicion de

liberacién sostenida.

89 Un método de acuerdo con la revindicacion 83 en el cual la composicién
es una composicion de liberacidn controlada o una composicion de

liberacidn sostenida.

90 Un método de acuerdo con la rewvindicacion 80 en el cual la proteina

terapéutica es una toxina de botulinum.

91. Un método de acuerdo con la reivindicacion 90 en la cual la toxina de
botulinum se selecciona de los serotipos de toxina botulinum A, B, C, D,

E.F.yG.

92. Un método de acuerdo con la rewvindicaciéon 90 en la cual la toxina de

botulinum comprende un derivado de toxina de botulinum

93 Un método de acuerdo con la reivindicacidon 90 en la cual la toxina de

botulinum comprende una toxina de botulinum recombinante
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94. Un método de acuerdo con la rewvindicacion 90 en la cual la toxina de
botulnum se administra para suministrar un beneficio estético y/o

cosmeceéutico al sujeto

85. Un método de acuerdo con la reivindicacion 90 en la cual la toxina de
botulinum se administra al sujeto para prevenir o reducir los sintomas

asociados con el espasmo muscular o espasmo doloroso.

96 Un método de acuerdo con la reivindicacién 90 en el cual la toxina de
botulinum y el vehiculo positivamente cargado se administran

. tépicamente a un sitio en la cara del sujeto .

97. Un meétodo de acuerdo con la reivindicacion 90 en el cual la toxina de
botulinum y el vehiculo positivamente cargado se administran

tépicamente a un sitio sobre el sujeto diferente de la cara

98. Una composicion que comprende un antigeno adecuado para la
Inmunizacién y un vehiculo que comprende una estructura positivamente
cargada que tiene unos grupos ramificados unidos positivamente
cargados y que estan presentes en una cantidad efectiva para el
suministro transdérmico, en donde la asociacion entre el vehiculo y el

antigeno es no covalente.

89. Una composicion de acuerdo con la reivindicacidn 98 en la cual la

estructura comprende un polipéptido positivamente cargado
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100 Una composicion de acuerdo con la rewindicaciéon 99 en la cual la
estructura comprende un polipéptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular desde aproximadamente 10.000 a aproximadamente

1 500 000.

101. Una composicion de acuerdo con la reivindicaciébn 99 en la cual la
estructura comprende un polipéptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular desde aproximadamente 25.000 a aproximadamente

1.200.000.

102. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 99 en la cual la
estructura comprende un polipéptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular desde aproximadamente 100.000 a aproximadamente

1.000 C00

103. Una composicion de acuerdo con la rewindicacién 99 en la cual la

estructura comprende una polilisina positivamente cargada

104 Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 103 en la cual la
estructura comprende una polilisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular desde aproximadamente 10.000 a aproximadamente

1.500 000

105 Una composicion de acuerdo con i{a reivindicacion 103 en ia cual la
estructura comprende una polilisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular desde aproximadamente 125.000 a aproximadamente

1200 000
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106. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 103 en la cual la
estructura comprende una polilisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular desde aproximadamente 100 000 a aproximadamente

1 000.000

107 Una composicidon de acuerdo con la rewindicacién 98 en la cual la

estructura comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado.

108. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 107 en la cual la
estructura del polimero no peptidilo comprende una polialquilenoimina

positivamente cargada.

109 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 108 en la cual la

polialguilenoimina es una polietilenoimina.

110. Una composicién de acuerdo con [a reivindicaciéon 109 en la cual la
polietilenoimina tiene un peso molecular desde aproximadamente 10.000

a aproximadamente 2.500.000.

111. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 109 en la cual la
polietienoimina tiene un peso molecular desde aproximadamente

100.000 a aproximadamente 1.800.000.

112. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 109 en la cual la
polietilenoimina tiene un peso molecular desde aproximadamente

500.000 a aproximadamente 1.400.000



WO 2005/084361 134 PCT/US2005/006930 ‘15 4

113. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 98 en la cual e
vehlculo comprende un polimero positivamente cargado que tiene unos
grupos ramificados unidos positivamente cargados independientemente
seleccionados de —(gly)ni-(arg)nz, HIV-TAT y fragmentos de estos, y
Antennapedia PTD y fragmentos y mezclas de estos, en los cuales el
subindice n1 es un entero desde 0 a 20, y el subindice n2 es
independientemente un entero impar desde aproximadamente 5 a

aproximadamente 25.

114 Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 113 en la cual los
grupos ramificados positivamente cargados son independientemente

seleccionados de grupos que tienen la formula —(gly)n1-(argjnz

115. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 114 en la cual el
subindice n1 es un entero desde aproximadamente 1 a aproximadamente

8.

116 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 114 en la cual el
subindice n1 es un entero desde aproximadamente 2 a aproximadamente

5.

117 Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 114 en la cual el
subindice n2 es un numero aleatorioc desde aproximadamente 7 a

. aproximadamente 17:
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118 Una composicién de acuerdo con.la rewvindicacion 114 en la cual el
subindice n2 es un nuimero aleatoric desde aproximadamente 7 a

aproximadamente 13.

118 Una composicién de acuerdo con la rewvindicacién 113 en la cual los

grupos ramificados se seleccionan de HIV-TAT y fragmentos de estos.

120 Una composicién de acuerdo con la retvindicacidén 119 en la cual los
grupos ramificados unidos positivamente cargados son fragmentos HIV-
TAT que tienen la formula (gly)-RGRDDRRQRRR-(gly)s, (qly)e-
YGRKKRRQRRR-(gly)q, O (gly)-RKKRRQRRR-(gly); en donde los

subindices p y q son cada uno independientemente un entero de 0 a 20.

121. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 113 en la cual los

grupos ramificados son grupos Antennapeedia PTD.

122. Una composicidn de acuerdo con la reivindicacion 113 en los cuales los

polimeros positivamente cargados comprenden un polipéptido.

123 Una composicidon de acuerdo con la reivindicacion 122 en la cual el

polipéptido se selecciona de polilisinas, poliargininas, y poliornitinas

124. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién 123 en la cual el

polipéptido es una polilisina.

125. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 113 en la cual el

polimero comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado.
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126 Una composicion de acuerdo con la rewvindicacion 125 en la cual el
polimero no peptidilo comprende una polialquilenoimina positivamente

cargada.

127 Una composicion de acuerdo con la rewvindicacién 126 en la cual la

polialquitenoimina es polietilencimina.

128 Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 98 que contiene
desde aproximadamente 1 x 10°*° a aproximadamente 49.9% en peso del
antigeno y desde aproximadamente 1 x 10" a aproximadamente 50% en

peso de el vehiculo positivamente cargado.

129. Una composicion de liberacidbn controlada de acuerdo a la

reivindicacién 98.

130. Una composicion de acuerdo con la rewindicacion 98 en la cual el

antigeno es una toxina de botulinum.

131 Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 130 en la cual la
toxina de botulinum se selecciona de los serotipos de toxina de botulinum

A B,CDEFyYG.

132 Una composicion de acuerdo con la reivindicaciébn 130 en la cual la

toxina de botulinum comprende un derivado de toxina de botulinum.
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133. Una composiciéon de acuerdo con la reivindicacién 130 en la cual la

toxina de botulinum comprende una toxina de botulinum recombinante

134. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 98 en la cual el

antigeno es adecuado para inmunizacidn en nifios.

135. Un kit para la administracion de un antigeno adecuado para la
inmunizacién a un sujeto que comprende un dispositivo para suministrar
el antigeno a la piel o el epitelio y una composicién de acuerdo con la

rewvindicacion 98.

136  Un kit de acuerdo con la reivindicacién 135 que comprende ademas

un aplicador de costumbre

137  Un kit de acuerdo con la reivindicacién 135 en el cual la composicién
esta contenida en un dispositivo para administrar un antigeno adecuado

para la inmunizacién a un sujeto por via de la piel o el epitelio.

138. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 137 en la cual el dispositivo

es un parche de piel.

139. Un kit para administracion de un antigeno adecuado para la
inmunizacién a un sujeto que comprende un dispositivo para suministrar
el antigeno adecuado para la inmunizacién a la piel o el epitelio y una
compaosicion que comprende un vehiculo positivamente cargado que
tiene unos grupos ramificados unidos positivamente cargados

independientemente seleccionados de —(gly)ni-(arg)n2, HIV-TAT vy
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fragmentos de éstos, y Antennapedia PTD y fragmentos y mezclas de
éstos, en los cuales el subindice n1 es un entero de 0 a
aproximadamente 20, y el subindice n2 es independientemente un entero
impar de desde aproximadamente 5 a aproximadamente 25, en donde la

asociacion entre el vehiculo y el antigeno es no covalente

140. Un kit de acuerdo con la reivindicacidon 139 en la cual el dispositivo

es un parche de piel.

141 Un método para administrar un antigeno adecuado para la
Inmunizacion a un sujeto que comprende aplicar topicamente en la piel o
en epitelio del sujeto del antigeno adecuado para la inmunizacion en
conjunto con una cantidad efectiva de un vehiculo positivamente cargado
que comprende una estructura positivamente cargada que tiene unos
grupos ramificados unidos positivamente cargados, en done la asociacion

entre el vehiculo y el antigeno es no covalente

142. Un método de acuerdo con la reivindicacion 141 en el cual el
antigeno adecuado para la inmunizacién y el vehiculo se administran al

sujeto en una composicion gue contiene ambos componentes.

143 Un método de acuerdo con la reivindicacion 141 en el cual el
antigeno adecuado para la inmunizacion y el vehiculo se administran

separadamente al sujeto

144. Un método de acuerdo con la reivindicaciébn 141 en el cual la

estructura comprende un poll péptido positivamente cargado.
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145 Un método de acuerdo con la reivindicacibn 144 en el cual la
estructura comprende un poli péptido positivamente cargado que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 10,000 a aproximadamente

1,500,000.

146. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 144 en el
149 cual la estructura comprende un poli péptido positivamente
cargado que tiene un peso molecular de desde aproximadamente 25,000

a aproximadamente 1,200,000.

147. Un método de acuerdo con la rewindicaciébn 144 en la cual la
estructura comprende un poli péptido cargado positivamente que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 100,000 a aproximadamente

1,000,000

148 Un método de acuerdo con la reivindicacion 144 en la cual la

estructura comprende una poli lisina cargada positivamente

149. Un método de acuerdo con la rewvindicacion 148 en la cual la
estructura comprende una poli lisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 10,000 a aproximadamente

1,500,000

150. Un método de acuerdo con la reivindicacion 148 en la cual la

estructura comprende una poli lisina positivamente cargada que tiene un
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peso molecular de desde aproximadamente 25,000 a aproximadamente

1,200,000.

151 Un método de acuerdo con la reivindicacion 148 en la cual la
estructura comprende una poli lisina positivamente cargada que tiene un
peso molecular de desde aproximadamente 100,000 a aproximadamente

1,000,000.

152. Un método de acuerdo con la rewindicacidn 141 en la cual |a

estructura comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado.

153 Un método de acuerdo con la reivindicacion 152 en el cual la
estructura de polimero no peptidilo comprende una poli alquileno imina

positivamente cargada.

154  Un método de acuerdo con la rewvindicacion 153 en el cual la poli

alquileno imina es una poli etileno imina.

1565. Un método de acuerdo con la reivindicacion 154 en el cual la poli
etileno 1mina tiene un peso molecular de desde aproximadamente 10,000

a aproximadamente 2,500,000.

156. Un método de acuerdo con la reivindicacion 154 en el cual la poli
etileno imina tiene un peso molecular de desde aproximadamente

100,000 a aproximadamente 1,800,000.

2160
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157. Un método de acuerdo con la reivindicacion 154 en el cual la poli
etileno imina tiene un peso molecular de desde aproximadamente

500,000 a aproximadamente 1,400,000

158. Un método de acuerdo con la reivindicacion 141 en el cual el
vehiculo comprende un polimero positivamente cargado que tiene grupos
ramificados unidos positvamente cargados independientemente
seleccionados de

~(gly)m-(arg)nz, HIV-TAT y fragmentos de éstos, y Antennapedia PTD y
fragmentos 0 mezclas de éstos, en los cual el subindice n1 es un entero
de 0 a aproximadamente 20, y el subindice n2 es independientemente un

entero iImpar de desde aproximadamente 5 a aproximadamente 25.

159  Un método de acuerdo con la rewvindicacién 158 en el cual los grupos
ramificados  positvamente cargados son Independientemente

seleccionados de grupos que tienen la formula —(gly).1-(arg)nz.

160 Un método de acuerdo con la reivindicacion 159 en el cual el
subindice n1 es un entero de desde aproximadamente 1 a

aproximadamente 8.

161 Un método de acuerdo con la rewvindicacion 159 en el cual el
subindce n1 es un entero de desde aproximadamente 2 a

aproximadamente 5.
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162. Un método de acuerdo con la rewvindicacion 159 en el cual el
subindice n2 es un entero mpar de desde aproxmadamente 7 a

aproximadamente 17.

163 Un método de acuerdo con la reivindicacion 159 en el cual el
subindice n2 es un entero impar de desde aproximadamente 7 a

aproximadamente 13.

164  Un método de acuerdo con la reivindicacién 158 en el cual los grupos

ramificados se seleccionan de HIV-TAT y fragmentos de éstos.

165. Un método de acuerdo con la reivindicacidn 164 en el cual los grupos
ramificados unidos positivamente cargados son fragmentos HIV-TAT que
tienen la formula (gly),-RGRDDRRQRRR-(gly)q, (gly)p-YGRKKRRQRRR-
(gly)q. © (gly);-RKKRRQRRR-(gly)q en donde los subindices p y q son

cada uno independientemente un entero desde 0 a 20.

166. Un método de acuerdo con la reivindicacion 158 en el cual los grupos

ramificados son grupos Antennapedia PTD.

167 Un método de acuerdo con la reivindicaciébn 158 en el cual el

polimero positivamente cargado comprende un poli péptido.

168. Un método de acuerdo con la rewindicacion 167 en el cual el poli

péptido se selecciona de poli lisinas, poli argininas, y poli ornitinas.
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169. Un método de acuerda con la rewvindicacion 168 en el cual el poli

péptido es una poli lisina.

170. Un método de acuerdo con la reivindicacion 158 en el cual el

polimero comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado.

171 Un método de acuerdo con la reivindicacibn 170 en el cual el
polimero no peptidilo comprende una poli alquileno imina positivamente

cargada.

172. Un método de acuerdo con la rewvindicacion 171 en el cual la poli

alquileno imina es una poli etileno imina

173. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 141 en el cual la

composicion es una composicion de liberacion controlada

174 Un método de acuerdo con la rewvindicacién 141 en el cual el

antigeno adecuado para la mmunizacion es una toxina de botulinum

175. Un método de acuerdo con la reivindicacion 174 en el cual la toxina
de botulinum se selecciona de los serotipos de toxina de botulinum A, B,

C,D,E FyG.

180. Un método de acuerdo con la reivindicacion 141en el cual el antigeno
adecuado para la mmunizacién se administra para suministrar resistencia

a un patogeno potencial.
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181. Un método de acuerdo con la reivindicacién 141 en el cual en
antigeno adecuado para la inmunizacién se administra para suministrar

resistencia a un bioriesgo potencial.

182 Upa composicién de acuerdo con la reivindicacién 4 en el cual el

agente biolégicamente activo es un agente antifungico

183  Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 182 que contiene
desde aproximadamente 1 x 10°° a aproximadamente 49 9% en peso y
que el agente biolégicamente activo es de 1 x 10° a aproximadamente

50% en peso del vehiculo positivamente cargado.

184. Una composicion de liberacion controlada de acuerdo con la

reivindicacion

185. Una composicidn de acuerdo con la reivindicacion 182 en la cual el
agente antifungico se selecciona de anfotericina B, fluconazol,
flucitosina, itraconazol, zetoconazol, clotrimazol, econazol, griseofulvin,

miconazol, nistatina, y ciclopirox

186  Un kit para administraciéon de un agente antifungico a un sujeto que
comprende un dispositivo para suministrar el agente antifingico a la piel
o0 el epitelio del sujeto y una composicién de acuerdo con la reivindicacién

182

187. Un kit de acuerdo con la rewvindicacién 186 que comprende ademas

un aplicador de costumbre
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188  Un kit de acuerdo con la reivindicacién 186 en el cual la composicién
esta contenida en un dispositivo para administrar un agente antifingico a
un sujeto por via de una placa de una o estructuras anatdémicas

adyacentes

189. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 186 en el cual el dispositivo

es una placa de una prostética o una laca.

190. Un método de acuerdo con la rewvindicacién 81 en el cual el agente

biolégicamente activo es un agente antifingico.

191. Un método de acuerdo con la reivindicacién 190 en el cual el agente
antifingico y el vehiculo se administran a un sujeto y una composicién

que contiene ambos componentes.

192. Un método de acuerdo con la reivindicaciébn 190 en el cual el agente

antifingico y el vehiculo se administran separadamente al sujeto.

193. Un método de acuerdo con la reivindicacion 190 en el cual la

composicion es una compaosicion de liberacidn controlada.

194  Un método de acuerdo con la reivindicacién 190 en el cual el agente
antifingico se selecciona de anfotericina B, fluconazol, flucitosina,
itraconazol, zetoconazol, clotnmazol, econazol, griseofulvin, miconazol,

nistatina, y ciclopirox.
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195. Un método de acuerdo con la reivindicacion 190 en el cual el agente
antifingico se administra para tratar los sintomas y signos de una

infeceién fingica

196. Un método de acuerdo con la reivindicacién 190 en el cual el agente
antifingico se administra para alterar los sintomas o signos de la

infeccién flngica de la placa de ufia o del lecho de uha.

197. Un polipéptido cargado positivamente o un polimero no peptidilo que
tiene unos grupos ramificados umidos positivamente cargados
independienternente seleccionados de —(gly)ni-(arg)na, HIV-TAT vy
fragmentos de estos, y Antennapedia PTD y fragmentos y mezclas de
estos, en los cuales el subindice n1 es un entero desde 0 a
aproximadamente 20, y el subindice n2 es independiente un entero impar

desde aproximadamente 5 a aproximadamente 25

198. Un polipéptido positivamente cargado o un polimero no peptidilo de
acuerdo con la rewvindicacion 197 en el cual los grupos ramificados
positvamente cargados son independientemente seleccionados de

grupos que tienen la formula —(gly)n1-{(arg)zn.

199. Un polipeptido positivamente cargade o un polimero no peptidilo de
acuerdo con la rewvindicacion 198 en el cual el subindice n1 es un entero

desde 1 a aproximadamente 8.
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200. Un polipéptido positivamente cargado o un polimerc no peptidilo de
acuerdo con la reivindicacién 198 en el cual el subindice n1 es un entero

desde aproximadamente 2 a aproximadamente.

201. Un polipéptido positivamente cargado o un polimero no peptidilo de
acuerdo con la reivindicacién 198 en el cual el subindice n2 es un nimero

impar desde aproximadamente 7 a aproximadamente 17.

202  Un polipéptido positivamente cargado o un poilmero no peptidilo de
acuerdo con la reivindicacion 198 el cual el subindice n2 es un numero

impar desde aproximadamente 7 a aproximadamente 13.

203. Un polipéptido positivamente cargado o un polimero no peptidilo de
acuerdo con la reivindicacion 197 en el cual los grupos ramificados se

seleccionan de HIV-TAT y fragmentos de estos.

204  Un polipéptido positivamente cargado o un polimero no peptidilo de
acuerdo con la rewindicacién 203 en el cual los grupos ramificados
unidos positivamente cargados son fragmentos HIV-TAT que tiene la
formula (gly),-RGRDDRRQRRR~(GLY)q, (GLY)p-YGRKKRRQRRR-(gly)q
o (gly)p-RKKRRQRRR-(gly)q en donde los subindices p y q son cada uno

independientemente un entero de 0 a 20.

205. Un polipéptido positivamente cargado o un polimero no peptidilo de
acuerdo con la reivindicacion 197 en el cual los grupos ramificados son

grupos Antennapedia PTD o fragmentos de estos
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206. Un polipéptido positivamente de acuerdo con la reivindicacion 197 en

el cual el vehicuio positivamente cargado comprende un polipéptido.

207. Un polpéptido positvamente cargado de acuerdo con la
rewvindicacién 206 en el cual el polipéptido se selecciona de polilisinas,

poliargimnas, poliornitinas, y pollhomoargininas

208 Un polipéptido positivamente cargado de acuerdo c¢on la

reivindicacion 107 en el cual el polipéptido es una polilisina.

208. Un polipéptido positivamente cargado de acuerdo con la
rewvindicacion 197 en el cual el vehiculo positivamente cargado

comprende un polimero no peptidilo positivamente cargado
210 Un polpéptido positivamente cargado de acuerdo c¢on la
rewvindicacion 209 en el cual el polimero no peptidilo comprende una

polialquileneimina positivamente cargada.

211. Un polipéptido positivamente cargado de acuerdo con |la

revindicacion 210 en el cual la polialquileneimina es una polietileneimina
212. Una composicién que comprende un complejo no covalente de

a) Una estructura positivamente cargada, y

b) Al menos dos miembros seleccionados del grupo que consiste de:
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1) una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad
de porciones de imagenes unidas o alternativamente una pluralidad de
porciones de imagen negativamente cargadas,

i) una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad
de agentes blanco unidos, o alternativamente una pluralidad de porciones
blanco negativamente cargado.

1)) al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, rnbosomas,

oligonucledtidos modificados y ¢ADN que codifican un transgen

seleccionado;
iv) ADN que codifica al menos un factor de persistencia;
v) una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad

de agentes bioldgicos unidos, o alternativamente un agente biolégico
negativamente cargado,
en donde el complejo lleva una carga positiva neta y al menos uno de los

miembros se selecciona de 1), i), iii), o v).

213. Un método para preparar una composicion farmacéutica o
cosmecéutica, el método comprende combinar el componente de
estructura positivamente cargado y al menos dos miembros

seleccionados del grupo que consiste de:

i) Una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad
de porciones de imagenes unidas, o alternativamente una pluralidad de
porciones de imagenes negativamente cargadas;

1i) Una estructura cargada negativamente que tiene una pluralidad
de agentes blanco unidos, o alternativamente una pluralidad de porciones

blanco negativamente cargadas,
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in) Al menos un miembro seleccionado de ARN, ADN, ribosomas,

acidos oligonucleicos modificados y cADN que codifica un trangen

seleccionado;
iv) ADN que codifica al menos un factor de persistencia; y
V) Una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad

de agentes biolégicos unidos o agentes cosmecéuticos, o un agente
bioloégico negativamente cargado o un agente cosmecéutico;

Con un vehiculo farmacéutica 0 cosmecéuticamente aceptable para formar
un complejo no covalente que tiene una carga positiva neta, y al menos

uno de los miembros es seleccionade de 1), ii), 1), o v).

214  Una composicion que comprende insulina y una cantidad efectiva
para suministro transdérmico de insulina de un vehiculo que comprende
una estructura positivamente cargada que tiene grupos ramificados
unidos positivamente cargados en donde la asociacion entre el vehiculo y

la insulina es no covalente.

215 Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 214 que contiene
insulina y un vehiculo positivamente cargado en una proporcion en peso

desde aproximadamente 30°1 a aproximadamente 1 01 1

216. Una composicidn de liberacion controlada de acuerdo con Ia

rewvindicacion 214.

217. Un kit para la administracién de insulina a un sujeto que comprende
insulina y un vehiculo que comprende una estructura positivamente

cargada que tiene grupos ramificados unidos positivamente cargados y
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esta presente en una cantidad efectiva para suministro transdérmico, en

donde la asociacion entre el vehlculo y la insulina es no covalente

218  Un kit de acuerdo con [a reivindicacion 217 en el cual la composicion
esta contenida en un dispositivo para administrar insulina a un sujetoe por

via de la piel o el epitelio.

218 Un método para administar insulina a un sujeto que comprende
aplicar tépicamente a la piel o ai epitelio del sujeto insulina en conjunto
con una cantidad efectiva de un vehiculo positivamente cargado que
comprende una estructura positivamente cargada que tiene grupos
ramificados unidos positivamente cargados, en donde la asociacién entre

el vehiculo y la insulina es no covalente

220. E! método de acuerdo con la rewindicacion 219 en la cual [a

composicion de liberacion controlada

221  Una composicion que comprende una porcion de imagen y un agente
blanco y un vehiculo que comprende una estructura positivamente
cargada que tiene unos grupos ramificados unidos positivamente
cargados y que esta presente en una cantidad efectiva para el suministro
transdérmico, en donde la asociaciéon entre el vehiculo y la protelna

biologicamente activa es no covalente

222  Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 221, en donde la

porciéon de imagen y el agente blanco son fisica y quimicamente distintos
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223. Una composicidn de acuerdo con la reivindicacién 221, en donde la

porcion de imagen y agente blanco no son ambos fosfato

224. Una composicion de acuerdo con la relvindicacion 221 en la cual el

agente de imagen es un agente de imagen 6ptico

225 Una composicién de acuerdo con la reivindicacidn 224 en el cual el
agente de imagen se selecciona de Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7, Cy7.5,
Oregon green 488, Oreéon green 500, Oregon, green 514, protelna
fluorescente Green, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, y HAMRA,

226 Una composicion de acuerdo con la revindicacién 221 en la cual el

agente de imagen es adecuado para imagenes de resonancia magnética.

227. Una composicién de acuerdo con la rewvindicacidn 221 en la cual el

agente de blanco reconoce el melanoma.

228. Un kit para la administracién de una composicién de acuerdo con la
reivindicacion 221 a un sujeto que comprende un dispositivo para
suministrar la imagen en las porciones de blanco y un vehiculo que
comprende una estructura positivamente pargado que tiene grupos
ramificados unidos positivamente cargados y que esta presente en una

cantidad efectiva para el suministro transdérmico

229 Un método para administrar una porcion de imagen y una agente de
blanco a un sujeto que comprende aplicar tépicamente a la piel o al

epitelio del sujeto la porcibn de imagen que el agente de blanco en
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conjunto con una cantidad efectiva de un vehiculo positivamente cargado
que comprende una estructura positvamente cargada que tiene grupos
ramificados unidos positivamente cargados en donde el asocio entre el

vehiculo y la proteina bioldgicamente activa es no covalente.

230. Una composicién de acuerdo con la reivindicacion 229 en donde la
porcibn de imagen del agente de blanco son fisica o guimicamente

distintos.

231. El método de acuerdo con la reivindicacion 229, en donde la porcion

de imagen y el agente de blanco no son ambos fosfato.

232. El metodo de acuerdo con la reivindicacion 229 en el cual el agente

de imagen es un agente de imagen optico.

233 El método de acuerdo con la reivindicacion 224 en el cual el agente
de imagen se selecciona de Cy3, Cy3.5, CyS, Cy5 5, Cy7, Cy7.5, Oregon
green 488, Oregon green 500, Oregon, green 514, proteina fluorescente

Green, 6-FAM, Texas Red, Hex, TET, y HAMRA.

234. El método de acuerdo con la reivindicacion 229 en el cual el agente

de imagen es adecuado para las imé&genes de resonancia magnética.

235, El método de acuerdo con la reivindicacidn 229 en ei cual ef agente

de blanco reconoce el melanoma
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238 El método de acuerdo con la rewindicacion 229 en el cual la

composicion se aplica para escoger pacientes con riesgo de melanoma.

237. El método de acuerdo con la reivindicacion 229 en el cual Ia

composicion se aplica para ayuda en escision quirirgica de melanoma.
238. El método de acuerdo con la reivindicacion 229 en el cual Ia
composicidn se aplica en conjunto con técnicas fotograficas o técnicas de

analisis de imagen.

239. Una composicion que comprende un complejo no covalente de

a) una estructura cargada positivamente; y
b) al menos dos miembros seleccionados del grupo que consiste de
)] Una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad

de porciones de imagenes unidas; o una pluralidad de porciones de
Imagenes negativamente cargadas;

ity Una estructura cargada negativamente que tiene una pluralidad
de agentes blanco unidos; o una pluraldad de porciones blanca
negativamente cargadas; y

iii) Una estructura negativamente cargada que tiene una plurahdad
de agentes biolégicos, o un agente biolégico negativamente cargado,

En donde el vehiculo lleva una carga positiva neta y al menos uno de los

miembros se selecciona de i), i), i) o v)

240. Un meétodo para preparar una composicion farmacéutica

cosmecéutica, el método comprende combinar un componente de
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estructura positivamente cargadoc y al menos dos miembros

seleccionados del grupo que consiste de.

i) Una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad
de porciones de mmagenes o alternatvamente, una pluralidad de
porciones de imagenes negativamente cargadas,

1)) Una estructura cargada negativamente que tiene una pluralidad
de agentes blanco unidos, o alternativamente una pluralidad de porciones
blanco negativamente cargadas;

1)) Una estructura negativamente cargada que tiene una pluralidad
de agentes bioldgicos unidos o agentes cosmecéuticos, 0 un agente
bioldgico negativamente cargado o un agente cosmecéutico;

Con un vehiculo farmacéutica 0 cosmecéuticamente aceptable para formar
un complejo no covalente que tiene una carga positiva neta, con la
condicién de que al menos uno de fos miembros se selecciona de 1), ),

iii) o v).
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MICHAEL D. DAKE

(72) Inventor(es)

(74) Apoderade  EMILIO FERRERO
(85) Fecha imite inicio fase nacional:  03/10/2006 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solictud PCT Fecha 15/09/2005
Fecha de presentacion de la solicitud ~ 03/03/2005 N* publicacin. WO 2005/084361 A2

No. de sohatud PCT/US2005/006930

(54) Titulor

SISTEMA DE TRANSPORTE BIOLOGICO MULTICOMPONENTE

Remndicacién{es).
1. Una composicién que comprende una proteina
biologicamente achva que no alera
terapduticamente los niveles de glucosa de la
sangre y un vehiculo que comprende una
estuctura positivamente cargada que tiene unos
unidos

ramificados posihvamente

grupos
cargados y que estan presentes en una cantidad
efechva para el suministro ftransdémmico, en
donde la asociacion enfre el vehiculo y la
proteina bioldgicamente actva es no covalente

2 Una composicién de acuerdo con la

revindicacin 1 en donde ia composicibn

suministra mayor suministro transdérmico de la

proteina biclbgicamente actva con relacién al

agente en [a ausencia del vehiculo

acuerdo con la

3 Una composicion de

revindicacibn 2 en la cual la protelna
bioldgicamente achva tene wuna actividad

terapéutica,

4 Una composicdn que comprende un agente
biolégicamente actvo sin proteina sin &cido
nucleico y un vehiculo que comprende una
estructura positivamente cargada que tene unos

unidos

ramificados positivamente

grupos
cargados y que esta presente en una canbdad
efectva para el sumimstro transdémico, en
donde la asociacién entre el vehiculo y el agente
bicldgicamente actvo es no covalente
5 Una composicion de acuerdo con Ia
revmndicacién 4 en donde la composicidn
suministra mayor suministro transdérmico del
agente biolégicamente actvo con relacion al
agente en |a ausencia del vehiculo
de acuerdo con |la

6 Una composiciin

rewndicacién S5 en la cual el agente

biolsgicamente achve tbene una actvidad

terapéutica
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Industria y Comercm
SUPERINTENDENCIA
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Delegatura de Propiedad Industrial
Divisién de Nuevas Creaciones
REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZAGION DEL
TRAMITE
‘ USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCION ( MODELO DE UTILIDAD ( ) (") ()
-Indicacion de que se solicita Ja concesion de una patente. ( 1/)/ . ) ().
-Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se
presenta la solicitud. ( ”(‘ { }
-Descripcion de la invencion. { )
-Dibujos de ser estos pertinentes. { M { )
-Comprobante de Pago de las tasas estabiecidas. ()
]

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) () ( )
DISENO INDUSTRIAL  ( )
-Indicacion de que se solicita el registro de Diseio Industrial. { ) { )
-Datos de identificacion del solicitante o de la persona que se
presenta la solicitud. () ()
-Representacion grafica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra - - = ;,é
del Material que incorpora el disefio. { ) { ) S SR E
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. { ) { )
COMPLETA {( ) INCOMPLETA ( ) () ° { ) —
ESQUEMA DE TRAZADO { )
-Indicacion de que se solicita el registro de Disefi s Industrial. { ) { ) s =
-Datos de identificacion del solicrtante o de |a persona que se
presenta la solicitud () {1
-Representacidn grahica del Esquema Trazado, () ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas. { ) { )
COMPLETA { ) INCOMPL ) ( ) ()

Firma Responsable. o

Fecha




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Bogoté,
2020

Doctor{a)
FERRERO EMILIO

REFERENCTIA Radicacién No. 06 98643
Bolicitud internacional PCT/US2005/006930
Fecha inicio fase nacional 03/10/2006

Trimite 11
Evento 378
Actuacién 430
Oficio No.

o '-’135 33

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La s8solicitud no contiene 1la copla del documento en que consta la cesién del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486,

2. La eolicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacitn 1legal de la sociedad soclicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

3. Debe aclarar el niimero de reivindicaciones, por cuanto la publicacién presentada
en fase nacional presenta inconsistencias en la numeracién.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del términc de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caeo de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la 8olicitud se
coneideraria abandonada y perderid su prelacién.

Notifiquese el presenteofijcio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto/del f#itulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA BPEDES DE VERGEL
Jefe de la diyisidn de Nuevas Creaciones

El antérloF requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de

anrvarado= 2RV, 2005



