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1 REF: Expediente No. 09 063560- solicitud de patente. de invencién a
|

| favor de FACULTES UNIVERSITAIRES NOTRE-DAME DE LA
PAIX Titulo COMPOSICION QUE COMPRENDE
OLIGOGALACTURONANOS Y SACARIDOS POLICATIONICOS.

|

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

|
|
|
|
|
|

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.J., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al

oficio nimero 14080 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién vy
notificado por fijacién en lista el 14 de Agosto de 2012.

!

Con el animo de subsanar las objeciones planteadas por el sefior Examinador, nos
|
permitimos presentar un nuevo pliego reivindicatorio compuesto por diez (10)

reivindicaciones, en donde no se amplia en ningln momento la materia inicialmente

divulgada, y se encuentra enteramente sustentado en la descripcion.
|

!

En lo que respecta a las excepciones a la patentabilidad y a las reivindicaciones relativas a
\ . . . o

un uso 0 a un segundo uso referidas por su Despacho, nos permitimos informar al sefior
l -

Examinador que las anteriores reivindicaciones 13-18 han sido eliminadas del nuevo pliego
1

reivindicatorio con el fin de superar las objeciones impuestas sobre las mismas
|
|

l
Clarida‘1d

|
i

En primera medida queremos referirnos a los términos objetados por el sefior Examinador

sehalados por ser “de caracter no limitativo”, al respecto consideramos que dichos
1

l
l
|
!
|
|
1
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| términos se corresponde con expresiones completamente claras al ser interpretadas en el

' contexto de las reivindicaciones, y hacen parte del derecho que tiene el solicitante de
proteger su invencion de posibles infracciones por parte de terceros.

. Especificamente el termino "uno o mds”se refiere a la seleccién de minimo uno o maximo
todos los elementos alli mencionados, razén por la cual en dicho contexto la expresidn en
cuestion si se interpreta como una expresion limitativa. Por tanto, dicha expresion no se

1 eliminé en el nuevo pliego reivindicatorio. Por demas, las demds expresiones fueron
retiradas de la materia reivindicada.

Ahora bien, nos permitimos aclarar al sefior Examinador que la descripcién de la presente

solicitud cuenta con todo el soporte requerido para el entendimiento de la materia incluida
\l en las reivindicaciones, al considerar que el solicitante ha encontrado que diferentes
| compuestos pueden ser de utilidad para la solucion del problema técnico propuesto. Por
'\ tanto, ante la sugerencia del sefior Examinador de limitar toda la materia revelada a un
| compuesto especifico, mostramos nuestro total desacuerdo al considerar que una
' restriccién de tal tipo seria injusta, pues en definitiva una serie de agentes cumplen con
1\ las funciones requeridas dentro de la presente invencion. Ademds, el sefior Examinador
1debe tener en cuenta que varios de los agentes que objeto se corresponden con agentes
ladicionales, que constituyen modalidades preferidas de la invencién y por tanto los

'mismos no corresponden con las caracteristicas esenciales de la presente invencion.
l

l

ﬁsu, con el animo de demostrar al sefior Examinador que la descripcidn se constituye un
sustento para el pliego reivindicatorio, nos permitimos referir algunos fragmentos de la
respectiva descripcion,

i

Ventajosamente, el sacdrido policationico es un oligo- o un polisacdrido,
| preferentemente un oligosacarido de quitosén o polimero de quitosdn, mds
| preferentemente, los oligo- o polisacaridos de quitosan utilizados presentan un

grado de acetilacion inferior al 50%, preferentemente comprendido entre 0 y
1

l
l
Apemas, al observar las modificaciones realizadas a la nueva reivindicacion 1

aproximadamente el 50% y un grado de polimerizacion superior a 5.

consideramos que la misma se encuentra adecuadamente limitada y sustentada por la
descripcion.
|
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1. Una composicion que comprende uno o mas oligogalacturonano(s) con un grado
de polimerizacion comprendido entre 9 y 20 y que presenta una configuracion
dimérica de caja de huevo estabilizada ademds por uno o mas oligosacéridos o

polisacaridos de quitosano policationicos en presencia de cationes.

Por tanto, las restricciones incluidas en la nueva reivindicacion 1 definen un rango de
grado de polimerizacidn, lo cual en definitiva es una limitacién bastante razonable. Lo
anterior debe considerarse en conjunto con las demas reivindicaciones, dependientes, que
se encargan de definir las modalidades preferidas de la invencién, y que por tanto

complementan la materia revelada.

Asi, por ejemplo, la reivindicacién establece:
3. La composicion de acuerdo a las reivindicaciones 1 o 2, en donde el
oligosacdrido o el polisacdrido de quitosano presenta un grado de

polimerizacion comprendido entre 5 y 12.

Por|otra parte, en lo que se refiere a la presencia de iones en la composicidn, nos

permitimos aclarar que el solicitante demostré que tanto los cationes monovalentes como
los divalentes son en efecto necesarios en un rango especifico para asi dar paso a la
formacion de la configuracion de caja de huevo por los oligogalacturonanos. La

descripcidn establece,

"Ya que los diferentes elementos contienen iones monovalentes y divalentes, en
una  relacion molar  divalente/monovalente, preferentemente  entre
aproximadamente 1/50 y aproximadamente 1/300 (o aproximadamente 1/25 y

aproximadamente 1/250 miliequivalentes) (...)

Se utiliza preferentemente Ca&’* como ion divalente. Otros cationes divalentes son
también adecuados (M7, Zi#*, CiF*,..)."
Por !tanto, en este caso, y en los casos de los demas agentes mencionados a lo largo de la
descripcion, el sefior Examinador debe tener en cuenta que la materia reivindicada debe
encontrar sustento en la totalidad de las ensefianzas de la descripcién pero de ninguna
manera debe centrarse dicho sustento en los ejemplos de la misma, de acuerdo a lo

consignado en el articulo 30 de la Decisidn 486. Por su parte, la gufa de patentabilidad
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|  establece que los ejemplos son casos particulares que sirven para ilustrar la mejor manera
conocida por el solicitante para ejecutar o llevar a la practica la invencidn.- Reiteramos
|

. entonces que los ejemplos son plenamente ilustrativos de la materia reivindicada més no

limitativos de la_misma, y que toda la materia reivindicada en la presente solicitud, se
|

| encuentra completamente sustentada en la totalidad de las ensefianzas de la descripcién.

\ Ahora bien, en lo que se refiere a la sugerencia del sefior Examinador respecto a la
estabilizacion de la estructura de caja de huevo por accién de los sacéridos policatidnicos,

nos permitimos expresar al sefior Examinador nuestro desacuerdo frente a la

| interpretacion que éste realiz de tal informacion contenida en la reivindicacién 1. En

primer lugar, es vital aclarar que estabilizar la conformacién de caja de huevo adoptada
l\ por los oligogalacturonanos no es de ninguna manera el “resultado a alcanzar” de la
composicion de la presente invencidn, de hecho, el sefior Examinador debe comprender
| que la composicion de la presente invencion ejerce su accién debido a que la misma
contiene oligogalacturonanos en una conformacion especifica de caja de huevo, la cual se
\encuentra estabilizada por sacéridos policationicos, y por tanto la mencién de dicha
1 caracteristica se constituye un aspecto esencial de la presente invencion, siendo esta la

E razén por la cual no es viable de ninguna manera, eliminar dicha informacién del alcance
,de la reivindicacién 1.

\

i En referencia a la objecién emitida hacia la reivindicacién 2, nos permitimos dar
largumentos para demostrar al sefior Examinador que incurre en un error al asegurar que
l\la misma se refiere a una metodologia de caracterizacion estructural. En primera medida
queremos recordarle al sefior Examinador que las caracteristicas esenciales de una
invencidn se encuentran reflejadas en las reivindicaciones independientes, mientras que
ias reivindicaciones dependientes definen modalidades preferidas de la invencion. Por otra
parte, aclaramos que la reivindicacion 2 se encuentra dentro del pliego reivindicatorio para
élescribir una caracteristica técnica de la composicidn objeto de la presente invencién, en
la cual se refleja que el solicitante ha demostrado que los anticuerpos 2FA reconocen
ellspecfﬁcamente la regién bisagra pectica, es decir, que contiene derivados del acido

galactouronico, de la conformacion de caja de huevo. Lo anterior encuentra ilustracion en
la siguiente figura,

o
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2F4 binding side

|
l

Chitosan
Chitosan

Side view Top view

|
l
l
|
| Cabrera et al. 2010
|

| . o -
Por tantlo, la razon para incluir dicha caracteristica estructural como parte de las

reivindicqciones dependientes radica en que el reconocimiento de la conformacién de caja
de huevo que adoptan los oligogalacturonanos por parte de los anticuerpos 2FA

representa una caracteristica particular de la presente invencion.
l

|
Queremos aclarar al sefior Examinador que la composicién de la presente invencion puede

hacer parte de una serie de productos, los cuales se encuentran especificados por las
anteriores reivindicaciones 9 y 10, lo cual de ninguna manera debe ser interpretado como
un uso. Lo que pretenden dichas reivindicaciones es aclarar que la composicién puede ser
concebidal1 haciendo parte de otras composiciones méas complejas, lo cual en definitiva
hace parte del derecho con que cuenta el solicitante de proteger la materia de su
invencion, | para no dar via libre a futuras infracciones que con la aplicacién de una
modiﬂcacién trivial podrian buscar el uso de la presente invencién como parte de cualquier
otro sistemia que la contenga.
l

En lo que ise refiere al empleo de la marca comercial Pectinex Ultra SLP, en definitiva
consideramos que el mismo se corresponde con un producto altamente utilizado y por

l
tanto muy 'lconocido en el arte previo. Dicho producto contienen poligalacturonasa aislada
de Aspergillus aculeatus.

l
Finalmente,l nos permitimos solicitar respetuosamente al sefior Examinador que realice
una lectura ijuiciosa de la descripcion de la presente solicitud, con lo cual podra encontrar
que la misrfila establece claramente que el objetivo de la presente invencion es proveer

una composicidn que comprenda galacturonanos con propiedades mejoradas, que
|

l
|
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encuentran especial interés en la proteccion de material vegetal, al considerar que el arte
prbvio no concibe composiciones con dichas caracteristicas.
|

En conclusion, consideramos que el alcance de las nuevas reivindicaciones se encuentra
de‘bldamente sustentado en la totalidad de las ensefianzas de la descripcion y mas aun
terluendo en cuenta que los ejemplos son plenamente ilustrativos de la invencion pero de
nir{guna manera se deben considerar como limitativos de la materia reivindicada, por la
cu%l solicitamos respetuosamente aceptar el nuevo pliego reivindicatorio como claro y

CONCisO.
|

\
Novedad
|

Paritiendo de las referencias citadas por el sefior Examinador, segtin las cuales él considera
la falta de novedad de la presente invencién, nos permitimos exponer los argumentos
medlante los cuales defendemos la novedad de la composicion reivindicada a la luz del
arte previo.

|
En primera medida, observamos que la referencia D1 (W02006/085075) describe la
elaboracién de pectinas reticuladas por polietilenemina, las cuales son usadas como
dispositivos de liberacion de farmacos en el tracto gastrointestinal, midiéndose dicha
capacidad de liberacién mediante ensayos por digestion en un medio intestinal simulado
que se caracteriza por la presencia de enzima pectinolitica.

l
Asi, D1 describe dos fases principales para la realizacién de su respectiva invencién, en
donde la primera fase corresponde a la formacion de granulos de hidrogel mediante el uso
de una pectina de alto peso molecular, altas concentraciones de calcio, y la posterior
reticulacién a través de polietilenimina en presencia de una molécula de interés a ser
liberada en el tracto gastrointestinal. Previo a la segunda fasé, las granulos obtenidos han
de ser enjuagadas en agua, para continuar con el analisis de la liberacién de la molécula
de interés mediante la digestion de un medio que contiene una alta concentracién de
pectinasa, en buffer fosfato, de acuerdo a los requerimientos de la Farmacopéa de los
Estados Unidos, que establece que los componentes de un medio intestinal estimulado se
logra medlante

. Disolucién de 6,8 g de fosfato de potasio monobasico en 250 mL de agua

. Mezcla y posterior adicion de 77 mL de NaOH 0,2 N y 500 mL de agua

- 11 Adicion de 10,0 g de pancreatina

|
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|

-\‘1 Mezcla y ajuste de pH mediante el uso de NaOH 0,2 N o HCl 0,2 N hasta obtener
" un pH de 6,8,

}

-+ Dilucién con agua, hasta volumen de 1000 mL

Por sig parte la referencia D2 (Chang L.L.B. and Lin J. (2000)) describe la elaboracién
de gfénulos de pectina en altas concentraciones de calcio (4-20%) y en presencia de
quitos)gno. Dentro de dicha referencia se establece ademas que las grdnulos de pectina
obteniFlos se destinan, al igual que en D1, al uso como dispositivos de liberacién de
férmac‘ps de interés para el tracto intestinal, aspecto que es probado mediante ensayos
de digé?stién en los cuales se hace uso de una enzima pectinolitica en un buffer fosfato.

|
|

1

La referencia D3 (Munjeri et al (1997)) establece por su parte la elaboracién de
|

granulos de pectina amidada en altas concentraciones de calcio y en presencia de
|

quitosano, las cuales son destinadas, nuevamente, al uso como dispositivos de liberacion

de farmacos al tracto gastrointestinal, probandose su aptitud para la liberacién mediante

digestion con una enzima pectinolitica en buffer fosfato.

|
!
|

Finalmenfe, D4 (Atyabi et al. (2005)) incluye materia relacionada con el

|
comportamiento de granulos de gel que contienen cloruro de trimetil quitosano como

- g l - .’ ’
dispositivos de liberacion para macromoléculas solubles en agua.

!
|
1

En contraiste con las referencias anteriores, la presente invencién reivindica una
composicion que comprende uno 0 mas oligogalacturonanos con un grado de
polimerizacién comprendido entre 9 y 20, y que presenta una configuracion dimérica de

caja de huevo estabilizada ademas por uno o més oligosacaridos o polisacaridos de
quitosano policatiénicos en presencia de cationes.
\ _

|

i
|

De esta maﬁera, de acuerdo con las ensefianzas del arte previo nos permitimos aclarar al
sefor Exami}nador que ninguno de los procedimientos descritos en las referencias D1 a D4
que refieren l\la digestion de granulos de pectina y quitosano en presencia de buffer y un
medio estimdlante de la digestion, permiten la generacién de oligogalacturonanos con un
grado de pdlimerizacién superior a 8, y por tanto no permiten la generacion de

. l « f . .
oligogalacturonanos que puedan adoptar la conformacién de caja de huevo que si adoptan
- | 3 .« 7
los referidos por la presente invencion.
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Asi, a partir de las ensefianzas del arte previo se conocen, entre otras, las siguientes
situaciones:

|

La metilesterificacion de pectina impide la unidn de calcio y por tanto la posterior
|

formacion de la configuracién de caja de huevo (Liners et al. Plant Physiol. (1992)

99, 1099-1104). Dicho aspecto desvirtia la objecion de novedad basada en las
i referencias D1, D2 y D4.

Los buffer de fosfatos se consideran inadecuados para la preparacion de

oligogalacturonanos que exhiban una conformacion de caja de huevo, debido

fundamentalmente a que los mismos generan la precipitacién del Ca** en forma de
|

fosfato de calcio, razén por la cual se genera una deficiencia en la concentracidn
|

de iones Ca®*, y por tanto impide la formacién de los dimeros de caja de huevo,

pues en ausencia de Ca**, se ha demostrado que los anticuerpos 2F4 no detectan

conformaciones caja de huevo. De tal manera, un medio sin Ca®* tal como el que

se emplea en D1 no es el apropiado para obtener oligogalacturonanos como los

reivindicados en la presente invencidn (Liners et al. Plant Physiol. (1989) 91, 1419-
|

1424). Dicho aspecto desvirtia la objecion de novedad basada en la totalidad de
las referencias citadas.

En el arte previo es bien conocido que las poligalacturonasas no hidrolizan pectinas
metilesterificadas, pero si tienen la capacidad de hidrolizar enlaces glicosidicos
presentes entre residuos acidicos en cadenas pectinicas. Asi, con un porcentaje de
metilesterificacion del 30% no se cuenta con unidades suficientes para la
. formacién de la configuracion caja de huevo (Luh and Phaff (1953) Arch. Biochem.

Biophys. 48 (1) 23-37) (Liners et al (1992) Fig 1, p. 1101). Dicho aspecto desvirt(ia

la objecion de novedad basada en la totalidad de las referencias citadas.

|

La digestion de pectina para la obtencién de oligogalacturonanos con un grado de
polimerizacion mayor a 8 requiere de una presencia extremadamente baja de
pectinasa, mientras que la digestion de quitosano para obtener quito-
* oligosacaridos requiere concentraciones muy altas de tal pectinasa debido a que el

quitosano no se corresponde con un sustrato natural de la enzima. Por tanto,
i mediante la co-digestion de pectina y quitosano por medio de pectinasa, tal como
| se establece en D1 a D4, es imposible la obtencién simultdnea de fragmentos de
|

| quitosano y pectina con una dimensién adecuada para la obtencién de los



\
l
l

i

TEL: (571) 744 22 00
FAX: (571) 742 22 00
www.bc.com.co

BRIGARD& caerane o,
. CASTRO

\ PROPIEDAD INTELECTUAL

\ oligogalacturonanos reivindicados en la presente invencion, puesto que la
\ concentracion de pectinasa en las referencias citadas es extremadamente alta y
generaria la reduccion de la pectina @ mondémeros y oligémeros con un grado de
i polimerizacién considerablemente bajo (Luh and Phaff (1953) Arch. Biochem.
. Blophys. 48 (1) 23-37). Dicho aspecto desvirtia la objecidn de novedad basada en
\ la totalidad de las referencias citadas, contrastdndose lo anterior con las

ensefianzas de la presente invencién, en donde los quitooligosacaridos y los acidos
|

| oligogalacturonicos, con grado de polimerizacién especifico, son preparados de

manera individual, para ser posteriormente mezclados, dando paso a la formacién

|
|
11 de complejo reivindicado.
|

Asi Ia\'s cosas, bajo las condiciones expuestas por la referencia D1, particularmente las
estabi,ecidas en la segunda etapa, los fragmentos de pectina recubiertos con
polietililenimina generados por la digestién enzimatica de los granulos de pectina, no tienen
la caﬁacidad de adoptar la conformacion de caja de huevo dimérica. Adicionalmente,
tenienFlo en cuenta la necesidad de la presencia de Ca®*, que en el caso de D1 se precipita
debido al buffer fosfato, el solicitante ha establecido clara e inequivocamente que la
conforlmacic')n de caja de huevo dimérica se lleva a cabo con un rango dptimo de relacién

. . s
de iones divalentes:monovalentes, siendo éste Ultimo un aspecto no contemplado para los
fines d‘e\: la invencién de D1.

\
|

Como evidencia adicional, nos permitimos remitir los resultados de un ensayo aprobado
por el iournal Internacional de Farmacia y Ciencias Farmacéuticas (I1JPPS, Vol 3, Suppl 5,
2001) llrealizado por el solicitante, en donde se demuestra puntualmente que bajo las
condici@nes de digestion haciendo uso de pectinasa contempladas en la referencia D1, los
grénuloé‘ de pectina recubiertos con polietilenimina y quitosan no son aptos para la
produccilén de oligopectatos con un grado de polimerizacion mayor a 2, y por tanto no
pueden bar paso a la formacién de una configuracion de caja de huevo. Lo anterior se
suma a i\a confirmacion mediante un ensayo por HPLC, en donde dicha técnica analitica
demuestfa que no es posible encontrar oligogalacturonido alguno en la fraccién soluble de
los granulos de pectina y Ca** tanto amidados como no amidados, tras un tiempo de
incubaciél\n de aproximadamente 5 horas en diferentes medios estimulados, en donde es
de gran ibportancia resaltar la presencia de picos que se caracterizan por presentarse en
tiempos \lque no se corresponden con los tiempos de retencion estdndar de los
oligogalacturonidos. El mismo ensayo se presta como confirmacion de la presencia de
acidos mémogalacturonico y digalacturonico, en presencia de pectinasa, y que dichos

|

|

|

I
|
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compueftos de bajo grado de polimerizacion no se encuentran en capacidad de formar la
configuracion de caja de huevo, en concordancia con los ensayos por ELISA evidenciados
en la Fi@ura 7 de dicho estudio. Finalmente, queremos incluir la informacion ilustrada por
la ﬁgura} 8, la cual evidencia que el uso de polietilénimina genera una fuerte inhibicion de
la formacién de la conformacién de caja de huevo del acido oligogalacturonico inducida
por Caldio.

De man]era similar, bajo las condiciones contempladas en las referencias D2 y D3, es decir,
la co-dfgestién de pectina y quitosano mediante una pectinasa, no se da paso a la
obtencion de fragmentos de oligogalacturonidos con el tamafio adecuado para formar
dimeros de caja de huevo que sé estabilicen por quitooligosacaridos. Por tanto, como fue
expueséo previamente, el empleo de buffer fosfato impide la formacién de los dimeros en
la conformacion reivindicada, dando paso a la obtencion de oligdmeros de pectina con
grados de polimerizacion inferiores a 3, y por tanto la materia revelada por dichas
referencias no se considera como materia que afecte la novedad de la presente invencién.

|

Finalmente, en el caso de D4, el sefior Examinador puede notar que la pectina usada
present_le caracteristicas estructurales muy similares a la contenida en D3, 28% de
metilacion y 20% de amidacion vs. 23% metilacién y 24% de amidacion, y se ensefia el
empleo{ de una pectina y una digestion con las mismas caracteristicas que en D3. Por
tanto, se obtienen los resultados referidos para el caso de la referencia D3.

l

En conJclusién no consideramos que las ensefianzas dadas por ninguno de los documentos
D1-D4_‘contengan de forma alguna la totalidad de las caracteristicas de la presente
invencion y por tanto nos permitimos concluir que la composicién aqui reivindicada es
noved(?sa a la luz de las referencias citadas, siendo imposible la obtencién de dicha
invencién mediante la aplicacion de las ensefianzas de tales referencias.

|

Nivel anentivo

Consid[eramos que ninguna de las referepcias citadas en el Oficio Técnico describen, ni
sugier§n, composiciones que comprendan fragmentos de oligogalacturonanos que
preserl;ten un grado de polimerizacion entre 9 y 20, caracterizandose por tener una
conformacién de caja de huevo dimérica que se encuentra estabilizada por sacaridos
policationicos.

|

10
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Particularmente, pudimos identificar que ninguna de las referencias citadas especifica el
tiﬁp de quitooligosacaridos que han de ser usados en conjunto con los
oligogalacturonanos, y por tanto, las mismas tampoco pueden concebir dentro de sus
en%eﬁanzas que las condiciones de digestién que son requeridas para la obtencién de

fragmentos de quitooligosacaridos con un grado de polimerizacién mayor a 5 y Ia

1

20, son mutuamente exclusivos.
!
|

obtencién de fragmentos de oligogalacturonanos con un grado de polimerizacién entre 9 y

Ahotrla bien, queremos referirnos a la aseveracion del sefior Examinador, mediante la cual
asegura que la combinacién de oligogalacturonanos y quitosano no parece conceder un
efecto técnico inesperado. Al respecto, nos permitimos desmentir dicha afirmacion, al
aclar%r que los efectos obtenidos con la composicion aqui reivindicada son inesperados, al
considerar que los efectos de los componentes individuales, es decir, quitooligosacarido y
écido‘iloligogalacturonicos como entidades individuales, pues la presente composicion actlia
por un mecanismo de accién completamente diferente al de los componentes por

|

separado, de manera tal, que la presente invencién presenta resultados que no son obvios
l .

a la luz del estado del arte.

|
|

De est%:l manera, el solicitante ha demostrado que los efectos de la composicién objeto de
la presente solicitud difieren completamente de los resultados obtenidos con cada uno de
los cor%]ponentes por separado. Con el animo de demostrar lo anterior, nos queremos
referir @ un estudio realizado sobre el eflujo K*, el cual corresponde a uno de los eventos
clase er‘? la via de transduccién que lleva a mitiples mecanismos de defensa, aplicado a
células 'de Arabidopsis, en donde se demostré eflujo de potasio desde células de
Arabidopsis en suspension tratadas con quitooligomeros, oligalacturonidos o la mezcla de
éstos, yl*\ mas exactamente queremos recalcar que la Figura 10 de la descripcién se
corresponde con una evidencia del efecto mejorado de control del eflujo de potasio de la
mezcla dé quitooligomeros y acidos oligogalacturonicos, lo cual no se constituye como una

simple adicion de los efectos de quitooligosacaridos y de oligogalacturonidos.

—eo- Quitooligo
—3— OligoGat
~a— Quitooligo + OjigoGal

0,0 @ v 4

1] 50 100 150 200 250
\\ Tiempo (min.)
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aspecto que se constituye como una de las respuestas mas tempranas de las células
vegetales frente a los elicitores. Al respecto la figura 12 de la presente solicitud evidencia
que la mezcla de quitooligomeros y acidos oligogalacturonicos induce una alta
aIcaIiHizacién del medio en comparacion con los componentes individuales, y por tanto se
encue"lntra un efecto superior al del generado por la simple suma de componentes.

|

\ 1,6 4
|
: 1,2 "1
|
' :ﬂ:. [1] '8 P
| <
.[ 0,4 4
o L] ¥ ¥ ¥
| Referencia Quitooligo Quitaoligo + § OligoGat
| OligoGal

| SN’

En tercer lugar, queremos incluir el analisis realizado sobre la actividad de fenilalanina
amoniaco liasa (PAL) en plantas de Arabidopsis, la cual se encuentra implicada en la
defensa: contra el estrés bidtico producido por patégenos al ser la primera enzima de la via
de seﬁ?Iizacién fenilpropanoide. En este sentido las plantas tratadas Gnicamente con
oligalac"guronidos, Unicamente con quitooligomeros y con la composicién de la presente
invencidn, evidenciaron comportamientos claramente definidos, en donde, se observé una
estimulacion con caracteristicas sinérgicas al aplicarse la mezcla reivindicada por la
presente invencion. Al respecto, la figura 9 representa la produccion de actividad de PAL
en plantas de Arabidospsis tratadas con oligogalacturdnidos, quitooligbmeros o su
combinaEién, en donde una prueba ANOVA indica diferencias estadisticamente

o N
significativas (P<0,05) para las plantas tratadas con quitooligémeros o mezcla.

|

\
| 0,35
l

=3
N

0,15 1

Actividad de PAL
e

0,05 4

l Referencia  Ogal 0,085 mgh. Quito 0,15 mg/l.  Mezdla 0,45
mgll.
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Finalmente, nos permitimos referir al sefior Examinador a la Tabla 3 de la respectiva descripcién en
donde és posible evidenciar que al comparar los genes cuya expresion se encuentra alterada por la
composipién de la presente invencion o los componentes individuales, se concluye que el
compon‘glmiento de la composicion reivindicada sobre la expresidon genética no se constituyen como
la adiciéh del efecto individual de los componentes en cuestién. En efecto, al centrarse el interés
sobre el\l gen At3g44870,' un gen altamente conocido por codificar una proteina de defensa
metiltranéferasa, el solicitante demostrd que el nivel de expresion de dicho gen disminuye
signiﬁcati{/amente por accidén de la composicion de la presente invencién, mientras que en
contraste,l\ uno de los componentes individuales, el quitooligosacarido, genera un incremento

significativo de la expresion del gen en mencion, mientras que los oligogalacturonanos no generan
}

alteracion alguna.
}

1
l
1

’ | e . o7 - . 7 .
Asi, en conclusion la composicion de la presente invencién presenta un comportamiento sobre el

-« \ . - . Fd
mecanismo de defensa de las plantas que no se encuentra explicado por la simple combinacion de
|
los efectos de los componentes individuales, es decir, muestra un comportamiento inesperado, que
|
respalda su nivel inventivo.
|

|
{
|

Como elemehto adicional, quéremos incluir datos obtenidos por el inventor en Agosto de 2008
sobre el efecﬁp sinérgico de la composicion de la presente invencién sobre la proteccién de vifiedos
contra el moh‘o (Plasmopara vitticola). Al respecto, aclaramos que los experimentos fueron llevados
a cabo medlante la aspersion de plantas localizadas en en invernaderos, Ilevandose a cabo la

medicion de Ia apancuon y el tamafio de puntos sobre las hojas en desarrollo.
l
|
1
|

| Proteccion (%)
Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3

10 ppm OGA 32.1 17.7 71.7
10 ppm COS 8.7 23.2 81.3
10 ppm COS-0GA | 21.7 76.8 92.5
20 ppm OGA ‘ 0.0 9.8 92.8
20 ppm COS | 18.5 25.3 95.7
20 ppm COS-0GA | 17.4 92.4 99.2

|
i
|

Teniendo en cuent%a el sustento brindado previamente, consideramos que las referencias citadas
fallan en ensenar, )‘T ademas en sugerir, la manera en la que se puede llegar a las ensefianzas de la
presente invencién\{ mas aun considerando que la misma demuestra un comportamiento no
contemplado por I'ps componentes individuales que la componen. Por tanto, la informacion

divulgada en el presente documento ha de considerarse como un respaldo de la novedad y del nivel
- | PRy s - e -«
invento de la composicién aqui reivindicada.

|
|
|
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Eh vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en

Y .. . . . . .7
opinion del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la decisién 486.
|

|

Aténtamente,

L

PABLO CADENA SARMIENTO
T.P. No. 57.492 del C.SJ.

C.Cll. 80.410.337 de Usaquén

Calle 70 A No. 4 - 41
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REIVINDICACIONES
|
|

|
1. Una composicién que comprende uno o mas oligogalacturonano(s) con un grado de
po‘pimerizacién comprendido entre 9 y 20 y que presenta una configuracion dimérica

de'caja de huevo estabilizada ademas por uno o mas oligosacaridos o polisacaridos
de ‘quitosano policatidnicos en presencia de (cat)iones.

|
|
|

|
2. La composicidn de acuerdo a la reivindicacion 1, en donde el costado de unioén a
calcio de la configuracién dimérica de caja de huevo es detectada por el anticuerpo
2F4,
|

|
|
|

3. La composicién de acuerdo a las reivindicaciones 1 o 2, en donde el oligosacarido o
el polisacarido de quitosano presenta un grado de polimerizacién comprendido entre
5y12.

|

|
|
|

|
4. La composicién de acuerdo a las reivindicaciones 1, 2 0 3, en donde el oligosacarido
o el pélisacérido de quitosano presenta un grado de acetilacion comprendido entre
0% y 50%.
1

|
|
1

5. La composicion de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la cual
es una solucién acuosa.

1

|
|

6. La composicién de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que
comprende ademas uno o mas elementos seleccionados del grupo constituido por
otros sacaridos, reguladores o factores de crecimiento, minerales, iones, nutrientes,

el l . . . » - . . -
aditivos gllmentlcms, saborizantes, colorantes, vitaminas, fitonutrientes, KH,PO, o
una molécula bioactiva.

1

|
|
|

|
7. La composicién de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la cual

es un proéljucto seleccionado del grupo que comprende un producto fitosanitario, un
elicitor, un fertilizante, un adyuvante de estos productos, un reemplazo de
fitohormon‘g, un mejorador de fitohormona o un modulador de fitohormona.

i
|
|
{

8. La composicion de acuerdo a la reivindicacion 7, en donde el producto fitosanitario
1
es un fungicida.

|

|
|

|

|

9. Un biomaterial que comprende la composicién de acuerdo a cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

|

|
|

|
1

|
|
|
|

10. Un textil que comprende la composicion de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 8.
|
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ABSTRACT !
}

Pectin fragments have powerful anti-metastatic properties but the molecular structure of the active component(s) is still unknown. Pectin hydrogels
are used to en‘lcapsu]ate drugs for oral drug delivery. This polysaccharide is not digested in the upper intestinal tract but its degradation in the colon
releases oligomers with potential bioactivity. Here we tested the release of pectin fragments in standard simulated digestion media. Calcium-pectin
beads, some of them further reticulated by polyethyleneimine and/or chitosan were incubated in simulated gastric, intestinal or colonic media in
presence or absence of pancreatin or pectinases. Pectin oligomers were released only in simulated colonic media (fe. in presence of pectinase) but
the fragments Mere not longer than dimers which is much shorter than previously reported for pectin incubated with human faeces. The in vitro
study of pectin digestion will therefore need simulated digestion media with much lower pectolytic enzyme concentrations.

|
Keywords: Encapsulation, Pectin, Hydrogel, Digestion

|

1
INTRODUCTION

|

Polysaccharide hydrogels are used in oral drug delivery devices fora
more effective rélease of active agents in the colon . Colonic delivery
overcomes hurdles such as poor drug stability in the small intestine
or poor transport across biological membranes in the upper
gastrointestinal tlract. Direct drug delivery to the colon is also more
effective in the case of diseases such as ulcerative colitis, colorectal
cancer and Crohn's disease. The active agents, such as proteins,
antibiotics, nucleotides, etc, are encapsulated in high cross linked
polymeric beads élllowing their direct administration to the colon. It
also benefits from; lower protease activity and longer residence time
delivery in the colon, something useful in the treatment of nocturnal
asthma, angina anq arthritis 23,

Several polysaccha’rides among which pectin, chitosan, alginates and
carrageenans are degraded by colonic bacterial enzymes only and

are therefore used as carriers for targeting drugs to the colon.
|

Pectin is a complex polysaccharide whose main constituent is a
linear polymer ¢F](1 -4)-D-galacturonic acid whose carboxylic
groups are naturally more or less methylesterified ¢ Acidic pectin is
a polyanion at pH above 5 and can be easily cross linked by calcium
cations in mild conditions, ideal to entrap different bioactives. Pectin
molecules form so-¢alled calcium “egg boxes” when at least nine
non-esterified galact‘pronic acid residues are present in sequence. A
monoclonal  antibody (2F4) that specifically binds this
supramolecular conformation has been described 5. De-esterified
pectin can be chemic‘fa]ly converted to carboxamide to yield neutral
amidated pectin. Amidation of pectin promotes association of amide
groups along the chain through hydrogen bonding.
}

Since pectin is not digested by gastric or intestinal enzymes 6, but
easily degraded by pectinases produced by the colonic microflora,
calcium pectinates have been used in different formulations for
colon drug delivery 7. A subsequent coating with polycations, such as
polyethyleneimine (PEl) or chitosan, has been used to stabilize
calcium pectinate bead$: coating pectin beads with PEI for example

considerably improves their stability in simulated intestinal medium
8, |

!

In human and mammalian cells, pectin fragments have relevant
bioactivities. Intravenous injection of murine melanoma cells with
citrus pectin (CP) resulted in a significant increase in the appearance
of tumor colonies in the lung, while injection of shorter modified
citrus pectin (MCP) obtained by -elimination at alkaline pH
significantly decreased experimental metastasis by more than 90% °.
MCP is a reduced mélecu]ar weight and  debranched pectin
consisting of a homogalacturonan backbone with little
methylesterification 10, Ii(l another study 11, MCP given orally to

athymic mice inhibited tumor growth, angiogenesis and metastasis
in vivo. MCP appears to be capable of targeting multiple critical rate-
limiting steps in cancer metastasis and the main established
mechanism of action for MCP is by antagonizing a [Jgalactoside
binding protein galectin-3 2. Pectin and pectin oligosaccharides also
induced apoptosis in a human colonic adenocarcinoma cell line as
demonstrated by caspase-3 activity and DNA laddering 13, Heat
treatment instead of alkaline treatment of citrus pectin also
generates pectin fragments that lead to the induction of significant
levels of apoptosis in prostate cancer cells 14,

Pectin fragments have also prebiotic properties 15, and were found to
possess anti-adhesive properties for pathogenic microorganism cells
1617, However, the structural requirements of pectin fragments for alf
these bioactivities are not yet well defined.

In plant cells, the biological activities of the pectin fragments are well
know 1 as well as their size dependency: fragments with a degree of
polymerization higher than 8 are able to associate intermolecularly
through Ca? bridges to form so-called “egg boxes”, a conformation that
determines their bioactivity 1920, WAK1, a membrane receptor that
binds this conformation of pectin has been described 21, ’

Here we were interested to see whether and where pectin fragments
could be released during incubation of different calcium pectinate
beads reticulated or not by polycations in standard simulated
gastric, intestinal or colonic media. It had already been shown
during in vitro incubation of pectin with human faeces flora that
oligogalacturonides of DPs between one and seven were produced
and finally fermented into short chain fatty acids 2. Here, we could
show that in standard simulated colonic media containing
recommended concentrations - of pectinolytic enzymes only
oligogalacturonides with a degree of polymerization (DP) lower than
three were released. No oligogalacturonides long enough to

associate intermolecularly through Ca?* bridges could be detected at
any time.

MATERIALS AND METHODS

Non-amidated Pectin with degree of methylesterification of 30%,
polyethyleneimine (PEI, Supelco) and chitosan were purchased from
Sigma-Aldrich; 20% amidated pectin and 22-28% methylesterified
0G175C Unipectin were obtained from Degussa. Pancreatin was
supplied by Sigma.

Preparation of Pectin Beads and reticulation with chitosan
and/or Polyethyleneimine

Different pectin-containing beads were tested. The pectin beads
were prepared by described procedures 7.8, An aqueous solution of
6% (w/v) pectin (non-amidated with degree of methylesterification



Cutsem et al.
|

!
of 30% or 20% amidated and 22-28% methylesterified 0G175C
Unipectin) was introduced dropwise by a peristaltic pump
(Pl?armacia LKB P-1, Sweden} through a plastic tubing (0.8 mm
inner diameter) into a calcium chloride solution (CaClz 6%, w/v)
to form gel particles. The particles were kept in the Ca?* solution
for'20 min. The beads were then rinsed repeatedly with distilled
water until neutrality and dried at 37°C. For reticulation in PEI the
undried pectin beads recovered by filtration from the CaCl:
soldtion were introduced in a PEI (0.8% w/v) solution for 20 min
with magnetic stirring, The reticulated beads were recovered by

filtration and part of them was treated for a second time with fresh
PEI $olutions.

|
The preparation of chitosan-reticulated pectin beads was based on
published protocols 232425, Undried pectin beads were recovered

by filtration from CaClz or PEI solutions and introduced in a

chito§an solution (1% w/v) for 20 min. Trimethylchitosan was

also tested instead of chitosan. These reticulated beads were also
rinsed repeatedly with distilled water until neutral pH and dried at

37°C!
1
The schematic representation of the procedures for producing non-

amidated (D1 to D4) and amidated (D11 and D12) pectin-Ca?* beads

reticulated with PEI and/or chitosan is presented in Figure 1A and
1B, respectively.

|

A, Pectin DM 30 (SIGMA) 6%

Int ] Pharm Pharm Sci, Vol 3, Suppl 5, 292-299

B Pectin DM 22-28%, DA 20%

¥

CaCl, 6%

\

Beads
PE! 0.8%

Chitosjn 1% Chitosan 1%

D11 D12

Fig. 1: Preparation of non-amidated pectin (Sigma) (A) or
amidated pectin (0G175C Unipectin) beads (B) reticulated with
PEI (0.8%) and/or chitosan (1%)

Incubation of beads in simulated gastrointestinal media

In one set of experiments, beads were placed directly in each

individual simulated medium. The above-described beads (D1 - D4,
D11, D12) were incubated either in phosphate buffer (PBS 0.01 M,
\ * pH 7.4) or in media simulating digestive juices: gastric medium USP
! o XXIV 26 (KCl 0.2M adjusted at pH 1.4 with HCl) and intestinal
| CaC12 6% medium USP XXIV (SIM: phosphate buffer 50 mM and 1% pancreatin
| at pH 6.8) as described 8. After incubation, the solutions were tested
| * by HPLC-PAD and ELISA for the presence of oligogalacturonides and
| egg boxes (Figure 2A).
| Beads % (Fleure 20) .
| / In another set of experiments, the particles were first incubated in
\ SIM for 5h, then placed in synthetic colonic medium (HEPES 10 mM
PEI 0.8% and NaCl 140 mM, pH 6) to test for OGA and egg boxes released after
\ increasing times of incubation with or without pectinase (Pectinex
Ultra SPL, Sigma) as described 8 These authors use a pectinolytic
enzymes concentration of 5200 PG/mL in SIM. Since such an
extremely high pectinolytic enzyme concentration completely
degrades pure pectin into monomers in a very short time, we used a
six times lower Pectinex enzyme concentration (ie. 870 PG/mL) to
increase chances of producing oligosaccharides (Figure 2B).

Chitosan 1%

|
PEI0.8% Chitosan 1%
!
' D2 D3 D4
|

A

\1 PBS pH 7.4
i Beadsé(}astric medium pH 1.4
1 ,

: SIM pH 6.8 with 1% pancreatin
\
|

HPAEC-PAD analysis
2F4 ELISA test

B

|
l : : + Pectinex

Colonic .
1 -
| Beads—wSIM pH 6.8 with—» medium HPAEC-PAD analysis
1 1% pancreatin pH 6.0 - Pectinex 2F4 ELISA test
|

Fig. 2: Pr:otocol used for testing the presence of oligogalacturonides and egg boxes released from pectin beads D1, D2, D3, D4, D11 and
D12 incubated in phosphate buffer or simulated gastric or intestinal media (A) or in simulated intestinal media with or without
l\ pectinolytic enzymes (B).

| - - . -
Chromatoqaphncanalysns of oligogalacturonides autosampler, a Carbopac PA100 column and ICS-3000 Pulsed

Each samplé was filtered (0.45 pm) and then analyzed by High
Performance;Anion Exchange Chromatography (HPAEC-PAD) for the
determination of the degree of polymerization of the
oligosaccharides following a procedure adapted from existing
protocols 27. \HPAEC was performed on a Dionex GP50 gradient
pump (Dione, California, USA) equipped with a LC Packings Famos

|

|

1

|

Amperometric Detector (PAD) from Dionex (California, USA).

The mobile phases were all degassed with helium to prevent carbon
dioxide -solubilization and carbonate formation. Chromoleon
software (Dionex, California, USA) was used for controlling
chromatographs and data acquisition and processing. The analysis
was carried out at 1mL/min with a linear gradient of 200 mM to 500

293



Cutsem et al.

mM sodium acetate in 100 mM sodium hydroxide (0-50 min) and
500 mM to 800 mM sodium acetate in 100 mM sodium hydroxide
(50-65 min).\ The column was reconditioned by washing with 800

Int ] Pharm Pharm Sci, Vol 3, Suppl 5, 292-299

re-equilibrated with the starting buffer solution. The HPAE column
was calibrated using standard oligogalacturonides. A typical

mM sodium zTcetate containing 100 mM sodium hydroxide and then

\
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Fig. 3: HPAEC-PAD profile of oligogalacturonides (0GA) of degrees of polymerization between 1 and 15 (A) and pancreatin-containing SIM
(B) separated on Carbopac PA100. The labels above the peaks on graph A indicate the degree of polymerization of the OGA eluted in each
pe\ak. Unidentified contaminants from the pancreatin preparation produced peaks of low retention times.

\

Immunological detection of pectin egg boxes

Pectic fragments with a DP>8 dimerize in presence of calcium ions
and can be detected by immunoprecipitation-GaMlg ELISA tests
carried out as' described 2. Briefly, samples were
immunoprecipitated with the 2F4 antibody that specifically binds
pectin chain dimerized through calcium ions under the egg box
conformation. After centrifugation, the free unreacted antibodies in
the supernatant were assayed in a sandwich ELISA test using goat
anti-mouse immunoglobulin (GaMlg) as capture antibody and

horseradish peroxidase-labeled sheep anti-mouse immunoglobulin
as detection antibod)T.

!
i

|

RESULTS

Analysis of the soluble fraction released from simulated gastric
and intestinal media

The non-amidated pectin-Ca?* beads (D1 to D4, Figure 1A) and the
amidated pectin beads (D11 and D12, Figure 1B) were first
incubated in PBS buffer at pH 7.4, in simulated gastric medium at pH
1.4 (Figure 4) or in simulated intestinal medium in presence of 1%
pancreatin at pH 6.8 (Figure 5) for increasing times, before testing

the presence of oligogalacturonides in solution. No pectin oligomers
could be detected in any case.

294

example of oligogalacturonides separation is presented on Figure
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Fig. 4 HPAEC-PAD profiles of the soluble fraction of amidated pectin beads D12 incubated in PBS buffer at pH 7.4 (A) or non-amidated
pectm beads D3 and D4 (B) and amidated pectin beads D12 (C) incubated in simulated gastric medium at pH 1.4 for different times (1-
|

5h). No pectin oligomer could be detected in the incubation buffer of any of the beads even after 5 h treatment.

the pancreatm preparation (Figure 3B).

|
|
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|
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In simulated intestinal medium in presence of 1% pancreatin at pH 6.8, small peaks were detected in the incubation medium of non-amidated D3
and D4 and amidated D12 beads at retention times lower than the ones of oligogalacturonides of DP 9-20 (Figure 5). These peaks originated from
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Fig. 5: HPAEC- PAD profiles of the soluble fraction of non-amidated (A) and amidated (B) pectin-Ca beads incubated in SIM with pancreatin
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for different times. No high DP 0GA was detected even after 5 h treatment.
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Analysis of the soluble fraction released by sequential
incubation in simulated intestinal and colonic media
i

After five hours in SIM-pancreatin, the amidated and non-amidated
, pectin-Ca?* beads were transferred to colonic medium without
. pectinolytic enzymes. No oligogalacturonide could be detected in the

equilibrium solution even after 5 hours incubation (data not shown).
| When beads treated for five hours in SIM-pancreatin were
i

A

Detector Response

Cutsem et al.
i
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transferred to colonic medium with Pectinex Ultra SPL, only peaks
with retention times lower than DP3 could be observed (Figure 6).
This is not surprising since even the six times reduced enzyme
activity we used in this experiment (ie. 870 PG/mL instead of 5200
PG/mL as recommended for SIM) was still about one thousand times

more concentrated than the one used to obtain pectin fragments of
DP9-20 in controlled conditions 2.
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Fig, 6; HPAEC-PAD profiles of the soluble fraction of (A) non-amidated pectin-Ca beads (D3 and D4) and (B) amidated pectin-Ca beads
(D12) i\ncubated in simulated colonic medium solution with pectinase. No pectin oligomer of DP 9 to 20 could be detected whatever the

pectin molecules as well as a reduction in the degree of
polymerization of non-substituted oligogalacturonides prevent
> - . calcium-induced egg box formation, as recognized by the 2F4
are recognized by the conformation-specific antibody (Figure 7).
monoclonal antibody 2F4. Methylesterification and amidation of
i
\
|
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|
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Fig. 7: Quantification by 2F4 MoAbs of Ca?* induced egg box dimers.
}
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I
l

Polygalacturonic acid (PGA), Non-amidated Pectin with degree of
methylation of 30% (Pectin DM30), 20% amidated and 22-28%
methylesterified pectin (Pectin DM22-28, DA20),
oligogalacturonides with degree of polymerization lower than 7
(OGA DP<7) and higher than 8 (OGA DP>8) were tested in a

sandwich ELISA test. The mean values of three replicates are
presented.

The éffect of polyethyleneimine on OGA egg box stability was also

studied: since PEl is a polycation, we hypothesized that it could
|

|
|
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easily destroy the egg boxes by binding to the negative charges of
pectin. OGAs with DP > 8 were titrated by increasing PEI
concentration and the egg boxes detected by an ELISA test with the
2F4 antibody (Figure 8). At PEIl concentrations about ten times
lower than OGAs, the egg boxes completely disappeared: the
addition of polycations such as PEI to pectin beads completely
destroyed the egg box conformation. Even if 0GAs of the right size
were produced in the digestion media, the presence of such
polycations would hinder their direct association through calcium
ions and strongly modify their physico-chemical properties.
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The 2F4 MoAbs were incubated with high DP OGA (4.0 mgL1) in
presence of increasing concentrations of PEI. Egg box concentrations
were measured by an immunoprecipitation - GaMIg ELISA test. The
concentrations of egg boxes are represented as percentages of the
concentrations measured in control solutions without added PEL No

OGA egg l‘box could be detected by the 2F4 MoAb at PEI
concenaaQons nearly ten times lower than OGA concentration.

DISCUSSION
Drug encapsulation in pectin

Oral drug administration is most convenient for patients but
localized delivery in the colon for treatment of diseases like
ulcerative cQIiﬁs, Crohn’s disease or carcinomas needs protection of
the drugs from the hostile environment of the upper gastro-
intestinal tract. Polysaccharides are used to encapsulate drugs
because they are largely resistant to gastrointestinal environment
and enzymes. Once in the colon, polysaccharides are degraded by the
local microfiora and drugs are released. Pectin is commonly used to
encapsulate drugs for colon delivery but the polymer must be made
less water soluble to avoid premature release of the drug.
Polycations such as chitosan, a -1,4- polymer of glucosamine, or
polyethyleneimine have been used for that purpose 23, The stability
of such formulations is routinely tested in simulated digestion
media. Simulated colonic media contain large amounts of pectolytic
enzymes to mimic the action of colonic microflora.

Since modified citrus pectin is known to have powerful anticancer
properties and consists mostly in linear homogalacturonan of DP 8
up to >30 19, we wondered what type of pectic fragments such
simulated digestion media would release. Experiments were
therefore carried out on beads of pectin, crosslinked with calcium
and/or reticulated with chitosan or trimethylchitosan and/or
polyethyleneimine to check whether and which oligogalacturonides
would be produced upon beads incubation in simulated gastro-

i

!

|

|

Fig. 8: Effect of PEI on egg box dimer formation by high DP oligogalacturonides

intestinal media. Both HPLC-PAD and ELISA tests with the 2F4
antibody that recognizes homogalacturonan of DP>8 were used to
detect oligogalacturonides and their capacity to adopt the
supramolecular conformation induced by calcium ions.

HPLC and ELISA analysis of fragments

The HPLC-PAD analysis showed that no oligogalacturonide could be
found in the soluble fraction of any amidated and non-amidated
pectin-Ca?* beads, whether cross-linked or not with PEI and/or
chitosans, assayed after up to five hours incubation in gastric and
intestinal simulated media (Fig. 4). Pectin beads coated with
trimethylchitosan behaved similarly to chitosans-treated beads in all
respects {data not shown). In the soluble fraction of SIM incubation
media that contained pancreatin, some peaks with low retention
times were detected (Fig. 5). These peaks did not correspond to the
retention times of standard oligogalacturonides, and they were also
detected in the pancreatin enzyme preparation before incubation
with the beads: these peaks correspond to contaminants in the
pancreatin preparations. Beads incubated first in SIM-pancreatin
and then in colonic medium with pectinase released
monogalacturonic and digalacturonic acids in the incubation
solution. These oligogalacturonides of lower degrees of
polymerization were not able to form any egg-boxes-as confirmed by
ELISA tests (data mnot shown). Additionally, even small
concentrations of polyethyleneimine were shown to strongly inhibit
calcium-induced OGA egg box formation (Figure 8). Chitosan had a
similar effect on OGA egg boxes (not shown).

None of the experimental procedures describing incubation and/or
digestion of pectin, pectin-chitosan or pectin-PEl beads in various
buffers and simulated digestion media could produce
oligogalacturonides of DP 2 3. In particular, longer fragments
susceptible to adopt the egg box conformation known to have
biological activity in other biological systems were not produced
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while a study on pectin metabolism in the gastrointestinal tract
report the transitory production of oligopectates of DP up to seven
by in vitro fermentation of pectin with human faecal flora 22
Incubation of pectin with Bacteroides thetaiotaomicron obtained
from human faecal flora led to the transient production of a
spectrum of pectin oligomers of DP up to seven that peaked four to
six hours after the start of the incubation and the study suggests that
in vivo “some of the bioactive molecules formed from ingested pectin
may be absorbed in the colon.” 29

Composition of digestion media
}

Several factors might explain this discrepancy between the very
small size of oliogogalacturonides produced in simulated digestion
media and|the size of oligomers obtained upon incubation with
faecal matenal or bacteria. Above all, the production by enzymatic
digestion of pectin oligomers of larger DPs requires very low
Pectinex Ultra SPL enzyme concentration (typicaily a 1:3000 dilution
of a solution at 30925 PG ml1) 18, However, even with very dilute
enzyme preparations, the hydrolysis of pectin must be rapidly
stopped by bmlmg to avoid complete degradation into very short
oligomers and monomers. Concentrated Pectinex Ultra SPL solutions
routinely used in simulated intestinal media therefore immediately
chop up any nascent pectin fragment into very small DP oligomers.
This could haVe an impact on the kinetics of drug release estimated
by in vitro dlgelstnon of pectin beads.

Experiments with amidated and methylesterified pectin are not
expected to ' give many long oligogalacturonides because
polyga]acturonases of fungal origin as is the case with the Pectinex
Ultra SPL preparation hydrolyze glycosidic bonds randomly between
acidic residues in pectin chains. With 30% methylesterification most
acidic stretches'of pectin will probably be a few units long. If longer
fragments were present, methylesterification and amidation of
pectin would hmder calcium binding and subsequent egg box
formation as is shown in Figure 7.

Concerning the ELISA detection with the 2F4 antibody, even if pectin
fragments of the right size and composition were produced, the
buffers commonly used to simulate digestion are not suited to pectin
egg box formatian. Ca?*-containing Tris buffers must be used to
induce and detect egg boxes in ELISA tests with the 2F4 antibody.
Phosphate buffers such as the one in simulated digestion media
induce calcium phosphate precipitation 30 which could prevent
calcium from interacting with oligopectates. EDTA 8 or citrate
buffers chelate calcium and strongly prevent pectin association
through calcium ions (data not shown). The colonic medium that
contains 140 mM NaCl without calcium is also clearly not suited for
pectin egg box formation,

CONCLUSION \t

}

Incubation of pecéin -containing beads in standard simulated
digestion media in presence of recommended amounts of
pectolytic enzymes\re]eased pectin fragments not longer than
dimers. On the basis of these results we consider as highly unlikely
that longer ollgogalacturomdes such as the ones found in MCP
could be released fram pectin-based drug delivery devices tested
in standard SImulated digestion media. Such small oligomers do
not mimic what is found when pectin is incubated with faeces or
faecal bacteria. If the pectin-derived structures with anticancer
activity were shown to be related to oligogalacturonides with a
degree of polymerization higher than two, the composition of
simulated digestion media would need to be adapted in order to
prevent nearly compléte degradation of pectin by the enzymes.
This would allow a more realistic in vitro study of the pectin

degradation process. |

|
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