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DESCRIPCION

Proteina sérica y celular de anclaje y conjugados.
Introducciéon
Campo técnico

El campo de la presente invencién es la extension del tiempo de vida de agentes fisioldgicamente activos en un
huésped.

Antecedentes

Con frecuencia es deseable limitar los efectos bioldgicos de agentes presentes en la corriente sanguinea de mamife-
ros. Por ejemplo, en el caso de exposicion a una toxina/veneno, se puede indicar la mitigacién aguda de los efectos de
la toxina/veneno. Alternativamente, el agente puede ser celular, tal como una célula huésped infectada, autorreactiva,
alorreactiva o xenorreactiva o un organismo infeccioso.

Las terapias sanguineas actuales implican la extraccion del agente de la sangre mediante, por ejemplo, plasmafe-
resis 0 adsorcidn con carb6én activado, inactivacion del agente con, por ejemplo, antibiéticos o enzimas, o la unién
selectiva de la diana, por ejemplo, con anticuerpos. Estas terapias se utilizan normalmente después de exponer el
paciente a los efectos perjudiciales de la toxina/veneno de las células, de manera que ya se ha producido el dafio
sustancial al huésped. En muchas situaciones, existe la necesidad de una administracién a largo plazo de un farmaco,
con el fin de mantener un nivel terapéutico en la corriente sanguinea. La administracién oral o inyeccidén intravenosa
de farmacos puede dar lugar a dosis subterapéuticas para extensos periodos de tiempo, seguida de dosis que superan
el nivel terapéutico e implican serios efectos secundarios. Ademds, existen situaciones en las que se desea mantener
un agente en la corriente sanguinea durante un extenso periodo de tiempo, por ejemplo, cuando se desea obtener una
respuesta inmune importante, cuando el inmundgeno estd presente de forma continua en una forma que proporciona
una estimulacion continua del sistema inmune.

Por lo tanto, existe el interés sustancial en poder proporcionar procedimientos mejorados para proporcionar un
mantenimiento continuo de agentes en la corriente sanguinea, en el que la funcidn del agente puede ser la de limitar la
toxicidad o patogenicidad de los agentes transportados por la sangre, mantener a largo plazo un agente fisiolégicamente
activo, o administrar un agente activo a largo plazo.

Descripcion resumida de la invencion

Se proporcionan reactivos o conjugados bifuncionales que comprenden un ancla y un miembro de unién a la diana,
donde el reactivo se une a través del ancla a un resto de larga vida asociado con la sangre, una proteina celular o
sanguinea mévil, para proporcionar un mantenimiento de larga vida del miembro de unién a la diana en el huésped.
Estos reactivos encuentran amplias aplicaciones en aplicaciones profildcticas y terapéuticas, la produccién de anticuer-
pos, la reduccién de la concentracion bioldgicamente efectiva o la actividad de un componente sanguineo endégeno o
exdgeno, y en otras situaciones en las que la administracion a largo plazo de un compuesto fisiolégicamente activo es
de interés.

Las dianas pueden ser huéspedes derivados o fordneos. Entre las dianas de huésped se incluyen células y compo-
nentes sanguineos presentes en concentraciones no deseables, tales como glébulos blancos autoreactivos, aloreactivos
0 xenoreactivos, es decir, leucocitos, que incluyen macréfagos, células infectadas, plaquetas, células tumorales y ci-
toquinas y hormonas sobreexpresadas. Entre las dianas fordneas se incluyen toxinas, venenos, sustancias de abuso,
microbios infecciosos patogénicos, o similares.

Entre los componentes asociados a la sangre de larga vida se incluyen proteinas del suero de larga vida, eritrocitos,
plaquetas o células endoteliales, en las que el ancla se une de manera no especifica a una o mas proteinas de membrana
superficiales, predominantemente asociadas con la célula concreta, o a una proteina soluble. En el caso de eritrocitos,
plaquetas y proteinas, el conjugado se administra in vivo. En el caso de células endoteliales, el conjugado también se
administra in vivo.

Descripcion de las realizaciones especificas

Se proporcionan procedimientos y composiciones para extender la vida de un miembro de unién a la diana, que es
un agente fisiolégicamente activo, en un huésped mamifero mediante la disposicién de la unién de dicho miembro de
unién a la diana a un componente asociado a la sangre de larga vida, normalmente una proteina. Se utiliza un reactivo
o conjugado que tendrd por lo menos dos restos activos: (1) un ancla para unir el reactivo al componente asociado a la
sangre de larga vida; y (2) un miembro de unién a la diana, que se une mediante el ancla, directa o indirectamente al
componente asociado a la sangre de larga vida. El componente asociado a la sangre de larga vida puede ser celular, por
ejemplo, una célula mévil, tal como un eritrocito o plaqueta, concretamente, células anucleares, o una célula fijada, tal
como una célula endotelial; o proteinas solubles o0 mdviles que estan presentes en la sangre durante extensos periodos
de tiempo y en una concentraciéon minima de por lo menos, aproximadamente, 0,1 pug/ml. Entre las proteinas que
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cumplen con este requisito de concentracion se incluyen albimina de suero, transferrina, ferritina e inmunoglobulinas,
particularmente IgM e IgG. La vida media de la proteina deberia ser por lo menos de, aproximadamente, 12 horas. El
miembro de unién a la diana puede ser un agente fisiolégicamente activo y puede proporcionar una amplia variedad
de funciones. Puede actuar como un inmundgeno para la produccidn de antisuero o anticuerpos monoclonales, donde
se estd interesado en un reactivo de diagndstico o terapéutico, para la produccion de vacunas, o para la proteccion,
profilaxis o terapia contra una diana perjudicial transportada por la sangre, tal como un patégeno, agente nocivo o
factor endégeno. El miembro de unién a la diana puede reaccionar directamente con el agente perjudicial transportado
por la sangre, tiene actividad antiproliferativa, particularmente actividad citot6xica, por s{ mismo o conjuntamente con
un sistema endégeno, tal como con anticuerpos a un patégeno o célula endégena perjudicial, por ejemplo, células T, o
a una toxina, puede tener actividad de unién especifica con un receptor de membrana superficial, para reducir o inhibir
la sefial transducida por dicho receptor.

El miembro de unién a diana se proporciona en una concentracién biolégicamente efectiva, en la que el miembro
de unién a diana puede actuar en la forma enlazada como parte del reactivo o puede actuar independientemente de la
entidad asociada a la sangre de larga vida, como agente soluble después de la liberacién del componente sanguineo de
larga vida. El componente sanguineo de larga vida puede ser parte de la actividad fisioldgica, por ejemplo, cuando la
unidn del eritrocito a la diana puede potenciar el proceso excretor de la diana.

“Concentracion biolégicamente efectiva” del agente fisiolégicamente activo significa la concentracién de agente
que estd biodisponible para la diana durante el transcurso del procedimiento. Una concentracion biol6gicamente efec-
tiva de la diana significara la concentraciéon inmediatamente biodisponible de la diana en el sitio in vivo de su accién.
Para la mayor parte, la diana estard, como minimo, parcialmente dispersada en la corriente sanguinea, puede estar en
solucién o asociada con componentes de la corriente sanguinea. De este modo, la concentracion eficaz de la diana se
puede reducir limitando el volumen de distribucién de la diana para sitios en los que se segrega la diana, limitando la
difusién, la movilidad o la migracién de la diana, etc. De este modo, el miembro de unién a la diana interaccionara
con un componente en la corriente sanguinea, para proporcionar el resultado deseado, donde la interaccién puede ser
directa o indirecta para conseguir el resultado deseado, o puede ser una interaccién especifica o no especifica, don-
de para la mayor parte, una interaccién no especifica proporcionard un resultado especifico con un subgrupo de las
entidades con las que el miembro de unidn a diana interacciona.

Los métodos terapéuticos descritos son aplicables a un amplio rango de dianas, tanto derivados de huésped como
fordneos (que significa exdgenos o no huésped), el cual puede estar presente en la sangre y tiene un efecto fisioldgico
perjudicial, debido a una concentracién efectiva indeseablemente elevada, o como en el caso de células neopldsicas,
estando presente en cualquier cantidad. Entre las dianas de células derivadas de huésped se incluyen, (con indicacién
clinica parenteral): células T o subgrupos, tales como células IFN+, Cd4+, CD8+, LFA1+ (enfermedad autoinmune,
aloreactividad, xenoreactividad e inflamacién), células B subgrupos, tales como células pre-B, Cd5+, IgE+, IgM+.
(linfoma de células B, xenoinjerto, autoinmunidad, anafilaxis), leucocitos, tales como macréfagos y monocitos (in-
flamacion, leucemia mielomonocitica), otros leucocitos, tales como neutréfilos, baséfilos, células NK, eosindfilos o
leucocitos alo- o xenoreactivos, (inflamacién, anafilaxis, rechazo de transplante), células madre, tales como células
CD34+ (policitemia), gldbulos rojos fetales, tales como glébulos rojos Rh+ (profilaxis de inmunizacién anti-Rh des-
pués del embarazo en una madre Rh-), células malignas (tumores; CALLA) o células infectadas, particularmente
retroviricas, por ejemplo, VIH, células huésped infectadas).

Entre las dianas no celulares derivadas de huésped se incluyen HLA soluble, clase I y clase II, y HLA de la
clase I no clasico (E, F y G) para modular la inmunoregulacién, proteinas de superficie de células T o B solubles,
citocinas, interleucinas y factores de crecimiento, tales como IL1, 2, 3, 4, 6, 10, 13, 14 y 15, receptor de IL2 solu-
ble, M-CSF, G-CSF, GM-CSF, factores de crecimiento de plaquetas, intereferones alfa, beta y gamma, TNF, NGFs,
metabolitos del dcido araquiddnico, tales como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxano y prostaciclina para en-
fermedades cardiovasculares, inmunoglobulinas, tales como IgE total para anafilaxia, EgE antialérgeno especifico,
auto- o alo-anticuerpos para la autoinmunidad o alo- o xenoinmunidad, receptores Fc de Ig o factores de unién a
receptores Fc, carbohidratos (gal), anticuerpos naturales implicados en alo- o xenorrechazo, eritropoyetina, factores
de angiogénesis, moléculas de adhesién, MIF, MAF, factores complementarios (mecanismos clasicos y alternativos,
incluyendo factores de regulacion), PAF, iones, tales como calcio, potasio, magnesio, aluminio, hierro, etc. enzimas,
tales como proteasas, quinasas, fosfatasas, ADNasas, ARNasas, lipasas y otras enzimas que afectan al colesterol y
otro metabolismo lipidico, esterasas, deshidrogenasas, oxidasas, hidrolasas, sulfatasas, ciclasas, transferasas, transa-
minasas, atriopeptidasas, carboxilasas y descarboxilasas y sus sustratos o andlogos naturales, superéxido dismutasa,
hormonas, tales como TSH, FSH, LH, tiroxina (T4 y T3), renina, insulina, apolipoproteinas, LDL, VDL, cortisol,
aldosterona, estriol, estradiol, progesterona, testosterona, deshidroepiandrosterona (DEA) y su sulfato (DEA-S), cal-
citonina, hormona paratiroide (PTH), hormona del crecimiento humano (hGH), vasopresina y hormona antidiurética
(ADH), prolactina, ACTH, LHRH, THRH, VIP, catecolaminas (adrenalina, 4cido vanililmandélico, etc.), bradiquinas
y las correspondientes prohormonas, metabolitos, ligandos o células naturales o receptores solubles de los mismos,
cofactores que incluyen el factor atrionatriurético (ANF), vitaminas A, B, C, D, E y K, serotonina, factores de coagula-
cion, por ejemplo, protrombina, trombina, fibrina, fibrinégeno, Factor VII, Factor XI, factor de Willebrand, factores de
plasmindgeno, por ejemplo, plasmina, factores de activaciéon complementarios, LDL y ligandos de las mismas, dcido
urico. En algunos casos, se pueden proporcionar efectos especificos asociados con complementos, teniendo inhibido-
res, tales como DAF, CD59, compuestos que regulan la coagulacidn, tales como hirudina, hirulog, hermentina, TPA u
otros compuestos, tales como factor tisular, dcidos nucleicos para terapia génica, compuestos que son antagonistas de
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enzimas, ligandos que se unen a compuestos, tales como citocinas, hormonas, factores de inflamacién (PAF, factores
de complementacion).

Entre las dianas fordneas se incluyen drogas, especialmente drogas sujetas a un abuso, tales como la heroina y otros
opidceos, PCP, barbituratos, cocaina y derivados de la misma, benzodiazepinas, éxtasis, venenos, toxinas, tales como
metales pesados como el mercurio y el plomo, agentes quimioterapéuticos, paracetamol, digoxina, radicales libres, ar-
sénico, toxinas de bacterias, tales como LPS y otras toxinas gram negativa, toxinas de Estafilococo, Toxina A, toxinas
del Tétano, toxina de la Difeteria y toxinas de la Tos ferina, toxinas marinas y de plantas, venenos de serpiente y otros,
factores de virulencia, tales como aerobactinas, compuestos radioactivos o microbios patogénicos o fragmentos de los
mismos, incluyendo virus infecciosos, tales como las hepatitis A, B, C, E y delta, CMV, HSV (tipos 1, 2 y 6), EBV,
virus varicela zoster (VZV) VIH-1, -2 y otros retrovirus, adenovirus, rotavirus, gripe, rinovirus, parvovirus, rubéola,
sarampion, polio, reovirus, ortomixovirus, paramixovirus, papovavirus, poxvirus y picornavirus, priones, factor tisu-
lar de plasmodios, protistas, tales como toxoplasma, filaria, kala-azar, bilharziose, entamoeba histolitica y giardia, y
bacterias, particularmente bacterias gram negativas responsables de la sepsis e infecciones nosocomiales, tales como
E. coli, Acynetobacter, Pseudomonas, Proteus y Klebsiella, pro también bacterias gram positivas, tales como estafilo-
cocos, estreptococos, etc., Meningococos y Mycobacterias, Chlamydiae, Legionela y Anaerobes, hongos, tales como
Candida, Penumocystis carini, y Aspergillus, y Mycoplasma, tal como Hominis y Ureaplasma urealyticum.

Tal y como ya se ha indicado, la presente invencién se puede utilizar para la produccion de anticuerpos, donde los
anticuerpos se recogen o esplenocitos u otras células B se utilizan para la inmortalizacién y la produccién de anticuer-
pos monoclonales. De este modo, los anticuerpos se pueden dirigir a muchas de las dianas indicadas anteriormente
o se pueden dirigir a varias drogas, para el control de la dosis terapéutica, tratamientos para la sobredosis de drogas
o el abuso de drogas. También, la presente invencidn se puede utilizar para la vacunacién contra un patégeno u otras
entidades perjudiciales, donde varios microorganismos unicelulares y virus se han descrito anteriormente. Ademds,
la presente invencion se puede utilizar para activar las células T hacia dianas particulares, mediante la disposicién de
dianas apropiadas para células que presentan antigenos, que entonces presentardn a las células T o proporcionando la
activacion directa de células T.

La eleccién del componente sanguineo de larga vida estard afectada por el objetivo para unirse a la diana. De este
modo, dependiendo de la eleccién del componente sanguineo de larga vida, la diana se puede segregar y excretar
rdpidamente del cuerpo, segregado en una forma biolégicamente inactiva para ser eliminado lentamente, o degradado
con el tiempo. El componente sanguineo de larga vida puede ser fijo o mévil, es decir, sustancialmente fijo en una
posicion, como en el caso de las células endoteliales, o mévil en el sistema vascular, teniendo una distribucién sus-
tancialmente uniforme o variable en el sistema vascular, donde el componente sanguineo de larga vida puede estar
preferencialmente presente en compartimentos concretos, incluyendo tejido sdlido. La eleccién del componente san-
guineo de larga vida también dependerd en parte de la naturaleza de la diana. Por ejemplo, se prefieren los glébulos
rojos para agentes patogénicos celulares para una eliminacion eficaz, mientras que componentes de proteina de sue-
ro, tales como albimina o inmunoglobulinas, son particularmente utiles para segregar toxinas solubles y las células
endoteliales son particularmente utiles para la restenosis y trombosis.

Un componente sanguineo de larga vida tiene una vida media de por lo menos aproximadamente 12 horas, habitual-
mente por lo menos aproximadamente 48 horas, preferiblemente por lo menos aproximadamente 5 dias, deseablemente
por los menos aproximadamente 10 dias. Generalmente, las vidas medias se determinan mediante medidas en serie de
los niveles en la sangre completa, el plasma o el suero del componente siguiendo el marcaje del compuesto con un isé-
topo (por ejemplo, ®'L, '*1, Tc, *'Cr, *H, etc.) o fluorocromo y la inyeccién IV de una cantidad conocida de compuesto
marcado. Se incluyen los glébulos rojos (tiempo de vida media de aproximadamente 60 dias), plaquetas (tiempo de
vida media de aproximadamente 4-7 dias), células endoteliales que recubren la vasculatura sanguinea, y proteinas de
suero sanguineo de larga vida, tal como la albimina, proteinas de unién a esteroide, ferritina, @-2-macroglobulina,
transferrina, proteina de unidn a tiroxina, inmunoglobulinas, especialmente IgG. Ademads de las vidas medias preferi-
das, los componentes de la presente invencidn estdn preferiblemente en un recuento o concentracion celular suficiente
para permitir la unién de cantidades terapéuticamente ttiles del conjugado. Para componentes sanguineos de larga vida
celulares, se prefieren recuentos celulares de por lo menos 2000/ul y las concentraciones de proteina en suero de por
lo menos 1 ug/ml, habitualmente por lo menos aproximadamente 0,01 mg/ml, mas habitualmente aproximadamente 1
mg/ml.

Los componentes sanguineos celulares de larga vida seleccionados estdn presentes en un nimero elevado en el
sistema vascular. Las plaquetas estdn presentes en desde aproximadamente 1-4x10°/ul, mientras que los glébulos rojos
estdn presentes en aproximadamente 4-6x10%/ul. Las células tienen una semivida larga. Los eritrocitos y las plaquetas
no tienen nicleo ni capacidad de division celular. Las células preferidas tienen una amplia distribucion en capilares y
tejidos y expresan sitios de unién especifica en la superficie celular asociados con su diferenciacion especifica.

La eleccién del componente sanguineo de larga vida también depende de la ruta deseada de limitacién de la to-
xicidad/patogenicidad de la diana. Por ejemplo, frecuentemente es deseable modular el acceso de la diana al sistema
nervioso central, los espaciadores intersticiales para limitar la toxicidad, la infeccién. Mediante la seleccion del com-
ponente sanguineo de larga vida basada en la localizacién, distribucién, marcadores de superficies especificos, u otras
caracteristicas diferenciadoras asociadas con el componente sanguineo de larga vida, se pueden modular los sitios
finales y el volumen de distribucién de la diana. Por ejemplo, en algunas situaciones la activacion celular da lugar a la
regulacién positiva de una proteina de membrana de la superficie. Para células endoteliales, las adresinas, por ejemplo
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ELAM-1, o integrinas, por ejemplo VLA-4, se pueden regular de forma positiva en el caso de inflamacién. De esta
manera, el agente se puede segregar a un sitio de la inflamacién u 6rgano linfoide, tal como el bazo, para aumentar la
exposicion del agente a una respuesta inmune concentrada que incluye los glébulos blancos fagociticos. En otro ejem-
plo, los complejos inmunes de un anticuerpo de unién complementaria pueden proporcionar un complemento mediado
de las células de lisis o0 microorganismos. Otro ejemplo es la modificacién de la distribucién de un agente endégeno
o ex6geno entre compartimentos, tales como el SNC y la sangre. Al proporcionar receptores de alta afinidad para el
agente en la sangre, la concentracion del agente en el SNC se puede reducir en proporcién a la capacidad de unién de
la sangre con el agente. De esta manera, es posible reducir la concentracién de una droga en el cerebro, potenciando la
capacidad de union de la sangre a la droga, por ejemplo, utilizando anticuerpos para la droga, para extraer la droga a
través de la barrera hemato-encefalica hacia la sangre. El conjugado se puede unir al componente sanguineo de larga
vida de forma no especifica, implicando un enlace covalente.

El conjugado puede tomar muchas formas, estando comprendido de un miembro. En el conjugado de un unico
miembro, tanto el ancla como la parte de unién a diana estardn unidas cuando se administra. Las dos partes estardn
conectadas mediante enlaces covalentes. El ancla puede ser no especifica. Tal y como se ha indicado, se pueden utilizar
compuestos reactivos, que no reaccionaran de forma especifica con funciones activas en el componente sanguineo de
larga vida asi como otras moléculas presentes en la corriente sanguinea del huésped. En esta situacion, se selecciona
un componente sanguineo de larga vida que estd en una concentracién muy elevada en la corriente sanguinea, en
comparacién con la mayoria de otros componentes, que estd presente en condiciones en las que reacciona con el ancla,
y debido a su larga vida, en un periodo corto de tiempo, habitualmente inferior a 7, mas habitualmente inferior a 5
dias, el primer miembro de unién se asociard principalmente con el componente sanguineo de larga vida deseado en
el huésped.

En algunos casos, serd deseable permitir la adicion consecutiva del primer y segundo compuesto, donde el primer
compuesto tiene el ancla y el segundo compuesto tiene el miembro de unién a diana. El primer y segundo compuesto
también tienen los miembros de unién complementarios de una pareja de union especifica, de manera que tras la
adicién del segundo compuesto al primer compuesto, los dos compuestos estardn unidos no covalentemente para
proporcionar el conjugado. El primer compuesto comprenderd una funcién activa, un grupo de unién, y la primera
entidad de unién. Las funciones que estan disponibles en proteinas son principalmente grupos amino, grupos carboxilo
y grupos tiol. Aunque se puede utilizar cualquiera de éstos como la diana de la funcién reactiva, por lo general, se
utilizardn los enlaces a grupos amino, particularmente la formacién de enlaces amida. Para formar enlaces amida,
se pueden utilizar una gran variedad de grupos carboxilo activos, particularmente ésteres, donde la parte hidroxilo
es fisioldgicamente aceptable en los niveles requeridos. Aunque se pueden utilizar un conjunto de grupos hidroxilo
diferentes, los mds adecuados serdn N-hidroxisuccinimida, y N-hidroxi sulfosuccinimida, aunque también se pueden
utilizar otros alcoholes que son funcionales en un medio acuoso tal como la sangre. En algunos casos, son ttiles
reactivos especiales, tales como grupos azida, diazo, anhidrido de carbodiimida, hidracina, dialdehidos, tiol, o aminas
para formar amidas, ésteres, iminas, tioéteres, disulfuros, aminas sustituidas. Habitualmente, el enlace covalente que
se forma deberia ser capaz de mantenerse durante el tiempo de vida del miembro de unién a diana, a menos que se
pretenda que sea el sitio de liberacidn del agente.

Un gran nimero de compuestos bifuncionales estdn disponibles para unirse a entidades. Entre las entidades de
ejemplo se incluyen: azidobenzoil hidracida, N-[4-(azidosalicilamino) butil-3’-[2’-piridilditio] propionamida), sube-
rato de bis-sulfosuccinimidilo, dimetiladipimidato, disuccinimidiltartrato, N-y-maleimidobutiriloxisuccinimida éster,
N-hidroxi sulfosuccinimidil-4-azidobenzoato, N-succinimidil [4-azidofenil]-1,3’-ditiopropionato, N-succinimidil [4-
yodoacetil]aminobenzoato, glutaraldehido, y succinimidil 4-[N-maleimidometil]ciclohexano-1- carboxilato.

Cuando uno o ambos grupos de unién son permanentes, el grupo o grupos de unién no serdn criticos para esta
invencién y se puede utilizar cualquier grupo de unién que es conveniente, fisiolégicamente aceptable a las dosis
utilizadas, y que cumple las condiciones de la molécula, tales como ser estable en la corriente sanguinea, presentar de
forma efectiva el miembro de unién a diana o la primera entidad de unién, facilitar la manipulacién quimica. El grupo
de unién puede ser alifatico, aliciclico, aromatico o heterociclico o combinaciones de los mismos, y la seleccién sera
ante todo de conveniencia. Por lo general, cualquier heterodtomo incluird nitrégeno, oxigeno, azufre o fésforo. Entre
los grupos que se pueden utilizar se incluyen alquilenos, arilenos, aralquilenos, cicloalquilenos.

Generalmente, el grupo de unién tendra de 0 a 30 dtomos, habitualmente de 0 a 10, mas habitualmente de aproxi-
madamente 0 a 6 4tomos en la cadena, donde la cadena incluird carbono y cualquiera de los heterodtomos incluidos
anteriormente. Por lo general, el grupo de unién serd una cadena lineal o ciclica, ya que normalmente no habra ven-
tajas con grupos laterales. La longitud del grupo de unidén variard, particularmente con la naturaleza del miembro de
unién a diana y la primera entidad de unidn, ya que, en algunos casos, el miembro de unién a diana o la primera
entidad de unién pueden tener de forma natural una cadena o funcién asociados a los mismos. En algunos casos, los
aminodcidos, generalmente de 1 a 3 aminodcidos, pueden servir como la cadena de unién, particularmente cuando el
grupo carboxilo del aminodcido puede ser la funcidn reactiva. De este modo, el grupo amino puede servir para unirse
al miembro de unién a diana o la primera entidad de unién.

La longitud de los brazos se puede utilizar para proporcionar flexibilidad, rigidez, polifuncionalidad, orientacién u
otra caracteristica para mejorar la funcién de la molécula. El grupo de unién covalente puede ser una funcién que tiene
una afinidad desigual por diferentes proteinas de la sangre o que tiene una afinidad elevada por un epitopo o secuencia
de proteina determinada, tal como un epitopo de IgG o albtimina.
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La primera entidad de unién serd generalmente una molécula pequeiia, en la que la molécula probablemente mini-
miza cualquier respuesta inmune. Se puede utilizar cualquier molécula fisiolégicamente aceptable, en la que existe un
miembro de unién reciproca. De esta manera, de particular interés es la biotina, donde la avidina puede ser el miembro
de unidn reciproca, pero también se pueden utilizar otras moléculas, tales como quelatos metdlicos, moléculas mimé-
ticas de un sitio de unién a epitopo o receptor o anticuerpo naturales, donde el miembro de unién reciproca puede ser
un anticuerpo o fragmento del mismo, particularmente un fragmento Fab, una enzima, un receptor natural. De este
modo, la primera entidad de unién puede ser un ligando para un receptor natural, un sustrato para una enzima, o un
hapteno con un receptor reciproco.

La manera de producir el primer compuesto variard ampliamente, dependiendo de la naturaleza de varios ele-
mentos que comprenden el primer compuesto. Los procedimientos sintéticos se seleccionardn para que sean simples,
proporcionen rendimientos elevados, y permitan obtener un producto altamente purificado. Normalmente, la funcién
reactiva se creard como la dltima etapa, por ejemplo, con un grupo carboxilo, la esterificacién para formar un éster
activo serd la ultima etapa de la sintesis, a menos que se desee desproteger alguna funcién del miembro de unién a
diana o la primera entidad de unién como la tltima etapa.

Habitualmente, el primer compuesto cuando comprende la primera entidad de unién tendrd un peso molecular de
por lo menos 200 D y no mds de aproximadamente 2,5 kD, habitualmente no mds de aproximadamente 1,5 kD y
frecuentemente no menos de por lo menos 1 kD.

Entre los compuestos ilustrativos se incluyen el éster de N-hidroxisuccinimidil biotina, el éster de N-hidroxisulfo-
succinimidil biotina, éster N-hidroxisulfosuccinimidilico del acido N-biotinil 6-aminohexanoico, éster N-hidroxisul-
fosuccinimidilico de N-biotinil 4-butirilo, disulfuro de 3-aminopropilo, y similares. Se dispone de un gran niimero de
derivados de biotina solubles en agua para funcionalizar proteinas y, dependiendo del grado en el que dichos com-
puestos tienen enlazadores que son fisiolégicamente aceptables, estos compuestos pueden aplicarse en la presente
invencion.

El primer compuesto se administrard habitualmente como un bolo, pero se puede introducir lentamente a lo largo
del tiempo mediante infusién utilizando flujo de control. El primer compuesto se administrard en un medio fisiol6gi-
camente aceptable, por ejemplo, agua desionizada, solucién salina tamponada con fosfato, solucién salina, manitol,
glucosa acuosa, alcohol, aceite vegetal. Habitualmente, se utilizard una tnica inyeccién aunque, si se desea, se puede
utilizar més de una inyeccién. El primer compuesto se puede administrar mediante cualquier medio adecuado, inclu-
yendo jeringa, trdcar, catéter. La manera concreta de administracion variard dependiendo de la cantidad a administrar,
si es un bolo tnico o administracién continua. Por lo general, la administracion serd intravascularmente, cuando el sitio
de introduccién no es critico para la presente invencion, preferiblemente en un sitio donde existe un flujo sanguineo
rapido, por ejemplo intravenosamente, vena periférica o central. Otras vias pueden ser ttiles cuando la administracién
estd acoplada con técnicas de liberacion lenta o una matriz protectora. La intencidn es que el primer compuesto se
distribuya de forma eficaz en la sangre, de manera que sea capaz de reaccionar con los componentes sanguineos.

Por lo general, la reaccion serd con componentes méviles en la sangre, particularmente proteinas y células de la
sangre, mds particularmente proteinas de la sangre y glébulos rojos. Por “mdéviles” se entiende que el componente
no tiene no tiene una posicién fija durante cualquier periodo de tiempo extenso, generalmente no superior a 5, mas
habitualmente un minuto. Por lo general, la reaccion serd con proteinas de plasma, tales como las inmunoglobulinas,
particularmente IgM e IgG, albiimina, ferritina, y en un menor grado, otras proteinas que estén presentes en una can-
tidad sustancialmente reducida. También puede haber reaccién con plaquetas, células endoteliales y glébulos blancos.
Por lo tanto, habrd inicialmente una poblacién relativamente homogénea de proteinas y células funcionalizadas. Sin
embargo, por lo general, la poblacién variard sustancialmente en unos dias de la poblacion inicial, dependiendo de la
vida media de las proteinas funcionalizadas en la corriente sanguinea. Por lo tanto, habitualmente en aproximadamente
tres dias o mds, IgG se convertird en la proteina funcionalizada predominante en la corriente sanguinea. Esto significa
que después de unos dias, el miembro de unién a diana se conjugard a, o el segundo compuesto, por lo general, se
conjugard con y se unird a IgG.

En muchas situaciones, se puede utilizar un tnico primer compuesto que comprende una primera entidad de unién,
una vez dicho compuesto se ha probado a fondo en huéspedes, particularmente huéspedes humanos, ya que su fisio-
logia estard bien establecida, su farmacocinética estarad bien establecida, y su seguridad sobre un extenso periodo de
tiempo también puede estar establecida. En algunos casos, el primer compuesto serd fisiolgicamente y/o terapéutica-
mente activo, cuando puede ser util independientemente de la adicién del segundo compuesto, Sin embargo, hasta el
punto de que pueden existir individuos idiosincriticos, o que la administracién crénica del primer compuesto puede
dar lugar a alguna reaccién inmune, puede ser deseable tener mds de un primer compuesto a utilizar para la adminis-
tracién. Sin embargo, dado que la funcién del primer compuesto puede ser algo limitada cuando se utiliza combinado
con un segundo compuesto, no es necesario desarrollar numerosas alternativas, aunque habran numerosas alternativas
que serdn utiles para el mismo objetivo.

Por lo general, la vida media del primer compuesto serd por lo menos de aproximadamente cinco dias, més habi-
tualmente por lo menos de aproximadamente 10 dias y preferiblemente 20 dias o mds. El periodo para proporcionar
una concentracion efectiva puede ser mucho mds largo, ya que se puede introducir un exceso sustancial del primer
compuesto de manera que incluso después de dos o tres vidas medias, puede haber ain una cantidad qtil del primer
compuesto en la corriente sanguinea.
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Generalmente, serd satisfactorio tener el miembro de unién a diana como parte del primer compuesto.

La dosis del primer compuesto dependera de si comprende el miembro de unién a diana y, por lo tanto, dependera
de los efectos adversos del miembro de unién a diana, su actividad cuando se une a componentes sanguineos, el tiempo
necesario para reducir la concentracién libre del primer compuesto que contiene el miembro de unién a diana, la dosis
necesaria para la actividad terapéutica, la indicacién en tratamiento, la sensibilidad del agentes los enzimas de la
sangre, la via y modo de administracion. Segin sea necesario, la dosis se puede determinar empiricamente, utilizando
inicialmente un multiple pequefio de la dosis terapéutica administrada normalmente, y a medida que se obtiene mas
experiencia, ampliando la dosis. Cuando se utiliza el miembro de unién a diana para obtener una respuesta inmune,
el miembro de unién a diana serd un antigeno, y no dependerd de la conjugacién al componente sanguineo para
aumentar la respuesta inmune. En este caso, se pueden emplear dosis relativamente grandes, cuando se estd interesado
en la produccién de anticuerpos como producto, cuando el huésped normal sea un animal doméstico o de laboratorio.
Cuando el miembro de unién a diana estd actuando como vacuna, la dosis puede ser mds pequefia y se puede determinar
empiricamente. Por lo general, como vacuna, la dosis estard generalmente en el intervalo de aproximadamente 10 ng a
100 ug. Normalmente, cualquier dosis adicional se administrard después de que la dosis original haya disminuido por
lo menos en un 50%, habitualmente por lo menos en un 90% de la dosis original.

Uno o mds agentes de interés pueden estar presentes en el primer compuesto, habitualmente estando unidos multi-
ples agentes de interés a través de un primer o segundo grupo de unién a un nicleo central, por ejemplo, una proteina,
un 4cido nucleico, polisacarido, u otra entidad multifuncional. El grupo de unién no sélo sirve para unirse covalente-
mente al miembro de unidn a diana, sino que también sirve para determinar si el miembro de unién a diana permanece
unido al componente sanguineo o si se libera, la manera y velocidad de liberacion. Por lo tanto, la naturaleza del grupo
de unién variard ampliamente dependiendo de su papel.

Cuando el miembro de unién a diana se retiene unido al componente sanguineo, se puede utilizar una gran variedad
de grupos de unién convenientes, incluyendo un enlace. De esta manera, los mismos tipos de grupos de unién utilizados
en el primer compuesto se aceptaran para el segundo compuesto. Sin embargo, cuando el grupo de unién se divide y
libera el miembro de unién a diana, el grupo de unién variard dependiendo de la naturaleza del miembro de unién a
diana, la velocidad deseada de liberacion, la valencia o la funcion en el miembro de unién a diana a liberar. De esta
manera, se pueden utilizar varios grupos, cuando el medio de la sangre, componentes sanguineos, particularmente
enzimas, la actividad en el higado, u otro agente puede dar lugar a la divisién del grupo de unién con la liberacién del
miembro de unidén a diana a una velocidad razonable.

Entre las funciones que pueden encontrar utilidad se incluyen ésteres, dcidos orgdnicos o inorgénicos, particular-
mente grupos carboxilo o grupos fosfato, disulfuros, enlaces a péptido o nucleétido, particularmente enlaces a péptido
o nucledtido que son susceptibles a tripsina, trombina, nucleasas, esterasas, acetales, éteres, particularmente éteres
sacaridicos. Generalmente, el grupo de unién para la division requerird por lo menos de dos dtomos en la cadena,
por ejemplo, disulfuro, y puede requerir de 50 dtomos, habitualmente no mas de aproximadamente 30 dtomos, pre-
feriblemente no mds de aproximadamente 20 dtomos en la cadena. De esta manera, la cadena puede comprender un
oligopéptido, un oligosacarido, un oligonucleétido, un disulfuro, grupos divalentes orgdnicos que son alifaticos, aro-
maticos, aliciclicos, heterociclicos o combinaciones de los mismos, que implican ésteres, amidas, éteres, aminas. El
grupo de unién concreto se seleccionara segin la aceptacion fisiolégica, la velocidad deseada de divisién, la conve-
niencia sintética.

El conjugado se puede preparar de cualquier manera conveniente, dependiendo de la naturaleza de los componentes
del miembro de unién del conjugado, la necesidad de mantenerla capacidad de unién de los miembros de unién y
otras consideraciones que son relevantes a la utilizacién de la conjugacion in vivo. Dependiendo de la naturaleza del
conjugado, la relacién de acoplamiento entre los dos miembros de unién del conjugado pueden variar desde uno que
tiene un conjunto de uno o mas miembros de unién, estando habitualmente en un promedio no superior a 6, mds
habitualmente no superior a tres de cualquiera de los miembros de unién en el conjugado. Generalmente, s6lo habra
un anclaje, pero puede haber mas de uno cuando se desea una mayor afinidad para los componentes sanguineos de
larga vida.

Tal y como se ha indicado previamente, el anclaje y el miembro de unién a diana pueden estar unidos covalente-
mente mediante una cadena apropiada, que puede tomar muchas formas diferentes.

La naturaleza del enlace entre los miembros de unién del conjugado dependerd ampliamente dependiendo de la
composicién quimica de los miembros de unidn, el destino del miembro de unién a diana, la naturaleza de la diana.
Generalmente, se utilizardn enlaces estables y los enlaces covalentes encontrardn aplicabilidad industrial. Por “estable”
se entiende que el enlace no se romperd preferencialmente en comparacién con otros enlaces de la molécula; “ines-
table” se refiere a una divisién preferencial. Sin embargo, ocasionalmente, se puede desear permitir la degradacién
limitada con el tiempo del enlace. Por ejemplo, en algunos casos se puede desear tener una liberacion controlada del
complejo del conjugado y la diana, cuando las afinidades de los miembros de unién del conjugado son muy elevadas.
Mediante la proporcion de la division o degradacién del conjugado, la diana se liberard de acuerdo con la velocidad de
divisién o degradacion del conjugado, en lugar de la velocidad de separacién de la diana del complejo. Una gran varie-
dad de enlaces serdn inestables en condiciones fisioldgicas, donde la inestabilidad puede ser resultado de reacciones
enzimdticas o no enzimaticas. Por ejemplo, se pueden proporcionar enlaces éster que son relativamente l4biles y se
dividiran con el tiempo en la corriente sanguinea. Mediante la proporcion de diferentes grados de impedimento estéri-
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co, se pueden conseguir diferentes grados de labilidad. Alternativamente, se pueden proporcionar secuencias, que son
reconocidas por una amplia variedad de enzimas, tales como proteasas. Por ejemplo, una serie de unidades diméricas
de arginina-lisina serdn sensibles a tripsina. Se pueden utilizar otros enlaces ldbiles a proteasa, donde la proteasa se
puede encontrar en la corriente sanguinea. Alternativamente, se pueden utilizar enlaces disulfuro, que se someteran
a una division reductora. Entre otras funciones que pueden ser ttiles se incluyen oligosacaridos, tiol ésteres, dcidos
nucleicos. Alternativamente, se puede confiar en la naturaleza de uno o ambos miembros de unidn para proporcionar
la liberacién de la diana del componente sanguineo de larga vida, por ejemplo, naturaleza de péptido de anticuerpos
sometidos a proteasas.

Existen extensos documentos en la literatura sobre procedimientos para unir covalentemente una gran variedad de
compuestos para preparar conjugados con grupos funcionales diferentes. Se pueden idear varios esquemas sintéticos,
dependiendo una vez mas de la naturaleza de los miembros de unién del conjugado. De este modo, cuando estdn
presentes grupos sulfhidrilo, estos miembros se pueden activar ficilmente para proporcionar una unién a un grupo
sulfhidrilo y proporcionar un puente disulfuro o con un grupo maleimida, donde un tiol se puede unir a la maleimida
para proporcionar un tioéter. Los grupos carboxilo se pueden activar ficilmente con una gran variedad de compuestos
de hidroxilo o carbodiimida, en los que el éster o anhidrido reacciona con grupos amino o hidroxilo para proporcio-
nar ésteres o amidas. Andlogamente, las partes de sacdridos se pueden activar con peryodato. Otras uniones pueden
encontrar aplicacion, tales como iminas, hidracinas, etc. Alternativamente, se pueden utilizar uniones no covalentes,
tales como uniones biotina-avidina, uniones de anticuerpos dobles, uniones de lectina-sacarido. Cuando los miem-
bros de unién conjugados son ambos proteinas, tales como anticuerpos o fragmentos, el conjugado se puede disefiar
genéticamente como una Unica construccion, clonar y expresar utilizando una serie de vectores y células huésped.
Alternativamente, los dos miembros de unién conjugados se pueden sintetizar de forma recombinante o quimica y
posteriormente, acoplar, particularmente proporcionando funciones tnicas disponibles para el acoplamiento. La sin-
tesis quimica puede utilizar sintetizadores disponibles comercialmente que utilizan sintesis en fase sélida o liquida,
donde la sintesis puede ser todo o parte del conjugado. Las composiciones de la presente invencién se pueden utilizar
para el tratamiento, profildctico o terapéutico, de una gran variedad de enfermedades celulares, toxicidades y expo-
siciones ambientales y se pueden administrar en una gran variedad de formas, dependiendo de la indicacién. Si se
desea, el conjugado se puede unir en primer lugar al componente sanguineo de larga vida en una proporcién adecua-
da seguido por la administracién. Alternativamente, el conjugado se puede administrar al huésped para unirse a las
células o proteinas del componente sanguineo de larga vida. La cantidad de conjugado que se administra dependera
ampliamente, dependiendo de la naturaleza del conjugado, el objetivo para el conjugado, la dosis terapéutica, la acti-
vidad fisioldgica del compuesto cuando estd presente como conjugado, y cuando se une a una célula. Por lo tanto, la
cantidad de conjugado administrada a un huésped puede variar de 1 g a 50 mg/kg de huésped.

Las presentes composiciones se administrardn, por lo general, parenteralmente, tal como intravascularmente (IV)
intraarterialmente, intramuscularmente (IM), subcutdneamente (SC). La administracién se hard normalmente por
transfusion si el conjugado estd unido a células. Si el conjugado no estd unido, la administracién se hard normal-
mente IV, IM o SC. Cuando las composiciones son de peso molecular bajo (inferior a aproximadamente 10 kD) o
resistentes a enzimas digestivas, la administracion del conjugado puede ser oral, nasal, rectal, transdérmica, o aerosol,
donde la naturaleza del conjugado permite la transferencia al sistema vascular. Se utilizaran habitualmente transpor-
tadores fisioldgicamente aceptables, tales como agua, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato, etanol
acuoso, plasma, soluciones proteindceas, soluciones de glucosa o manitol. La concentracién del conjugado variara
ampliamente, generalmente variando desde aproximadamente 1 pg/ml hasta 50 mg/ml. Entre otros aditivos que se
pueden incluir se incluyen soluciones tampén, cuando el medio estd tamponado generalmente a un pH en el intervalo
de aproximadamente 5 a 10, donde el tampén variard generalmente en una concentracién desde aproximadamente
50 hasta 250 mM, sal, donde la concentracion de sal variard generalmente desde aproximadamente 5 hasta 500 mM,
estabilizadores fisiolégicamente aceptables. Las composiciones se pueden liofilizar para el almacenaje y transporte
conveniente.

La seleccion del componente sanguineo de larga vida afectard la manera en la que se modifica la actividad biol6-
gica de la diana. Dependiendo de la naturaleza de la diana, se utilizaran diferentes componentes sanguineos de larga
vida. Cuando la diana es una molécula, tal como una molécula organica o péptido pequefios, las proteinas del suero
seran componentes sanguineos de larga vida satisfactorios, y la eliminacién de la diana acompaiiara la eliminacién de
la proteina del suero. La diana se debe inactivar sustancialmente mientras se une al conjugado, particularmente cuando
la diana tiene efectos citotéxicos. Cuando la diana es una particula virica o célula, el componente sanguineo de larga
vida serd una célula, dependiendo la seleccion de la célula de si se desea tener una célula diana eliminada rdpidamente
o mantenida en el huésped segregada a compartimentos celulares particulares. Por ejemplo, si se desea eliminarlas
células infectadas de virus o células neopldsicas, los componentes sanguineos de larga vida serian eritrocitos o plaque-
tas, de manera que la célula diana quedaria unida a los eritrocitos o plaquetas para evitar que la célula diana entre en
vesiculas pequefias y el complejo sea reconocido por el bazo para la eliminacion. Con eritrocitos, la deformacién de los
eritrocitos en la unién a la célula diana ayuda en el reconocimiento del complejo para la eliminacién. Un mecanismo
similar es operativo para las plaquetas.

La presente invencién se puede utilizar en situaciones crénicas o agudas, de forma profilactica o terapéutica. Para
situaciones agudas, el conjugado normalmente se administrard de forma previa a la situacién aguda. Por ejemplo, con
drogadictos, se puede desear evitar la utilizacién de una droga de abuso concreta, particularmente cuando el paciente
estd en un programa con metadona. Mediante la administracion del conjugado de la invencién, cuando el conjugado
puede ejercer una capacidad de unién eficaz durante semanas o meses, la ingestién de la droga de abuso daria lugar
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a su inactivacion, inhibiendo el efecto euférico. De forma similar, cuando se refiere a una infeccion nosocomial, se
administraria el conjugado previamente a la infeccién, de manera que tras la infeccion, la toxina o el factor de necrosis
tumoral quedarfa unido para disminuir su concentracién efectiva por debajo del nivel patolégico.

Para un uso terapéutico, se podria administrar el conjugado a un paciente de cadncer, de manera que la sangre se
controlarfa por sus células metastéticas o el exceso de factor de crecimiento. En este caso, se utilizaria un componente
sanguineo de larga vida que proporciona una rdpida eliminacidn, tal como los eritrocitos. Cuando las células no se
encuentran normalmente en el sistema vascular, tales como las células mamarias, el conjugado tendria como proteina
diana, una proteina de superficie de las células mamarias, de manera que cualquier célula mamaria en el sistema
vascular se podria detectar y eliminar. En el caso de las células T implicadas en la enfermedad autoinmune, cuando
dichas células tienen un epitopo comun, el conjugado supervisaria la sangre por dichas células y seria capaz de unirse
a dichas células y eliminar las células mediante los mecanismos indicados anteriormente.

La presente invencién se puede utilizar previamente a uno o mds sucesos que pueden tener efectos fisiol6gicos
perjudiciales, por ejemplo, ingestién de drogas o respuesta fisiolégica adversa de un huésped a un trauma o cirugia, o
para una situacién crénica en la que una produccién continuada de toxinas, particulas de virus como resultado de una
infeccidn intratable, se controlan de forma continua mediante el conjugado unido a un componente sanguineo de larga
vida. La presente invencion proporciona una fuente con capacidad de unién de larga vida, donde tras la unién de una
diana, los efectos bioldgicos perjudiciales de la diana disminuyen rdpidamente y la diana se puede eliminar lenta o
rapidamente del huésped mediante una variedad de mecanismos naturales asociados con la degradacién, modificacién
quimica, eliminacién de eritrocitos o plaquetas modificadas o defectuosas.

Debido al extenso tiempo de liberacién o disponibilidad de los agentes de la presente invencion, la presente inven-
cién se puede utilizar en una amplia variedad de situaciones. El miembro de unién a diana puede ser un anticuerpo
para una toxina, cuando existe la sospecha sobre una infecciéon nosocomial en un hospital u otra situacién en la que la
enfermedad se puede extender. La presente invencion se puede utilizar antes de la cirugia para asegurar que se man-
tiene un nivel de farmaco durante y posteriormente a la cirugia sin requerir la administracién repetitiva, evitando las
molestias al paciente. Por ejemplo, se pueden utilizar agentes anticoagulantes cuando la naturaleza de la cirugfa y la
indicacién son susceptibles de formacidn de codagulos. Se pueden utilizar inhibidores del reclutamiento de leucocitos
para evitar el dafio por perfusion. La presente invencidn se puede utilizar con farmacos cardiovasculares cuando un
paciente es particularmente susceptible durante un periodo ampliado al infarto de miocardio. Entre otros tratamientos
que se beneficiardn de una disponibilidad a largo plazo de farmacos, se incluyen hormonoterapia, terapia para la in-
fertilidad, terapia inmunosupresora, terapia neuroléptica, profilaxis de drogas de abuso, tratamiento de enfermedades
provocadas por agentes infecciosos, tratamiento de la hemofilia.

Mediante la conjugacién de un miembro de unién a diana biolégicamente activo a IgG en la sangre de un huésped
de mamifero se pueden obtener muchas ventajas, al proporcionar una nueva actividad para las inmunoglobulinas,
mientras se retienen muchas de las caracteristicas deseables de las inmunoglobulinas, ademds de la extensién del
tiempo de vida. Por ejemplo, las inmunoglobulinas pueden atin tener una funcién efectora F, tal como su funcién en la
fijacién complementaria, o la accién de las células citotoxicas dependiente de anticuerpo, efecto sobre la inactivacién
y la secrecion. De forma similar, la albimina de suero y otras proteinas de suero de larga vida pueden actuar para
inactivar las entidades diana y ayudar en su rdpida eliminacién. De este modo, los componentes sanguineos a los que
se une el miembro de unién a diana comunican sus actividades fisioldgicas a la actividad del miembro de unién a
diana. De esta manera, las dianas celulares se pueden inactivar o eliminar al tener inmunoglobulinas dirigidas a una
diana celular o soluble o mediante el recubrimiento de la diana celular o soluble con proteinas sanguineas.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo de limitacién.
Parte experimental
Ejemplo comparativo 1
Modificacion del Volumen de Distribucion de Cocaina

Se desarrollé un anticuerpo monoclonal contra un conjugado cocaina-BSA (proporcién molar, 10:1) utilizando
ratones BALB/c y se criba el mieloma SP20 mediante ELISA en placa de microtitulacién en fase sélida contra Cocai-
na-BSA y péptido irrelevante-BSA como antigeno de control. La especificidad de anticuerpos especificos se verifica
mediante un ensayo de competicion contra cocaina-BSA en el que la unién de anticuerpos se inhibe en una manera
dependiente de la dosis mediante cocaina pura. El anticuerpo seleccionado es IgG1, con un titulo de sobrenadante por
ELISA de 1:64. Se produce Mab en fluidos de ascitis y se purifica mediante cromatografia de afinidad de proteina A.

Mab anti-RBC es un Mab de IgG1 especifico para glicoforina A humana y reacciona con antigeno M de grupo
sanguineo (obtenido del Hospital Saint-Louis, Parfis). El Mab reacciona de forma cruzada con eritrocitos de chimpancé
y Macaccus muliata.

Los fragmentos Fab (producidos mediante la digestién con papaina seguida mediante SDS-PAGE) de Mabs anti-
RBC y anti-cocaina se conjugan utilizando el método de Nekane, en el que el primer miembro del conjugado es
activado por peryodato sédico, antes de la adicién del segundo miembro del conjugado, dando lugar a un acoplamiento
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covalente de carbohidrato-residuo NH,. El pH se controla durante la reaccién de acoplamiento y se optimizan las
proporciones de ambos miembros para proporcionar una proporcién molar promedio préxima a 1:1. El conjugado se
purifica mediante filtracién en gel. Se seleccionan los picos correspondientes al peso molecular entre 80 kD y 120
kD (determinados mediante SDS PAGE). La reactividad del conjugado con cocaina se verifica mediante ELISA tal
y como se ha indicado anteriormente, utilizando un conjugado de peroxidasa especifico de cadena kappa anti-ratén,
y como control un conjugado de peroxidasa especifico de Fc anti-ratén (que no reacciona con cocaina unida a Fab).
La reactividad del conjugado con RBC humano se estudia mediante citometria de flujo utilizando conjugado FITC de
Fab anti-ratén y como control un conjugado FITC especifico de Fc anti-ratén (que no reacciona con cocaina unida a
Fab). Se muestra que el conjugado no aglutina RBCs y no induce la hemdlisis (entre 100 ng/ml y 10 pg/ml) cuando se
incuba en plasma humano y de mono con la adicién de complemento nuevo de conejo.

La biodistribucién de cocaina marcada con '*I se evalda con y sin pretratamiento de animales con anti-RBC,
conjugado especifico de cocaina. Los animales (n=3) reciben IV mediante inyeccién lenta (5 minutos) de 50 ug/kg
de conjugado diluido en glucosa al 5% con un 1% de albtimina de suero humano. Un dia después de la inyeccion,
los animales reciben 10 ucurie de cocaina -1 IV (100 ug por animal). 1 hora después de la inyeccién de cocaina, se
sacrifican los animales, y se recogen varias muestras de sangre y tejido, incluyendo muestras de cerebro (cértex frontal
y occipital).

Los animales de control (n=3) reciben sélo cocaina marcada con '»-I y no reciben conjugado. Se mide la radiacién
especifica utilizando un contador gamma, y se expresa en cpm por ml de sangre o cpm por gramo de tejido. Los
animales que reciben el pretratamiento con conjugado tienen una actividad especifica promedio de '*-1 en cerebro de
2,2% (+/- 0,7%), la actividad especifica promedio de I en cerebro, y una actividad especifica de la sangre completa
media de 25 veces (+/- 4) la de los animales de control (con una proporcién de actividad especifica de '°1 de eritrocito
con respecto al plasma de 20:1 en el grupo tratado con conjugado, y 0,2 en el grupo de control).

Los resultados demuestran que el pretratamiento con un eritrocito unido a un conjugado especifico para cocaina
modifica el volumen de distribucién de la cocaina, disminuye la difusion de la cocaina en el sistema nervioso central, y
disminuye la concentracion de cocaina de plasma con respecto a eritrocito (con un incremento neto en la concentracién
de la sangre completa).

Ejemplo comparativo 2
Conjugado subgrupo de células anti-T

Se conjuga un fragmento Fab especifico anti-ratén RBC de rata a gp120 de VIH1 recombinante purificado (Pro-
porcién molar 1:2). Tras la administracién IV a ratones SCID Hu (10 ug por ratén) del componente sanguineo de larga
vida RBC/gp 120, se recogen muestras de la sangre completa en serie durante las siguientes 48 horas, y se analizan
mediante microscopia de fluorescencia y citometria de flujo. En las primeras 6 horas, se observan rosettes de eritrocitos
y células T CD3+, CD4+, CDS8- en los animales pretratados con el Ancla, y estdn ausentes en los animales de control.

Ejemplo comparativo 3
Ancla de proteina anti-viral

Se conjuga un fragmento Fab especifico anti-ratén RBC de rata a CD4 recombinante purificada (Proporcién molar
1:3). 48 horas después de la administracién IV a ratones BALB/c (10 ug por ratén) del conjugado RBC/CD4, se
inyecta IV gp 120 de VIH1 recombinante marcado con '*I a animales pretratados con conjugado o de control. La vida
media de la concentracién de gp 120 (sangre completa, eritrocito y plasma) se mide durante las siguientes 24 horas y
8 dias. La vida media en el plasma de gp 120 disminuye bruscamente en animales pretratados, mientras que la vida
media en eritrocitos y la sangre completa aumenta.

Ejemplo 4
Adicion en dos etapas de inmundgeno de tiempo de vida ampliado

I. Se inyectaron a dos conejos una solucién de éster de N-succinimidil biotina (NHS-biotina) (5 6 50 mg en 200 ul
o 1 ml de DMSO) i.v. en el dia 0. Se tomaron muestras de sangre cada hora inicialmente, seguido por intervalos diarios
y las muestras se analizaron para la presencia de biotina mediante electroforesis en gel (SDS-PAGE) utilizando 60 ug
de muestra, detectando las proteinas a las que la biotina estd unida por el conjugado de avidita-peroxidasa, utilizando
un sustrato luminiscente (ECL kit, Amersham). Para la biotina unida a los glébulos rojos, las células se aislaron por
centrifugacion, se lavaron, se lisaron mediante lisis hipoténica, y las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE de
la misma manera que las proteinas de plasma. Para las proteinas de plasma, la electroforesis se realizé en condiciones
reductoras y no reductoras, donde la IgM y la IgG se redujeron a subunidades en las condiciones reductoras.

Los geles para las proteinas de plasma de uno de los conejos mostraron que la biotina estaba unida a IgM, IgG,
p90, p75 (transferrina), albimina de suero, y p38. La duracién en la albimina de suero para la deteccion en la elec-
troforesis en gel en condiciones reductoras fue de 9 a 12 dias para la albimina de suero, y hasta 33 dias para IgM e
IgG, mientras que para las condiciones no reductoras, donde el tiempo de exposicién fue sustancialmente inferior, se
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pudieron observar bandas para la albtimina de suero durante 2 dias y para la IgG durante 9 dias. Con los glébulos rojos,
se pudio observar un grupo de proteinas durante 12 dias, siendo el siguiente punto a los 33 dias, en cuyo momento no
se observaron bandas. El componente marcado principalmente tenia un patrén electroforético que sugeria la Banda 3.

II. Para demostrar que la presente invencion se puede utilizar para potenciar la respuesta inmune a una proteina he-
ter6loga, después de la administracion del conjugado de biotina tal y como se ha descrito anteriormente, se inyectaron
250 ug o 1 mg de avidina de huevo blanco de forma intravenosa en cada uno de los dos conejos. En aproximadamente
2 dias el titulo empez6 a aumentar rapidamente y antes de 10 dias se observé un titulo anti-avidina elevado mediante
ELISA, utilizando microplacas recubiertas de avidina, tal y como quedd en evidencia mediante un valor de DO de
aproximadamente 600. Por comparacién, cuando la avidina se administré tal y como se ha descrito anteriormente a
conejos a los que no se habia administrado previamente conjugado de biotina, no hubo sustancialmente produccién de
anticuerpos hasta que no se administré una inyeccién intravenosa de refuerzo de 50 ug de avidina en el dia 6, en cuyo
momento hubo un rdpido incremento en el titulo de anti-avidina, aproximadamente el titulo observado con los ratones
modificados con el conjugado de biotina alrededor del dia 12.

Ejemplo 5
Union de biotina-NHS a RBCs y proteinas de plasma

Se inyectaron 5 mg (-1,5 mg/kg) y 50 mg (-15 mg/kg) de NHS-biotina solubilizado en DMSO en los conejos 3, o
Ay 8, respectivamente. A continuacidn, se tomaron muestras de sangre 0,5, 1,2 y 4 horas en el mismo dia después de
la inyeccién y, a continuacion, 1, 2, 3, 6, 9, 13, 20, 27, 34, 41, 48 y 55 dias después de la inyeccion.

30 minutos después de la inyeccion, todas las RBCs se biotinilaron tal y como se muestra mediante citometria de
flujo realizada con avidina conjugada con ficoeritrina. La fluorescencia media fue mucho menor para el conejo 3 que
para el conejo 8 (26 y 320, respectivamente), mostrando una relacion directa entre el marcaje de RBCs y la dosis de
NHS-biotina. Las vidas medias de 17 6 15 dias se calcularon a partir de las curvas obtenidas con el conejo 3 u 8,
respectivamente. Se obtuvo un periodo de vida de 55 dias con el conejo 3. Después de 49 dias, un 6% de las RBCs
biotinilados sobrevivieron para el conejo 8. Segiin se mide mediante procedimientos convencionales, el periodo de
vida de las RBCs de conejo es de 45 a 70 dias.

Las proteinas de plasma de los conejos 3 y 8 se analizaron por inmunotransferencia. Las proteinas de plasma se
separaron en condiciones reductoras (DTT 10 mM) en un gel de poliacrilamida al 10% (tincién con azul de Coomas-
sie). Los componentes principales se identificaron como p180, p90, p75, albiimina, y las cadenas pesadas y ligeras de
inmunoglobulinas. Todas las proteinas de plasma reveladas con rojo de Ponceau fueron capaces de capturar avidina-
ficoeritrina, mostrando que estdn biotiniladas. Para el conejo 3, se pudo detectar albimina de suero en el dia 20. La
tincién fue mucho mds intensa con muestras del conejo 8, mostrando biotinilacién de componentes de peso molecular
elevado (-200 kDa) y de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas. No se observé tincién el dia 19.

El patrén de las proteinas de plasma separadas en condiciones no reductoras en un gel de poliacrilamida al 8%
(tincién con azul de Coomassie) mostrd IgM, IgG, p90, p75 y albimina de suero como los componentes principales.
En las inmunotransferencias, se detectaron albimina (60 kDa), transferrina, p90, IgG (160 kDa) y componentes de
peso molecular elevado correspondientes en parte a [gM. La vida media de los componentes de peso molecular elevado
e IgG apareci6 mads larga que la de albimina, ya que la dltima no se pudo visualizar a partir de las muestras tomadas
el dia 12 del conejo 8.

Ejemplo 6
Produccion de anti-avidina con avidina unida a componentes de plasma biotinilados

Se inyect6 a un conejo en el dia 0 50 mg de NHS-biotina en 1 ml de DMSO seguido 30 minutos después por
una inyeccién de avidina marcada con peroxidasa (1 m1/250 ug). Siete dias después, se inyect6 al conejo '*I-avidina
(1x107 cpm: 50 ug). A continuacion, se sacaron muestras de sangre periédicamente para controlar la presencia de '»1
y la presencia de antisuero anti-avidina. El dia 53, se inyectaron 50 mg de NHS-biotina en 600 ul de DMSO seguido
30 minutos después con 1 mg/500 ul de avidina y, a continuacidn, se sacaron muestras de sangre periddicamente para
medir el nivel de anti-avidina. La anti-avidina apareci6 tan pronto como el dia 2, con un nivel maximo alrededor del
dia 12 y un descenso lento a partir de entonces. Los niveles de anticuerpos no fueron significativos después de 33 dias.
Después de un refuerzo con NHS-biotina y avidina, se obtuvieron anticuerpos titulados elevados. En base al valor de
DO segtin se determin6 utilizando placas de ELISA recubiertas de avidina, en el dia 70, el titulo fue aproximadamente
8 veces que en el dia 12 (606 versus 4790).

En un conejo de control que no recibié NHS-biotina, no se observé un nivel significativo de anticuerpos en los 7
dias después de la inyeccién de 500 ug de avidina marcada con peroxidasa. Sin embargo, una inyeccién adicional de
125T-avidina (15 ug) dio lugar a una respuesta inmunogénica 5 dias después.

La invencién descrita proporciona la extension del tiempo de vida de un agente en la corriente sanguinea de
un huésped mamifero para una amplia variedad de objetivos. La invencioén descrita proporciona un procedimiento
mejorado para limitar para limitar los efectos patogénicos o téxicos de agentes presentes en la corriente sanguinea del
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mamifero. Ademds, la presente invencién permite la presentacién continua de antigenos, proporcionando moléculas
que pueden actuar como vigilantes, 0 manteniendo una modalidad terapéutica durante un periodo de tiempo extendido
para evitar la administracién repetitiva de un agente fisioldgicamente activo.

El procedimiento es ttil cuando se desea la vigilancia de la presencia de agentes fisioldgicamente perjudiciales en
la corriente sanguinea. Mediante la proporcién de un conjugado que se une especificamente a dichos agentes y esta
unido a un componente asociado a la sangre de larga vida que aumenta la vida del conjugado en sangre, el conjugado
puede actuar para unirse y desactivar el agente, y mediante la eleccién adecuada del componente asociado a la sangre
de larga vida, el agente se puede eliminar lenta o rapidamente del huésped, utilizando los mecanismos fisioldgicos
normales para dicha eliminacidn.

Todas las publicaciones y solicitudes de patentes mencionadas en este documento son indicativos del nivel de
conocimiento de los expertos en la materia a la que pertenece esta invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacién de una composicién para la fabricacién de un medicamento destinado a la utilizacién en un proce-
dimiento de tratamiento de un huésped mamifero que tiene una diana transportada en la sangre, que tiene un efecto
fisioldgico perjudicial

comprendiendo dicha composicién un ancla unido covalentemente a un miembro de unién a diana,

reaccionando dicha ancla in vivo con un grupo amino, grupo carboxilo o grupo tiol de una proteina para formar un
enlace covalente estable,

estando dicho enlace covalente estable seleccionado del grupo de amida, éster, imina, tioéter, disulfuro y enlaces
amino sustituidos,

extendiéndose la vida media in vivo del miembro de unién a diana mediante la formacion de dicho enlace covalente
estable.

2. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que el miembro de unién a diana es un agente fisioldgicamente
activo.

3. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el miembro de unidén a diana comprende
un péptido.

4. Utilizacion segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el ancla reacciona con un grupo tiol de
la proteina.

5. Utilizacién segtn cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el enlace covalente formado por la
reaccion del ancla con la proteina es un tioéter.
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