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DESCRIPCION

Subunidad B de la toxina Shiga como vector para el diagndstico tumoral y la administracion de farmacos a tumores
que expresan GB;.

La invencién se refiere a nuevos compuestos para el tratamiento o diagndstico del cdncer y mds especificamente
al uso de un mutante de la subunidad B de la toxina Shiga no téxica como vector para farmacos o productos de
diagndstico en células receptoras que sobreexpresan GB;.

A pesar de décadas de investigacion clinica y fundamental en el campo de la oncologia, las perspectivas a largo
plazo de pacientes con enfermedades agresivas siguen siendo desalentadoras. Una de las principales limitaciones de
los actuales tratamientos de canceres, la quimioterapia y radioterapia, es la falta de direccionamiento hacia células can-
cerosas. El enfoque mds razonable y satisfactorio para el direccionamiento implica conjugar ligandos de superficie de
células cancerosas especificas (por ejemplo anticuerpos monoclonales, hormonas peptidicas, etc.) con quimioterapicos
del cancer, is6topos radiactivos o toxinas bioldgicas con la esperanza de promover su localizacién en células tumorales.

La transformacion de células y el desarrollo oncogénico estdn acompaiados por cambios en la expresion y la
estructura de los glicoesfingolipidos. Generalmente, se cree que estos cambios estdn relacionados con las funciones
propuestas de los glicoesfingolipidos en la adhesion de células y sefializacidn celular. De hecho, junto con el colesterol,
los glicoesfingolipidos son componentes principales de microdominios de membrana (“rafts”) que desempefian un
papel central en la agregacion del receptor y la interaccion del receptor con moléculas de sefializacion, tales como
cinasas de la familia Src. Ademas, se evaliia actualmente un papel de los glicoesfingolipidos y microdominios de
membrana en la clasificacién intracelular. Segin la denominada “hipétesis raft” propuesta por Simons y colaboradores,
la asimetria en la distribucién de lipidos y proteinas en el plano lateral de las membranas contribuye a la clasificacién
de las membranas hacia distintos destinos intracelulares.

La globotriaosil ceramida GSL (Gb; o CD77) se expresa en una estrecha gama de células B comprometidas y esta
asociada a linfomas de células B (Gordon et al., 1983; Kalisiak et al., 1991; Mangeney et al., 1991; Murray et al.,
1985; Oosterwijk et al., 1991). De hecho, se notificé recientemente que podian detectarse sitios de unién para ligandos
especificos de Gbs en todos los grados de linfomas de células del centro folicular, siendo positivas mds del 70% de
las muestras de tumores de pacientes (LaCasse et al., 1999). Se encontré también que el 30-40% de las muestras de
pacientes con linfomas linfociticos pequefios, linfomas de células B grandes o mieloma miiltiple eran positivas. Se
sometieron a prueba hiperplasias ovdricas (Arab et al., 1997) y suspensiones celulares obtenidas de tumores de mama
humanos (LaCasse et al., 1999) y eran positivas para Gbs. Finalmente, Gb; aumentaba también notablemente en varias
lineas celulares derivadas de astrocitomas humanos (Arab et al., 1999).

En vista de la expresion de Gb; descrita en células cancerosas humanas es tentador proponer el uso del lipido
para fines de vectorizacién. Se han descrito ligandos naturales de Gbs, que abarcan las toxinas proteicas bacterianas
toxina Shiga de Shigella dysenteriae y las verotoxinas de Escherichia coli (Lingwood, 1996; Sandvig y van Deurs,
1996). Estas toxinas estdn compuestas por dos subunidades. La subunidad A enzimdtica modifica el ARN ribosémico
conduciendo asi a una inhibicién de la biosintesis de proteinas. Para la unién celular y el transporte intracelular,
la subunidad A tiene que interaccionar con la subunidad B no téxica, un homopentdmero de 5 fragmentos B. La
subunidad B se une, en ciertas condiciones, de una manera cooperativa a 10-15 moléculas de Gb;. Este agrupamiento
conduce a la asociacién de la toxina con microdominios de membrana, un acontecimiento importante para el trafico
intracelular de la toxina (Falguieres et al., 2001). En células sensibles a la toxina, la toxina Shiga y su subunidad B
no téxica se dirigen mediante transporte retrégrado desde la membrana plasmadtica hasta el reticulo endoplasmaético, a
través del endosoma temprano y el aparato de Golgi (para una revision, véase (Johannes, 2002)). Al nivel del reticulo
endoplasmatico, la subunidad A pasa entonces mediante retranslocacién a través de la membrana al interior del citosol.
Es importante observar que algunos tipos de células son resistentes a la accidn de la toxina, a pesar de la expresion de
Gbs (Falguieres et al., 2001). Esto esta relacionado probablemente con un patrén de transporte intracelular alterado en
estas células (Falguieres et al., 2001).

El documento WO 99/03881 da a conocer la seleccion como diana de células que expresan el receptor Gb3 usando
la subunidad B de la toxina Shiga como portador unido directamente a un agente polipeptidico o polinucleotidico de
interés terapéutico.

La holotoxina Shiga se ha descrito como un agente antitumoral en trasplantes de xenoinjertos en ratones (Arab
et al., 1999). Ademds, elimina células tumorales clonogénicas en aplicaciones de purga (LaGasse et al., 1996). Sin
embargo, el uso de la holotoxina como agente terapéutico tiene importantes limitaciones. En primer lugar, la accién
de la subunidad A de la toxina no es especifica de células tumorales. En segundo lugar, la holotoxina es una proteina
grande cuya capacidad para infiltrarse en tumores sé6lidos es limitada. En tercer lugar, una proteina bacteriana grande
como la holotoxina conduce a una respuesta inmunitaria eficaz. En cuarto lugar, la necesidad de mantener la unién
simultdnea de Gbs y la subunidad A limita la posibilidad de introducir mutaciones que favorecen la evasién inmunitaria
o el direccionamiento intracelular.

En esta invencidn, se ha usado por tanto la subunidad A de la toxina Shiga como medio de vectorizacion de células
cancerosas, en ausencia de la subunidad A. Se usé un mutante de la subunidad B construido previamente que permite
el acoplamiento quimico de sitio dirigido a la subunidad B, conservando su interaccién con Gb;.
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Mais particularmente, se ha disefiado el mutante de la subunidad B, o derivado denominado STxB-Z(n)-Cys, en
el que n es 0 6 1. En esta proteina, se afiade una cisteina al extremo C terminal de la STxB madura. La proteina,
cuando se purifica de bacterias, porta el enlace disulfuro interno, como la STxB de tipo natural, mientras que el grupo
sulfhidrilo en la Cys C-terminal estd libre. Debido a su nucleofilicidad, los grupos sulfhidrilo son excelentes aceptores
para enfoques de acoplamiento dirigido (Philippe Schelté et al., 1999).

Estos mutantes pueden usarse como portadores universales para dirigir moléculas a células que expresan el receptor
Gb;.

Por tanto, la presente invencidn se refiere al uso de un compuesto hibrido para la fabricacién de una composicién
para el diagndstico o el tratamiento de células tumorales intestinales que sobreexpresan el receptor Gbs, que tiene la
siguiente férmula: STxBZ(n)-Cys-Y(m)-T, en la que:

- STxB es la subunidad B de la toxina Shiga o un equivalente funcional de la misma,
- Zesun aminodcido que carece de grupo sulfhidrilo, siendo n 0, 1 o un polipéptido,
- Cys es el aminoécido cisteina,

- T es una molécula unida mediante un enlace covalente a la parte de S de la Cys, seleccionado de un grupo que
comprende:

® agentes para el diagndstico in vivo,

® agentes citotdxicos,

® profarmacos,

® enzimas para la conversién de un profidrmaco en un farmaco,

- Yesunligador entre T y Cys, siendo dicho ligador escindible o no para la liberacién de T tras la internalizacién
del compuesto hibrido en dichas células, siendom 1 6 0.

En la invencién, T estd operativamente unido a Cys directamente a través de una unién covalente o indirectamente
a través de un ligador, Y, que permite o no dicha liberacién del resto T.

En una realizacién preferida, n = 0, y el portador universal tiene la siguiente secuencia (SEQ ID No 1):

NH2 - MKKTLLIAASLSFFSASALATPDCVTGKVE YTKYNDD
DTFTVKVGDKELF TNRWNLQSLLLSAQITGMTVTIKTNACHNGGGFSEVI
FRC - COOH

En realidad, si el ligador Z es demasiado largo, es decir, cuando n es igual o mayor de 2, podrian producirse algunos
puentes disulfuro internos, e impiden o bien la unién de STxB al receptor Gb; e impiden especialmente la unién a la
molécula de interés.

La invencidn resulta de la constatacion de que las células cancerosas, y mds particularmente los tumores, y mas
particularmente los tumores intestinales y colorrectales, sobreexpresan el receptor Gb;, tal como puede observarse en
la tabla 1, figura 1 y figura 2 mds adelante en el presente documento. Gb; no estd presente en epitelios intestinales
normales en

La invencidn resulta de la observacién de que las células cancerosas, y mds particularmente los tumores, y mas
particularmente los tumores intestinales y colorrectales, sobreexpresan el receptor Gbs, tal como puede observarse en
la figura 1, figura 2 y figura 10 mds adelante en el presente documento. Gb; no estd presente en epitelios intestinales
normales en seres humanos (Jones et al., 2000). Por consiguiente, se ha mostrado que Gbs estd presente en niveles de
bajos a indetectables en el ratén. Por el contrario, Gb;, se sobreexpresa en la linea celular de cancer de colon humano
CaCO2 (Jones et al., 2000). Por tanto, constituye un excelente marcador para distinguir entre células tumorales y célu-
las intestinales normales tanto en seres humanos asi como en modelos murinos. Este patrén diferencial de expresion de
Gb; proporciona la base para los nuevos desarrollos terapéuticos y de diagnéstico de la presente invencién en cancer
colorrectal, y mas generalmente en cualquier célula cancerosa o tumoral que sobreexprese Gbs. La sobreexpresion de
Gbs en células puede someterse a ensayo llevando a cabo un método tal como el dado a conocer en el ejemplo 1 cuando
se somete a ensayo el modelo de ratén, partiendo especialmente de material de biopsia. Otro método abarca realizar
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una MRI para la determinacién de la distribucién de Gb;. Sin embargo, en algunas situaciones, la confirmacién de que
el tumor que va a tratarse es un tumor que sobreexpresa Gb; no se busca especificamente antes de la iniciacién del
tratamiento.

Segtin la invencidn, la expresion “tratamiento terapéutico” abarca la accién del compuesto hibrido de la invencién
que da como resultado un efecto beneficioso para el paciente que se somete al tratamiento, obteniéndose dicho efecto o
bien a un nivel celular o bien a un nivel clinico, incluyendo abarcar como resultado una mejora del estado del paciente o
un estado de remision o una recuperacién de un estado de salud. En la presente invencion, dicho tratamiento terapéutico
se proporciona a un paciente que tiene un tumor y que padece especialmente un cancer.

Segin la invencidn, el término “diagndstico” abarca la deteccidn de un estado patolégico o la deteccién de uno
o varios parametros que pueden correlacionarse de manera o bien directa o bien indirecta, posiblemente en combi-
nacién con otros pardmetros, con un estado patolégico y que pueden proporcionar informacién ttil en un protocolo
de diagndstico. El término también abarca la posible deteccidn cuantitativa de pardmetros relacionados con un estado
patoldgico de este tipo.

En una realizacidn, los compuestos hibridos de la invencién pueden llevar un resto T que es un agente de contraste
para la deteccién de células cancerosas que expresan Gb; mediante técnicas de obtencién de imdgenes en vivo tales
como obtencién de imdgenes por resonancia magnética (MRI). Otras técnicas de obtencién de imigenes en vivo
no invasivas incluyen microscopia de dos fotones, ultrasonidos potenciados por contraste, rayos X potenciados por
contraste, tomografia computarizada, exploracién con isétopos, termografia potenciada por contraste.

Mas particularmente, dichos agentes de contraste pueden seleccionarse de un grupo que comprende compuestos
paramagnéticos, tales como porfirin-gadolinio, porfirin-manganeso, polimero sintético de gadolinio, 4cido gadolinio-
etoxibencil-dietilentriaminapentaacético, DOPTA-gadolinio, ferrofluido y nanoparticulas, que se administran entonces
a seres humanos y animales.

La presente invencion también da a conocer el uso de tales compuestos para el diagndstico in vivo de tumores, mas
especificamente para diagnéstico mediante MRI. El uso es ventajoso para canceres intestinales y colorrectales siempre
que se haya mostrado que los receptores Gb; se expresan especificamente en células cancerosas pero no en células
normales.

El otra realizacion, los compuestos hibridos de la invencién pueden llevar como resto T un profarmaco o farmaco
especifico de tumor que se vectoriza hacia rutas de transporte especificas de tumor en células cancerosas positivas para
Gb; permitiendo el aumento de la eficacia y/o especificidad de estos tratamientos. El resto T también podria ser un
activador de profirmacos mientras que el profirmaco solo se administra directamente mediante cualquier sistema de
administracion de farmacos conocido, es decir, mediante administracion sistémica, transdérmica, oral, rectal.

En general, el uso de la subunidad B como medio de direccionamiento hacia el cancer tiene las siguientes ventajas.
En primer lugar, debido a su pequefio tamafio, la penetracién en el tejido con la subunidad B es eficaz. En segundo
lugar, la respuesta de anticuerpos frente a la subunidad B es ineficaz. En tercer lugar, pueden acoplarse compuestos
selectivos de tumor a la subunidad B. En cuarto lugar, pueden aprovecharse rutas de transporte especificas de tumor
para aumentar la eficacia del tratamiento. En quinto lugar, cuando se realizan modificaciones de la subunidad B, s6lo
necesita conservarse la capacidad de unién a Gb;.

En un aspecto de la invencidn, el farmaco es un fairmaco fotosensibilizador adecuado para fototerapia dindmica
(FTD). La FTD es una técnica recientemente desarrollada para el tratamiento de tumores sélidos en seres humanos.
Se basa en el direccionamiento y la fotoactivacion de colorantes tales como porfirinas o sistemas relacionados dentro
del tejido tumoral. Los acontecimientos moleculares comienzan a entenderse, tales como la muerte celular a través
de apoptosis y otros mecanismos, que implican a las mitocondrias, los nicleos, etc. Algunos fairmacos fotosensibi-
lizadores se usan ya en la préctica clinica (Photofrin®, Foscan®, etc.). Sin embargo, estas sustancias tienen varios
inconvenientes, lo mds notablemente la ausencia de direccionamiento especifico de tumor. Se han propuesto varias
estrategias para mejorar la selectividad de tumor de los fotosensibilizadores. Incluyen el uso de sistemas de admi-
nistracién adaptados tales como liposomas, lipoproteinas, anticuerpos monoclonales, nanoparticulas para modificar la
biodistribucién de los colorantes. Otro enfoque desarrollado en el Instituto Curie es modular la anfifilicidad del macro-
ciclo. Las modificaciones estructurales inducidas mediante glicoconjugacién del sistema tetrapirrlico son un medio
eficaz para crear un equilibrio entre hidrofilicidad e hidrofobicidad. Siguiendo este enfoque, se prepararon macrociclos
tetrapirrélicos tri y tetraglicoconjugados neutros y se evaluaron in vitro para determinar su fototoxicidad (Momenteau
etal., 1999).

Por tanto, se ha sintetizado un macrociclo tetrapirrélico relativamente hidréfilo, glicoconjugado (porfirina), que
porta un grupo bromo-bencilo que permite el acoplamiento a STxB/Cys. La sintesis, el acoplamiento a STxB/Cys y
la purificacién del compuesto resultante se describen a continuacién en el presente documento. Cuando se logra el
contacto con células tumorales, el compuesto terapéutico compuesto por STxB/Cys y la porfirina glicoconjugada se
acumula de manera estable en el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi. Entonces puede activarse localmente
la fototoxicidad de la porfirina mediante irradiacién con luz visible tras el aclaramiento del compuesto citotéxico de
las células que necesitan conservarse, tales como células dendriticas en las que STxB no selecciona como diana la ruta
retrograda (Falguieres et al., 2001).
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En otro aspecto de la invencién, T es un agente citotéxico. Dicho agente citotéxico podria ser téxico para la célula
tras su internalizacién o bien directa o bien indirectamente a través de la accién de un segundo componente, actuando
dicho segundo componente como un medio para transformar un profdrmaco en un farmaco citotéxico.

Un ejemplo de agente citotoxico es neocarzinostatina (NCS). En este caso, m =0y T es la holo-NCS.

La holo-neocarzinostatina (holo-NCS) es el prototipo de la familia de proteinas antibi6ticas. Es un complejo de 11,3
kDa que consiste en un antibiético dodecadina (NCS¢yorm) que contiene la actividad citotéxica, unido reversiblemente a
una proteina portadora conocida como apo-neocarzinostatina (apo-NCS) (para una revision, véase (Favaudon, 1982)).
La holo-NCS es activa en el intervalo nanomolar, y NCS¢y,, escinde el ADN en el transcurso de una reaccion suicida
sin dejar farmaco activo residual tras unos pocos minutos de incubacién. No se ha notificado resistencia a NCScpom
asociada a la importacién reducida del farmaco (MDR).

Las principales lesiones en el ADN inducidas por NCS¢yom €n €l ADN resultan del ataque por radicales y consisten
en una rotura del extremo romo que lleva un residuo de timidina-5’-aldehido en una hebra, con un sitio abdsico a un
intervalo de dos nucleétidos en la hebra complementaria. Este sitio abdsico es el sustrato para la endonucleasa III de
manera que el dafio inducido por NCS¢on, s€ convierte muy rdpidamente en roturas de la doble hebra del ADN en
células vivas. Mutantes de E. coli, células de mamifero o levaduras defectuosos en cualquier ruta de la reparacién de
roturas de la doble hebra, lo més notablemente a través de un defecto en la proteina cinasa dependiente de ADN, son
consecuentemente hipersensibles a la destruccion celular inducida por NCS.

La purificacion de NCS, el método de obtencion del compuesto hibrido en el que NCS estd unido covalentemente a
Cys y el efecto citotéxico de este compuesto hibrido se ilustran en el ejemplo 1 mas adelante en el presente documento.

En otra realizacién de los compuestos hibridos de la invencién, T es un profarmaco y m = 1. Los profarmacos se
definen como agentes terapéuticos que son inactivos pero que se transforman en metabolitos activos mediante bio-
transformacién. El profairmaco se transforma entonces mediante un segundo componente dentro de la célula tras la
internalizacién del compuesto hibrido. Dicho segundo componente podria ser un metabolito celular tal como una enzi-
ma. Un ejemplo de esta realizacién es un compuesto hibrido en el que T es un farmaco citotéxico tal como antraciclinas
(daunomicina, doxorubicina, daunorubicina, etc.), idarubicina, cis-platino, mitomicina C, desacetilvinblastina, meto-
trexato, N-acetilmelfalan, 5-fluorouracilo, mostazas de nitrégeno, caliqueamicina, maitansinoides, ¢ Y es un ligador
sensible a una enzima endégena tal como una manosidasa.

Otra realizacién incluye el enfoque descrito por (Saxon y Bertozzi, 2000). Un precursor de azicar que contiene
un grupo azido se dirige a células cancerosas mediante STxB/Cys. Tras la liberacién del aziicar que porta azido en el
aparato de Golgi, el dltimo se integra en las cadenas de hidratos de carbono de la célula cancerosa. En interaccién con
un profarmaco que porta fosfina, se libera un compuesto terapéutico que actia especificamente en el entorno tumoral.

Otra realizacién incluye el uso de amidoximas (N-hidroxiamidinas) como profdrmacos, escindibles mediante re-
ductasas endégenas.

Varias reductasas son responsables de la reduccién de amidoximas a amidinas. Se ha purificado un sistema enzi-
madtico microsémico del higado humano y porcino que consiste en citocromo b5, su reductasa y una isoenzima P450
(Clement B et al., 1997). Un sistema enzimdtico similar estd presente en las mitocondrias. Se ubican actividades
reductoras en varios 6rganos tales como el higado, riiién, pulmén e incluso el cerebro.

En otra formulacién, se preparan profiarmacos que incorporan enlaces que son sensibles a manosidasa. Los pro-
farmacos se acoplan a STxB/Cys y se dirigen a células cancerosas que expresan Gbs. En este caso, la activacidn del
profarmaco se produce en el aparato de Golgi de la célula cancerosa que usa la manosidasa endégena sin vectorizacién
anterior de la enzima.

En otra realizacién, dicho segundo componente en un compuesto hibrido segtn la invencién en el que T es una
enzima para la transformacién del profarmaco en un fairmaco, cuando dicha enzima no estd presente endégenamente
0 no estd presente en el compartimento seleccionado como diana de la célula, es decir, el aparato de Golgi.

Un ejemplo es el uso de profiarmacos que contienen 4cido glucurénico conjugado a través de un resto ligador al
aminoglicésido de la doxorubicina. Tales profarmacos se sintetizan tal como se describe en (Bakina y Farquhar, 1999).
El profarmaco de antraciclina puede convertirse en doxorubicina mediante la 8-glucuronidasa. En este caso, el resto
T del segundo compuesto es la S-glucuronidasa. En una primera etapa, se acopla la 8-glucuronidasa a STxB/Cys tal
como se describe a continuacion en el presente documento para BSA y NCS. El producto de acoplamiento se dirige al
aparato de Golgi (figura 13) y al reticulo endoplasmadtico de células tumorales que expresan Gb; y se retiene en este
compartimento. En otras células, tales como células dendriticas, el producto de acoplamiento se degrada rapidamente
(Falguieres et al., 2001). En una segunda etapa, el profarmaco se acopla a STxB/Cys. El producto puede activarse
en células que han retenido el producto de acoplamiento STxB/Cys-S-glucuronidasa (células cancerosas), pero no en
células que han perdido este producto (células dendriticas).

En otra realizacion, el profirmaco es un andlogo de nucleétidos que, tras su transformacion enzimética, puede
incorporarse en el ADN en replicacion y detener dicha replicacion. Tales profarmacos para terapia génica suicida
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contra el cancer se revisan en Singhal S. ef al. (1999). Un ejemplo es un compuesto hibrido en el que T es ganciclovir
(GCV) o aciclovir (ACV), e Y es un ligador escindible mediante una enzima endégena tal como manosidasa. El
segundo componente es un segundo compuesto hibrido en el que T es la timidina cinasa del virus del herpes simple
(VHS,-TK). Esta enzima puede convertir GCV o ACV en GCV monofosfato o ACV-monofosfato. Estos nucledsidos
monofosfato se fosforilan entonces para dar andlogos de nucleétidos difosfato y trifosfato mediante cinasas endégenas.
GCV-trifosfato carece del OH 3’ en la desoxirribosa asi como del enlace entre los carbonos 2’ y 3’ que son necesarios
para la elongacion de la cadena de ADN. Como resultado, la integraciéon de GCV-trifosfato provoca una terminacién
prematura de la cadena de ADN y conduce a apoptosis.

Por tanto, la presente invencién abarca también:

- compuestos hibridos en los que Y es un ligador escindible enzimaticamente seleccionado de un grupo que
comprende folatos reducidos y no reducidos escindibles mediante carboxipeptidasa G, grupos fosfato de
profarmacos fosforilados escindibles mediante fosfatasa alcalina, compuestos escindibles hidroliticamente
mediante carboxipeptidasa A, nitrorreductasa para la activacién de profdrmacos, hidrélisis de un anillo
de lactama escindible mediante beta-lactamasa, amida escindible mediante penicilina amidasa, citosina
desamidasa para la activacion de profarmacos, dcido glucurénico escindible mediante beta-glucuronidasa,
galactosa escindible mediante galactosidasa, manosa escindible mediante manosidasa.

- compuestos hibridos en los que Y se selecciona de un grupo que comprende ligadores no selectivos tales
como 4cido glutdrico, dianhidrido de 4cido dietilentriaminapentaacético, carbodiimida, etc., ligadores es-
cindibles mediante dcido tales como anhidrido cis-aconitico, acil hidrazonas, bases de Schiff, ligadores de
tritilo, ligadores de disulfuro degradables lisosémicamente, tales como SPDP.

El experto puede adaptar facilmente esta estrategia de conversioén de profdrmacos usando los compuestos hibridos
segun la invencidn para cualquier principio de profirmaco, y mds particularmente a las terapias suicida complemen-
taria y multiple. El efecto sinérgico de la estrategia suicida multiple permite dosis inferiores o formacos individuales
para una sensibilidad méxima y reduce la citotoxicidad en células no transducidas. Ademas, el desarrollo de resistencia
a la estrategia suicida se reduce en gran medida cuando se seleccionan como diana dos (o0 mds) rutas separadas.

La presente invencion da a conocer el uso de unos compuestos hibridos de féormula STxB-Z(n)-Cys-Y(m)-T para
los tratamientos de células que expresan Gb;. Un ejemplo de estas células son células intestinales, y particularmente
colorrectales que expresan el receptor Gbs sélo cuando son células tumorales.

Por consiguiente, STxB-Z(n)Cys-Y(m)-T tal como se define en la presente invencién proporciona medios para
el tratamiento de estados patogénicos incluyendo tumores o cincer asociado a la sobreexpresion del receptor Gbs en
células tumorales.

La presente invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen al menos un compuesto
hibrido de formula STxB-Z(n)-Cys-Y(m)-T para el diagnéstico o el tratamiento de canceres que tienen sobreexpresion
de células receptoras Gbs, en combinacién con portadores farmacéuticos aceptables.

Debe entenderse en el presente documento que las composiciones farmacéuticas se aplican o bien para el diag-
nostico in vivo o bien para el tratamiento de células cancerosas o tumores y que podrian contener cualquiera de los
compuestos hibridos descritos en el presente documento.

Una composicién farmacéutica segtin la invencién comprende ventajosamente uno o mas componentes que van a
administrarse en una etapa o secuencialmente en el tiempo. Por ejemplo, un primer componente de la composicién
farmacéutica contiene como componente activo un compuesto hibrido en el que T es una enzima, y por ejemplo
B-glucuronidasa que se administra en primer lugar a un paciente que porta un tumor que tiene sobreexpresion de
células receptoras Gb;; el primer componente se administra una vez a tales pacientes; el segundo componente de
la composicién farmacéutica contiene un compuesto hibrido segtn la invencion en el que T es un profarmaco e Y
es dcido glucurénico; este segundo componente de la composicion farmacéutica podria administrarse al paciente
secuencialmente en el tiempo con administraciones repetidas para obtener un efecto a largo plazo del tratamiento.

Una composicion farmacéutica segtin la invencion es particularmente interesante para el tratamiento de tumores in-
testinales y mds particularmente para tumores colorrectales siempre que, se ha demostrado en el presente documento,
en primer lugar que estos tumores expresen especificamente el receptor Gb; y en segundo lugar que las composicio-
nes farmacéuticas que llevan los portadores farmacéuticos para la administracién oral o rectal sean eficaces tras una
administracién oral o rectal de la composicién farmacéutica.

La presente invencion también da a conocer un método para inducir la muerte de células cancerosas que llevan
receptores Gb; que se sobreexpresan, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de al menos un com-
puesto hibrido descrito en el presente documento anteriormente, de manera que se produzca la muerte de las células
cancerosas.
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Por consiguiente, la invencioén se refiere en particular a medios adecuados para el diagndstico in vivo de tumores o
el diagnéstico in vivo del cancer.

La invencién también da a conocer un método para el diagndstico in vivo de células tumorales o cancerosas que
sobreexpresan el receptor Gb;, comprendiendo este método administrar una cantidad eficaz de un compuesto hibrido
que tiene un resto T que es un agente de contraste.

El método para la fabricacién de un compuesto hibrido de la invencidn se describe en el documento WO02060927.
Binfes:

La parte universal del compuesto hibrido, es decir, STxB-Z(n)-Cys podria fabricarse mediante una linea celular
recombinante obtenida mediante transformacién con un pldsmido o vector recombinante que comprende una se-
cuencia polinucleotidica que codifica para la parte STxB-Z(n)-Cys del compuesto hibrido. Mds particularmente,
la secuencia que incluye tal molécula es un polinucleétido aislado seleccionado del grupo de:

(a) un polinucleétido que comprende la secuencia de nucledtidos de STxB que codifica para la subunidad B de
la toxina Shiga o un equivalente funcional de la misma que lleva en su extremo 3’ el codén TGT, o el codén
TGC que codifica para cisteina;

(b)  un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de secuencia de al
menos el 80% con una secuencia de nucleétidos que codifica para la subunidad B de la toxina Shiga o un
equivalente funcional de la misma que lleva en su extremo 3’ el codén TGT o TGC; y

(c) una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de a) o b).

Los enfoques de acoplamiento para la unién covalente del resto -Y(m)-T a STxB-Z(n)-Cys, siendo m 0 6 1, pueden
ser cualquier método o procedimiento descrito o llevado a cabo por un experto.

Un primer método que puede realizarse es el uso del agente reticulante hetero-bi-funcional SPDP descrito por
Carlsson et al. Sin embargo, SPDP puede escindirse mediante tiolasas séricas, lo cual es una causa de la disminucién
del rendimiento de la reaccion.

Un segundo método para el acoplamiento covalente de péptidos STxB-Z(n)-Cys con otro péptido de interés es
producir funciones bromoacetilo o maleimida en este dltimo tal como se describe por P. Schelte ef al. En resumen, el
péptido de interés se activa quimicamente con anhidrido de bromoacetato o mediante un grupo maleimida respecti-
vamente. En condiciones de reaccion apropiadas (pH, temperatura, tiempos de incubacién), estos grupos se eliminan
mediante cis-eliminacién, que se produce respectivamente en enlaces covalentes -S-S, -SCH,-, -S-CO- o -S-NH.

Como ejemplo, el polipéptido o el péptido que va a acoplarse al resto -SH de la cisteina C-terminal del portador
universal, tiene su extremo N-terminal activado con anhidrido bromoacético siguiendo el esquema de reaccién:

BR - CH, - CO - O — CO - CH, - BR + NH, - PEPTIDO = BR - CH, — CO — NH - PEPTIDO
+ BR - CH, — COOH

La funcién bromoacetilo tiene alta quimioselectividad por grupos tioles de péptidos y el péptido activado puede
hacerse reaccionar con STxB-Cys tal como sigue:

STxB — Cys — SH + Br — CH, — CO — NH — péptido = STxB — Cys - S — CH, - CO — NH -
péptido + HBr

El enlace tioéter resultante es estable en hidrolisis.
Otro método para acoplar una molécula al portador universal de la invencién es usar MBS (éster de m-malei-
midobenzoil-N-hidroxisuccinimida) tal como se muestra en la figura 9. Este acoplamiento permite el transporte y

procesamiento de grandes moléculas tales como enzimas.

Otro ejemplo para el acoplamiento de moléculas complejas tales como metaloporfirinas se muestra en el ejemplo
2 mds adelante en el presente documento.

Sin limitar el alcance de los compuestos hibridos de la invencién, su uso y las composiciones farmacéuticas, los
ejemplos y figuras mds adelante en el presente documento ilustran las ventajas de la presente invencion.
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Leyendas de las figuras

Figura 1: Captacién de STxB por tumores intestinales tras 2,5 h, comparacién con tejido normal. Paneles supe-
riores: duodeno normal. Paneles inferiores: tumor de la region periampular. Paneles de la izquierda: los niicleos estdn
teflidos con colorante Hoechst. Paneles de la derecha: tincién anti-STxB.

Figura 2: En tejido normal, las células enteroendocrinas captan STxB. Se muestra una regién de duodeno normal.
Tincién nuclear con Hoechst (panel superior izquierdo), anticuerpo anti-cromogranina A/B (panel superior derecho)
y anticuerpo anti-STxB (panel inferior izquierdo). El panel inferior derecho muestra una superposicién de las tres
tinciones: nicleos (azul), cromogranina A/B (rojo), STxB (verde). El color amarillo demuestra la localizacién conjunta
de la cromogranina y STxB.

Figura 3: Captacién de STxB por tumores intestinales tras 24 h, comparacién con tejido normal. Paneles superiores:
duodeno normal. Paneles inferiores: tumor de la regién periampular. Paneles de la izquierda: los nicleos estan tefiidos
con colorante Hoechst. Paneles de la derecha: tincién anti-STxB.

Figura 4: STxB no estd presente en tejido control (higado), incluso tras 24 h: Paneles superiores: un animal control
no tratado. Paneles inferiores: animal tratado con STxB tras 24 h de incubacion. Paneles de la izquierda: tincién
nuclear (Hoechst), paneles de la derecha: tincion anti-STxB.

Figura 5: Estructura de la metaloporfirina soluble en agua que se acopla a STxB/Cys.

Figura 6: Sintesis de compuestos que se acoplan a STxB/Cys para funcionar como agentes de contraste en RMI
(II-M) o como farmacos citotoéxicos antitumorales para PDT (II).

Figura 7: Espectro de absorcion Optica de holo-NCS/STxB tras la incorporaciéon de NCS¢y,on v filtracion sobre
sephadex G25 para eliminar NCS¢y,on, €n exceso, no especificamente unida.

Figura 8: Resumen del efecto de baja temperatura (0°C) y PPMP sobre la respuesta de células HeLa a holo-
NCS/STxB u holo-NCS 4 nM (en relacién con NCS¢yom). LOs blancos se tratan en hielo para el control.

Figura 9: Esquema del método de acoplamiento de MBS.

Figura 10: Sobreexpresién de Gb; por tumores humanos y murinos. (A) Experimento de recubrimiento con STxB
sobre GSL neutra extraida de muestras de tejido normal (ctrl.) y tumoral obtenidas de ratones Ras-APC. (B) Cuan-
tificacion de la expresion de Gb; en muestras de tejido intestinal normal (barras blancas) o tumoral (barras grises).
Los promedios se muestran en barras negras. (C) Experimento de recubrimiento con STxB sobre GSL neutra extraida
de tejido de colon humano normal (ctrl.) y tumoral. (D) Representacién de la sobreexpresion de Gb; por tumores de
colon humanos. Los resultados se expresan como la razén de expresion de Gb; en tumores con respecto a la expresion
de Gb; en el tejido adyacente normal obtenido del mismo paciente. Se representan seis experimentos independientes
(barras blancas) y su promedio (barra negra).

Figura 11: Obtencion de imdgenes de tumores usando microscopia multifoténica. (A,B,C) Aspecto del tejido intes-
tinal no tratado, revelado mediante autofluorescencia en un tejido no fijado ni tefiido. (A) Vellosidades en el duodeno.
(B) Células epiteliales alineadas en tejido normal. (C) Células escalonadas con nicleos agrandados en tumor desdife-
renciado. (D,E) Experimento de alimentacién por sonda con Cy5-STxB. El tejido tumoral estd marcado intensamente,
mientras que el tejido normal circundante aparece oscuro, debido a regimenes de excitacion reducidos, en comparacién
con (A-C).

Figura 12: Vectorizacién de glico-porfirina H2TPP(p-O-b-D-GluOAc)3(p-CH2Br) hacia células cancerosas. La
linea azul superior (cuadrados en blanco) informa de la respuesta de células Hela en las que se inhibi6 la expresién de
Gb; usando PPMP. La linea roja inferior (circulos en blanco) informa de las células HeLa control. Obsérvese que la
supervivencia se ve afectada significativamente s6lo en células HeLa en las que se expresa Gbs;, mostrando la admi-
nistracién dependiente de receptor de la glico-porfirina H2TPP(p-O-b-D-GluOAc)3(p-CH2Br) a células cancerosas, a
través de STxB.

Figura 13: Andlisis del direccionamiento de S-GUS dependiente de STxB hacia la ruta retrégrada de células can-
cerosas. Obsérvese el recubrimiento perfecto del marcaje (amarillo, panel mds inferior) obtenido con los anticuerpos
dirigidos contra STxB (rojo, panel mas superior) y 8-GUS (verde, panel del medio).

Figura 14: Vectorizacién de la actividad de 8-GUS sobre células cancerosas. Se facilita la actividad de 5-GUS en
unidades arbitrarias. Obsérvese que las células HeLa que expresan Gb; (células Gb;+) muestran un aumento signifi-
cativo de la actividad de 8-GUS de manera comparativa con células que no la expresan (células Gbs-). La actividad de
B-GUS purificado se muestra como control.

Figura 15: Mapa T2 cuantitativo calculado de las cuatro preparaciones de células. Obsérvese que las células con
las que se han asociado NP aparecen oscuras.
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NP no recubiertas se unen facilmente y de manera no especifica a células HeLa. El recubrimiento con BSA (NP-
BSA) reduce la unién no especifica. NP funcionalizadas con STxB NP (STxB-Cys-MBS-BSA-NP) se unen a células
HeLa de una manera dependiente de receptor.

Figura 16: Direccionamiento de biotina acoplada a STxB-EDEKKK hacia el aparato de Golgi de células HeLa. La
biotina se acopla a STxB-EDEKKK segtn las instrucciones del fabricante (Pierce). Tras la unién a células HeLa en
hielo (30 min.), se internaliza STxB-EDEKKK durante 45 min. a 37°C. Las células se fijan, y se tifien de manera doble
para STxB (anticuerpo 13C4) y estreptavidina para detectar biotina vectorizada. Obsérvese que la biotina vectorizada
se acumula en el aparato de Golgi perinuclear.

Ejemplo 1
Validacion del modelo de raton para la administracion diagndstica y terapéutica in vivo de compuestos hibridos
El modelo murino porta un cancer colorrectal.

Se realizaron experimentos piloto para examinar la distribucién tisular de STxB a las 2,5 horas o 24 horas tras
la inyeccién. La STxB se capta mucho en el tejido tumoral, pero no en el epitelio intestinal normal, que expresa
bajos niveles de Gbs. Dado que la STxB es no téxica, este procedimiento puede aplicarse repetidamente para estudios
longitudinales de desarrollo tumoral o regresion tumoral tras el tratamiento.

1.1: Gb; se sobreexpresa fuertemente en tumores intestinales: andlisis de recubrimiento

Se usan tres modelos de ratén modificado genéticamente para cincer colorrectal, y muestran esencialmente los
mismos resultados en este estudio. Se usan animales transgénicos que expresan Ras oncogénico bajo el control del
promotor de vilina en el epitelio intestinal, con el antecedente genético B6D2 (Tg vilina-K-ras V12G; (Janssen et al.,
2002) y la linea de ratén Apc'®®N que porta un alelo mutado heterocigético del locus Apc (poliposis coli adenomatosa)
en el antecedente C57BI/6 (Fodde et al., 1994). Ademds, se crea una linea transgénica doble RasAPC mediante cru-
zamiento de las dos lineas transgénicas. Los animales usados tenfan una edad de >6 meses y un peso de 25-35 gramos
en el momento de la inyeccién. Se mantienen los ratones bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y se alimentan
con dieta convencional y agua a voluntad.

Se procesan las muestras intestinales inmediatamente tras sacrificar el animal. Se abren longitudinalmente los
intestinos grueso y delgado, se diseccionan las regiones tumorales junto con el tejido normal circundante y o bien se
incrustan para obtener criosecciones (véase a continuacion) o bien se fijan en AFA (etanol al 75%, formalina al 20% y
acido acético al 5%) durante 24 horas. Tras incrustar, se cortan secciones de tres um de grosor de los bloques de tejido,
se desparafinan, se rehidratan y se procesan mediante tincién de H&E de rutina. Se clasifican y ordenan los tumores
seglin la clasificacion de tumores de la Organizacién Mundial de la Salud (Hamilton y Aaltonen, 2000). Se consideran
invasivos los adenocarcinomas si se encuentran células epiteliales malignas, dispuestas en estructuras glandulares y/o
trabeculares, invadiendo al menos la submucosa.

Se realiza la extraccidn de lipidos segtin el método de Bligh y Dyer (Bligh y Dyer, 1959). Se pesan el tejido tumoral
humano y de ratén y la muestra no tumoral adyacente, se homogeneizan mecanicamente en 1 ml de tampén acuoso y
se inyectan en 3,75 ml de cloroformo:metanol (1:2).

Tras mezclar, se afiaden 1,25 ml de cloroformo y 1,25 ml de agua. Se separan las fases tras mezclar, y se lava una
vez la fase hidroalcohdlica con 1,5 ml de cloroformo. Se secan las fases de cloroformo combinadas bajo nitrégeno, y
se saponifican los lipidos a 56°C durante 1 hora en 1 ml de metanol/KOH. Se extrae de nuevo una vez la reaccién de
saponificacion tal como se describi6é anteriormente, y se lava la fase de cloroformo una vez con metanol:agua (1:1).
Se colocan los glicolipidos neutros aislados sobre placas de CCF de alta resolucion (Merck, Darmstadt, Alemania) y
se separan con cloroformo:metanol:agua (65:25:4). Se empapan las placas secadas en poli(metacrilato de isobutilo) al
0,1% en hexano, se dejan flotar durante 1 hora en disolucién de bloqueo, seguido por incubacién con STxB (20 nM),
anticuerpos anti-STxB policlonales primarios y anticuerpos anti-conejo acoplados a fosfatasa alcalina o peroxidasa
del rdbano secundarios. Se revelan las bandas reactivas usando quimiofluorescencia o quimioluminiscencia potenciada
(Amersham Pharmacia, Little Chalfont, RU) y Phosphorlmager.

Se comparan los niveles de expresién de Gb; entre tejido normal y tumoral.

La figura 10 muestra la sobreexpresién de Gb; por tumores murinos y humanos.

1.2: Gb; se sobreexpresa fuertemente en tumores intestinales: marcaje de STxB-Cy3 en secciones de tejido

Se lleva a cabo el marcaje de STxB-Cy3 de criosecciones para detectar Gb; enddgena en tejido tumoral e intestinal
normal de animales por lo demds no tratados. Se diluye una disolucién de reserva de STxB-Cy3 (0,22 mg/ml) 22
veces en PBS+ BSA al 0,2% (concentracién final 10 pg/ml), y se incuba sobre secciones durante 30 min. o bien
antes o bien tras la fijacién con PFA a temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente, se tratan las secciones

fijadas con paraformaldehido con NH,Cl 50 mM en PBS durante 20 min., y se solubilizan con Triton X-100 al 0,1%
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durante 5 min. Se realiza la contratincién con FITC-faloidina y colorante Hoechst tal como se describi6 anteriormente.
El tejido normal es globalmente negativo, excepto por una débil tincién que puede observarse algunas veces en las
criptas, y la tincién ocasional de células individuales dentro del tejido normal. Estas células pueden constituir células
enteroendocrinas/linféticas, basdndose en criterios morfolégicos. En cambio, los tumores se tifien fuertemente.

1.3: STxB administrada por via oral alcanza tumores intestinales in vivo

Se acomete un experimento piloto con un marcador de color para seguir la distribucién del fluido inyectado en el
intestino murino: se inyectan 0,5 ml de azul tripano. Se sacrifica el animal tras 45 min., y se extirpa el tracto intestinal
y se analiza para determinar la distribucién del azul tripano. La tincién azul ha avanzado claramente a través de la
mayor parte del intestino delgado.

Se inyectd a dos animales STxB, usando en un animal una dosis de 0,5 ml de una disolucién de 1 mg/ml (animal
A), o una dosis mas pequeia de 0,5 ml de una disolucién de 0,1 mg/ml (animal B). Se usa una aguja de pléstico
flexible con una longitud de 40 mm y un didmetro de 0,4 mm (Marquat Genie Biomedical, Boissy St Leger, referencia
V010440). Se purifica STxB de bacterias (Mallard y Johannes, 2002) y se dializa frente a IPBS antes de la inyeccion.
Se inyecta a los animales en el eséfago una tnica dosis de 0,5 ml de una disolucién de concentraciones variables de
STxB en PBS sin anestesia. Tras la alimentacién forzada, se mantienen los animales durante diversos puntos de tiempo
y se deja que se alimenten con dieta convencional y agua a voluntad.

A las 2,5 horas tras la inyeccidn, se sacrifican los ratones mediante dislocacion cervical y se extirpan los tejidos
para andlisis posteriores. Se toman muestras de tejidos a lo largo del tracto intestinal, asi como tumores de cada animal.
Se prepara el tejido tumoral y normal resecado para obtener criosecciones, o se procesa para la extraccién de lipidos
y los experimentos de recubrimiento posteriores, tal como se describié anteriormente. Se analizan los animales en
criosecciones en serie con los anticuerpos monoclonales asi como policlonales para STxB. Se cortan tejidos de ratén
incrustados en Tissue-tek OCT (Sakura) en secciones en serie a un grosor de 5 um, se secan al aire y se fijan con para-
formaldehido al 3% a temperatura ambiente durante 20 min. Se tratan las secciones fijadas con paraformaldehido con
NH,C1 50 mM en PBS durante 20 min., y se solubilizan con Triton X-100 al 0,1% durante 5 min. Se usan anticuerpos:
anticuerpos monoclonales y policlonales especificos para STxB, diluidos 1/100 (Falguieres et al., 2001), AcM anti-
vilina ID2C3 (Dudouet et al., 1987), AcP anti-Ki67 (Novocastra), antisuero policlonal anti-cromogranina A/B (Pro-
Gen, Heidelberg), los anticuerpos secundarios eran IgG de cabra anti-ratén e IgG de cabra anti-conejo acoplados a
Alexa488 o Cy3 (Jackson Immunoresearch), TRITC-faloidina (Sigma) para visualizar la actina, y el colorante Hoechst
33258 (Sigma) para tefiir los nticleos.

Se identifican las regiones tumorales mediante criterios histoldgicos convencionales, y son positivos para el marca-
dor proliferativo Ki67. Se identifican células epiteliales con un anticuerpo monoclonal anti-vilina. No puede observarse
tincién de STxB en células epiteliales intestinales normales (figura 1), pero se produce una fuerte tinciéon en algunas
células ocasionales que estdn intercaladas en la capa epitelial, y presentan caracteristicas morfolégicas de células
enteroendrocrinas, y se encuentra que son positivas para la tincién con cromogranina A/B, un marcador de células
enteroendocrinas (figura 2). Ademads, se marcan algunas células que podrian ser de origen linfatico (macréfagos o
células dendriticas). Este patrén de tincion se encuentra en el duodeno, el yeyuno y el ileo, pero estd ausente del co-
lon. Los parches de Peyer también permanecen esencialmente sin marcar. Un adenocarcinoma periampular del animal
A se marca muy fuertemente (figura 1). El marcaje comprende aproximadamente el 50% de toda el drea superficial
del tumor, y se encuentra en células epiteliales que revisten estructuras trabeculares o glandulares. Ademads, algunas
veces muestran tincién regiones del estroma con signos de inflamacidn, las células marcadas son de supuesto origen
linfoide. El estroma es por lo demds negativo. Sin embargo, dos lesiones diferentes del mismo animal son negativas,
aparte de la tincion en células de supuesto origen linfoide en el estroma. El animal B recibe la dosis mas débil de STxB
y muestra esencialmente los mismos resultados, el tejido normal es negativo con la excepcién de unas pocas células
individuales. No se marca un tumor periampular, pero se marca un segundo tumor del duodeno en células tumorales de
origen epitelial (tal como se prueba mediante tincidn con anti-vilina). Sin embargo, la intensidad global de la tincién
disminuye notablemente en comparacion con el animal A (dosis de 1,0 mg/ml).

1.4: STxB se conserva en los tumores tras un periodo de incubacion de 24 h

Se inyectan a dos animales 0,35 ml de una disolucién de 1 mg/ml de STxB en PBS. Se sacrifican los ratones tras
24 horas. Se toman muestras de tejido de tejido control (higado), y el tracto intestinal: duodeno, yeyuno, ileo, colon
proximal. Se aislan tumores de ambos animales, y se preparan para criosecciones, y se tifien con Ac policlonal anti-
STxB y anti-cromogranina A/B. Incluso tras 24 horas, todavia puede detectarse STxB en células ocasionales en el
por lo demds epitelio negativo, y estd todavia muy fuertemente presente en tumores (figura 3). No puede observarse
tincion en secciones de higado de ambos animales (figura 4).
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Ejemplo 2
Diagndstico in vivo mediante MRI
2.1: Sintesis y acoplamiento de porfirina (agente de contraste) a STxB-Cys

Un agente de contraste que se usa comtinmente para estudios de RMI son metaloporfirinas paramagnéticas. Para
dirigir una porfirina hidréfila hacia células tumorales, se sintetiza la siguiente sustancia.

Se prepara la porfirina I (figura 6) mediante condensacién de pirrol, para-2,3,4,6-tetraacetilglucosiloxibenzaldehido
(Halazy et al., 1990) y -bromo-para-tolualdehido (Wen et al., 1997) en alto rendimiento (31%) mediante el método
de Lindsey (Lindsey et al., 1987). Se purifica el compuesto I mediante cromatografia en capa fina preparativa de gel
de silice eluida mediante una mezcla de cloruro de metileno/acetona (10/1, v/v) y se caracteriza por métodos fisicos.
Microanalisis para Cg;HgsBrN,Os9, 3 H,O C, 58,03; H, 5,09; N, 5,09 hallado C, 58,07; H, 4,77; N, 2,74, espectro
de UV-visible en cloruro de metileno y .., (nm), (s mmoles™ cm™) 419,5 (414,3), 516 (17,9), 552 (10,5), 591 (6,9),
647 (5,9), espectro de '"H RMN en CDCl; 6 (ppm) 8,88 (s, 8 H, pirrol), 8,26 (d, 2 H, orto-fenilo), 8,16 (d, 6 H, orto-
fenoxilo), 7,82 (d, 2 H, meta-fenilo), 7,42 (d, 6 H, meta-fenoxilo), 5,50 (m, 9 H, H “o0sa”), 5,33 (m, 3 H, H “o0sa”),
4,88 (s, 2 H, CH,Br), 4,45 (dd, 3 H, HC,, “o0sa”), 4,33 (d, 3 H, HC¢, “0sa”), 4,08 (m, 3 H, HC;s “o0sa”), 2,24 (s, 9 H,
acetilo), 2,14 (s, 9 H, acetilo), 2,13 (s, 18 H, acetilo), -2,79 (s, 2 H, NH). Se obtiene cuantitativamente el compuesto
glicoconjugado II (figura 6) a partir del I mediante tratamiento con MeONa/MeOH (Zemplén, 1927). espectro de UV-
visible en DMSO . (nm), (¢ mmoles™ cm™) 422 (373,7), 517,5 (16,2), 554 (11,5), 592,5 (6,7), 649 (6,6), espectro
de "H RMN en DMSO d; 6 (ppm) 8,87 (s, 6 H, pirrol), 8,82 (s, 2 H, pirrol), 8,24 (d, 2 H, orto-fenilo, J = 7,9 Hz), 8,13
(d, 6 H orto-fenoxilo, J = 7,9 Hz), 7,89 (d, 2 H, meta-fenilo, J = 8,3 Hz), 7,48 (d, 6 H, meta-fenoxilo, J] = 8 Hz), 5,7
(s, 2 H, CH,Br), 5,23 (d, 3 H, HC, “o0sa”), 3,82 (d amplio, 3 H, HC,, “ona”), 3,54 (m, 3 H, HC¢, “o0sa”), 3,42 (m, 3
H, HC; “osa™), -2,91 (s, 2 H, NH), espectro de *C RMN en DMSO d¢ 6 (ppm) 157,4 (para-C fenoxilo), 141 (meso-
C fenilo), 137 (para-C fenilo), 135,1 (meso-C y meta-C fenoxilo), 134,5 (orto-C fenilo), 131 (C-H pirrol), 127 (meta-
C fenilo), 120 (meso-C) 114,3 (orto-C o meta-C fenoxilo), 100,5 (C; “osa”), 73,5 (C2 “osa”), 60,7 (Cs “o0sa”), 45,7
(CH,Br), MALDI-TOF calculado; para Ce;Hs, BrN,O,5 1240,32, M + 1 hallado 1241,48.

Para el acoplamiento del compuesto II o II-M a STxB/Cys, se incuban 3 mg/ml de STxB/Cys en borato 10 mM pH
9,0, NaCl 75 mM, DMSO al 50% durante 2 horas a temperatura ambiente con un exceso de 5 veces de compuesto Il o
II-M. Se verifica el acoplamiento mediante MALDI-TOF, y se purifica la proteina acoplada mediante filtracién en gel
y se almacena a -80°C.

2.2: Acoplamiento de BSA a STxB/Cys y union a nanoparticulas (o ferrofluido; agente de contraste)

Se incuban 20 mg/ml de albiimina sérica bovina (BSA) purificada en HEPES 100 mM, pH 7.4, con 1 mM del
MBS reticulante heterobifuncional durante 30 min. a temperatura ambiente. Se hace pasar la reaccién a través de una
columna de filtracién en gel equilibrada con PBS/EDTA 10 mM. Se concentra la BSA eluida hasta 20 mg/ml. Se
mezcla 1 volumen de STxB/Cys a 3,5 mg/ml en PBS/EDTA con 1 volumen de BSA activada y se incuba durante
la noche a temperatura ambiente. Se purifica el producto de acoplamiento haciéndolo pasar sobre una columna de
inmunopurificacién anti-STxB y una columna de intercambio aniénico MonoQ. Segtin el andlisis de tipo Western, el
producto es esencialmente puro. Se realiza la unién de STxB/Cys-BSA a nanoparticulas tal como se describe (Wilhelm
et al., 2002).

2.3: Obtencion de imdgenes no invasiva de la distribucion de Gb;
Principio

La monitorizacion de la distribucion Gb; mediante técnicas de MRI requiere la administracién de un compuesto
compuesto por la molécula especifica de receptor, STxB, unida a un agente de contraste paramagnético apropiado
(ferrofluido o porfirina). La acumulacién de este agente de contraste dirigido en el sitio de fijacion modifica localmen-
te las tasas de relajacién de agua R1, R2, R2* conduciendo a una modificacién de sefial MRI usando secuencias de
obtencién de imdgenes ponderadas en T1 y/o T2 y/o T2*. Una diferencia de sefial significativa en las imdgenes obte-
nidas antes y después de la administracién del agente de contraste representa las regiones de sobreexpresion de Gb;
cuando no puede excluirse la acumulacién no especifica. Puede aplicarse el protocolo a diferentes tipos de tumor que
sobreexpresan Gb;. Se optimiza el procedimiento de medicién tipico descrito a continuacién en el presente documento
para la obtencién de imagenes de tumores intestinales desarrollados por el modelo de ratén transgénico.

Adquisicion de imdgenes

En primer lugar, se detectan los tumores mediante MRI en una sesién de examen sin administracioén de agente de
contraste. Se realiza la obtencién de imdgenes en un minisistema de obtencién de imdgenes de campo alto, en este
caso un sistema Bruker Biospec 47/30 equipado con un imén horizontal de 4,7 Teslas. Para esto, se anestesia el ratén
(anestésico preferido: isoflurano) y se coloca en una camilla en posicion supina. Se colocan tubos que contienen agua
templada en circulacion cerca del animal con el fin de mantener la temperatura corporal. Se introduce el animal en una
sonda de MRI adaptada al tamafio del animal. La sonda preferida es una sonda de tipo cilindrica con ranuras casera (d
=44 mm). También se introduce un tubo que contiene una disolucién acuosa con tasas de relajacion R1/R2 ajustadas
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en la sonda de MRI y sirve como referencia de intensidad de sefial externa. Ha de realizarse el sincronismo respiratorio
con el fin de obtener imédgenes de la regién abdominal con el minimo de artefactos de movimiento. Existen diversos
enfoques para el sincronismo respiratorio en el ratén. El dispositivo de sincronismo de alta sensibilidad preferido es
casero y se basa en una cdmara inflable colocada en el abdomen del ratén y conectada a un transductor de presién
que suministra la sefial de sincronismo por medio de medios electronicos apropiados al sistema de MRI. Se realiza
la deteccion del tumor por medio de una secuencia de obtencién de imédgenes de eco de espin rdpido ponderadas en
T2 de 3D con un campo de visiéon que cubre normalmente el higado y la region intestinal. En estas condiciones los
tumores aparecen como regiones de hipersefial. La resolucién de la imagen es normalmente de 0,1 x 0,1 x 0,5 mm®.
Se localizan los tumores con respecto a marcadores anatémicos, por ejemplo la unién del estdmago con el intestino.
Entonces se obtienen imagenes de los tumores con secuencias de echo de gradiente rdpido ponderadas en T1 y T2*.
Esto finaliza la primera sesién de obtencién de imdgenes.

Se realiza la segunda sesion de obtencion de imédgenes en el mismo ratén tras la administracion del agente de
contraste (administracién preferida: oral). El protocolo de obtencién de imagenes coincide exactamente con el de la
primera sesion de obtencién de imagenes.

Andlisis de imdgenes

Las regiones de interés (ROI) que cubren los tumores se definen en cortes colocalizados a partir de dos sesiones de
obtencion de imagenes. Se miden las intensidades medias de las ROI y se normalizan con respecto a la intensidad de
la referencia externa. La intensidad de sefial significativamente diferente detectada en tumores tras la administracién
del agente de contraste demuestra por tanto la sobreexpresion de Gb3.

2.4 Experimento de RMI adicional

Se realiza la MRI en sedimentos de células HeLa (aproximadamente 50 x 10° células/sedimento) obtenidas tras la
incubacién con agentes de contraste a base de nanoparticulas de 6xido de hierro (nanoparticulas, NP) y posterior cen-
trifugacién en tubos Eppendorf. Mds precisamente, la preparacion de la muestra de células comprendio las siguientes
etapas principales: 1. Incubacién de las células y NP a 4°C durante 30 min. (unién); 2. lavado (3 veces); 3. incubacién
a 37°C durante 2 horas (endocitosis); 4. lavado (3 veces); 6. centrifugacion. Se usaron cuatro condiciones diferentes:
1. Incubacién con nanoparticulas de 6xido de hierro (NP) no tratadas; 2. incubacién con nanoparticulas recubiertas
con BSA (NP-BSA); 3. incubacién con el agente de contraste dirigido, es decir NP-BSA unido a STxB (STxB-Cys-
MBS-BSA-NP); 4. la misma condicién que (3.) con células tratadas con PPMP para reducir la expresién de Gbs.

Para la obtencién de imagenes mediante MR a 4,7 Teslas, se pusieron muestras de células en un soporte de muestras
que permite la obtencion de imdgenes simultdnea de las cuatro muestras. Se realizé una medicién cuantitativa del
tiempo de relajacion T2 (= inverso de la tasa de relajacién R2) usando una secuencia de MRI multieco de cortes
individuales (10 ecos, tiempos de eco que oscilan desde 4,5 ms hasta 45 ms).

Se ilustran los resultados en la figura 15.

Ejemplo 3
Obtencion de imdgenes de tumores usando microscopia multifotonica
Método

Se colocan muestras de tejido tumoral resecado a partir de ratones villin-RasV12 directamente en una cidmara
de obtencién de imdgenes que contiene medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) sin rojo de fenol. Se
us6 un microscopio Olympus invertido IX70. Un laser de Ti:Zafiro pulsado sintonizable (Tsunami; Spectra Physics)
bombeado por un laser Nd-YVO4 (Milennia, Spectra Physics) proporciona 70 pulsos fs a 750 nm con una repeticién
de 80 MHz. Se detecta la fluorescencia con el fotomultiplicador Fluoview incorporado (R928, Hamamatsu Photonics)
en la configuracién sin barrido.

Puede usarse STxB funcionalizada para seleccionar como diana e identificar tumores intestinales mediante enfo-
ques de obtencion de imagenes exhaustivas no invasivos. El fluor6foro Cy3, cuando se acopla a STxB, se acumula
fuertemente en tumores intestinales, demostrando que STxB suministra agentes de contraste para el diagndstico in
vivo a tumores que expresan Gb3. Se mostr6 esto usando la capacidad de biopsia éptica de la obtencién de imagenes
multifoténicas. Lo primero de todo, se observan vellosidades del duodeno de tejido resecado canceroso o normal sin
fijacién o tincidén anterior, usando autofluorescencia no linear (figura 11 A-C). La alineacién regular de los ntcleos
(zonas oscuras) en las células epiteliales es claramente visible (figura 11 B). En cambio, los nicleos aparecen esca-
lonados y alargados en la muestra de tumor desdiferenciado (figura 11 C). Entonces se alimentan de manera forzada
ratones transgénicos con STxB acoplada a fluor6foro. Tras 6 horas, se resecan muestras tumorales asf como muestras
de mucosa normal y se observan mediante obtencién de imdgenes multifoténicas. El tejido normal aparece oscuro,
mientras que el tejido tumoral estd marcado intensamente con el STxB internalizada (figura 11 D-E).

Se ilustran los resultados en la figura 11.
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Ejemplo 4
Tratamiento del tumor mediante fototerapia dindmica
Método

Se disuelve la glicoporfirina H2TPP(p-O-K-0O-GluOAc)3(p-CH2Br) en DMSO a 0,7 mM y se mezcla con un
volumen igual de STxB-Cys a 5,3 mg/ml. Se incuba la mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente y entonces se
hace pasar a través de una columna de filtracién en gel G25. El producto de acoplamiento se congela rdpidamente en
nitrégeno liquido y se mantiene a -80°C para almacenamiento.

Se cultivan células tumorales humanas (o bien carcinoma de colon HT29 o bien adenocarcinoma de cuello uterino
Hela) en MEM de Dulbecco complementado con suero de ternera fetal al 10% (FCS). Se siembran células del cultivo
en fase logaritmica en microplacas de 96 pocillos (0,2 ml-3 x 10* células/pocillo) y se mantienen a 37°C en una
incubadora con camisa exterior de agua durante 3 horas bajo una atmdsfera de aire/CO, (5% de CO,). Se afiaden los
compuestos sometidos a prueba en el volumen minimo. Se incuban las placas durante 3 horas, entonces se elimina el
medio y se lavan la células dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) antes de la adicién de medio
nuevo libre de farmaco. Se realiza irradiacién con luz visible (2 J/cm?) a través del fondo de las placas usando una “caja
de luz” casera equipada con un filtro naranja (0% de T a 520 nm y 80% de T a 590 nm y superior) conduciendo a una
fluencia de 2 mW/cm?. Se incuban las placas durante tres dias antes de la evaluacion de la supervivencia celular usando
el ensayo MTT (Mosmann, 1983) usando 30 min. de incubacién con 10 ug/pocillo de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma). Tras la eliminacién del medio, se recogen los cristales de formazan con 100
11 de DMSO y se mide la absorbancia a 540 nm con un lector de microplacas de Bio-Rad (Modelo 450). Se expresa
la supervivencia como % de controles no tratados.

La comparacién entre el tratamiento con porfirina libre o con conjugado STxB-porfirina o bien en células HeLa-
Gb3*, células HT29 (con baja expresion de Gb;) o bien células HeLLa con expresion de Gbs totalmente inhibida permite
verificar el direccionamiento de colorante especifico mediante STxB.

Se ilustran los resultados en la figura 12.

Ejemplo 5
Tratamiento del tumor mediante neocarzinostatina
a) Purificacion de neocarzinostatina

Se adquiere holo-NCS de Nippon Kayaku Co. (Tokio, Japdn) y se purifica tal como se describe (Favaudon, 1983).
Se dializa la holo-NCS purificada frente a agua destilada acidificada con dcido acético 1 mM, se liofiliza hasta sequedad
y se almacena en la oscuridad a -80°C.

La preparacion de holo-NCS es > 98% pura a partir del isoelectroenfoque (gradiente de pH 2,5-4,5) en gel de po-
liacrilamida y estd libre de apo-NCS contaminante a partir de la espectroscopia de fluorescencia y absorcién. NCScprom
estd en su mayoria (> 90%) en la forma “A” segiin la nomenclatura de Napier et al. (Napier et al., 1981).

Se titulan las disoluciones de holo-NCS mediante espectrofotometria de absorcién usando los coeficientes de
extincion molar, concretamente, &,7; = 14,4 mM™'.cm™" para apo-NCS y, para holo-NCS, &,73 =354 mM.cm™ y &34
=109 mM"'.cm™.

b) Acoplamiento de apo-NCS a STxB-Cys

Se incuban 20 mg/ml de apo-NCS purificada en HEPES 100 mM, pH 7,4, con 1 mM del MBS reticulante hetero-
bifuncional durante 30 min. a temperatura ambiente. Se hace pasar la reaccion a través de una columna de filtracién
en gel equilibrada con PBS que contiene EDTA 10 mM. Se concentra la apo-NCS activada eluida hasta 20 mg/ml. Se
mezcla un volumen de STxB/Cys a 3,5 mg/ml en PBS/EDTA con 1 volumen de apo-NCS activada y se incuba durante
la noche a temperatura ambiente. Se purifica el producto de acoplamiento haciéndolo pasar sobre una columna de
inmunopurificacién anti-STxB y una columna de filtracién en gel. Segtn el andlisis de tipo Western, el producto de
acoplamiento, denominado apo-NCS/STxB, es esencialmente puro.

¢) Incorporacion de NCScpom en el conjugado apo-NCS/STxB

Se suspende 1 umol de polvo de holo-NCS liofilizado (11,3 mg de peso seco) en 1 ml de metanol anhidro, enfriado
con hielo acidificado con HCI 1 N, y se incuba durante 10 min. con agitacién con vortex cada 2 min. seguido por
centrifugacion (10 min. a 11.000 g). Se recoge la fraccion sobrenadante que contiene NCScy,on libre y se titula mediante
espectrometria de absorcién tal como se describe (Favaudon, 1983). Se realiza todo el procedimiento a la temperatura
del hielo en la oscuridad. El rendimiento de la extraccién de NCS¢yon €5 proximo al 50%.
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Se enfrian seis nmoles del conjugado apo-NCS/STxB en 1 ml de tampén PBS, pH 7.4 en hielo y se mezclan con
agitacion con voértex con un exceso molar de 10 veces de NCS¢y,on, de la preparacion anterior. Se forma un precipitado,
probablemente debido al pH 4cido o a la baja solubilidad de la NCScyn libre en medio acuoso. Se centrifuga la
preparacion (10 min., 11.000 g). Se carga la fraccién sobrenadante en una columna de 1,0 x 20 cm de Sephadex G-25
equilibrada con tampén fosfato 20 mM, pH 6,4. Se redisuelve el sedimento en 500 y1 del mismo tampdn, y se junta en
la columna con la primera fraccién sobrenadante. Se realiza la elucion en tamp6n fosfato 20 mM, pH 6,4. Se realizan
todas las operaciones en la oscuridad a 4°C. Se comprueban las fracciones recogidas mediante espectrofotometria de
absorcion; las fracciones que contienen proteina (detectadas mediante un absorbancia a 280 nm) presentan una banda
de absorcién centrada a 340 nm, tipica de NCS¢y,o, unida a proteina (figura 7).

Se juntan las fracciones de proteina, se concentran mediante centrifugacion sobre una unidad de filtro centrifugo
Centricon® (punto de corte de 3.000 Da), se esterilizan mediante filtracién sobre una unidad Millex® (tamafio de poro
de 0,2 um) y se almacenan en la oscuridad a temperatura de nitrogeno liquido (para almacenamiento prolongado se
recomienda bajar el pH hasta pH 5,0). La concentracién final del holo-NCS/STxB reconstituido es de 9,8 uM con
respecto a la absorcién de NCScy,,, unida a protefna a 340 nm.

d) Ensayos de citotoxicidad

Se mantienen células de adenocarcinoma de cuello uterino humano HeLLa como monocapas de crecimiento expo-
nencial en medio esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco con glucosa 4,5 g/l, piruvato 0,1 g/l, penicilina
10° UL/, estreptomicina 0,1 g/l, Glutamax I 0,86 g/l y suero de ternera fetal al 10% v/v (37°C, 5% de CO,), sin o con
DL-treo-1-fenil-2-hexadecanoil-amino-3-morfolino- 1-propanol (PPMP) 5 uM para inhibir la expresién de Gb;. Cuan-
do esta presente, se introduce PPMP en los precultivos durante al menos 6 dias antes de los ensayos de citotoxicidad
y estd presente hasta el lavado del farmaco.

Se realizan los ensayos de citotoxicidad en paralelo usando células HeLa subcultivadas con o sin PPMP. En resu-
men, se siembran las células a una densidad de 800 células (matraces de 25 cm?) y se incuban durante 4 horas antes
del tratamiento para permitir la adhesion y extension. Se tiene cuidado para evitar la contaminacién de suspensiones
de células semilla en grupos, puesto que su presencia introduce errores mayores en la medicién de la clonogenicidad.

Para la determinacion de la citotoxicidad de holo-NCS u holo-NCS/STxB, se descongelan alicuotas estériles de
farmaco inmediatamente antes de su uso, se ajusta a la concentracién adecuada en PBS pH 6,0 e inmediatamente se
introducen en los matraces de cultivo. Se llevan a cabo todos los experimentos en luz tenue para prevenir la fotodes-
composicion de los fadrmacos.

Los inventores observan que el efecto citotéxico completo de holo-NCS se desarrolla en 6 min. de incubacién
solamente (37°C), y el aumento de la duracién del contacto con el fairmaco mas alld de ese tiempo no da como
resultado un aumento de la destruccion celular. Por esta razén se limit6 la duracién de la exposicion al farmaco a 15
min. desde el principio hasta el fin.

Tras el tratamiento, se lavan los matraces dos veces con solucion salina equilibrada de Hank, se suministra medio
nuevo y se devuelven a la incubadora durante 8 dias. Entonces se fijan las colonias con metanol, se tifien y se puntian.

e) Citotoxicidad frente a células HeLa

En primer lugar se verifica que la citotoxicidad de holo-NCS permanece sin cambios tras su acoplamiento a
STxB/Cys. Usando holo-NCS y holo-NCS/STxB, la concentracién de firmaco que destruye el 50% de la pobla-
cién celular, es de 0,71 + 0,05 nM. Entonces se investiga la citotoxicidad de holo-NCS y holo-NCS/STxB a 0°C sin 'y
con PPMP, usando una concentracion letal de NCS (4 nM). La base de este experimento es que se sabe que holo-NCS
es inactiva a baja temperatura (Kappen et al., 1980) mientras que STxB todavia puede unirse y saturar su receptor en
estas condiciones (Johannes et al., 1997), y se espera que se internalice tras el calentamiento.

Se enfrian las células sembradas en matraces en hielo durante 15 min. antes de su exposicién a holo-NCS u
holo-NCS/STxB. Entonces se introducen los firmacos (4 nM) y se incuban durante otros 15 min. en hielo. En ese
momento, se elimina el medio mediante aspiracién, y se aclaran cuidadosamente los matraces dos veces con solucién
salina equilibrada de Hank enfriada con hielo para eliminar los formacos. Finalmente, se suministra a los matraces
medio libre de farmaco enfriado con hielo y se permite que vuelvan a equilibrarse a temperatura ambiente, entonces
se incuban a 37°C durante 8§ dias. Se preparan blancos para comprobar que no se introduce toxicidad enfriando las
células durante la duracién del experimento. Se muestran los resultados en la figura 8.

La supervivencia a holo-NCS estd en el intervalo del 90% o mas. Por tanto, una baja temperatura efectivamente
suprime la citotoxicidad de holo-NCS. En cambio, el holo-NCS/STxB todavia es activo a 0°C, de manera que la su-
pervivencia celular es de aproximadamente el 30% solamente. E1 PPMP indujo resistencia notable a holo-NCS/STxB.

En general, el experimento muestra que STxB puede llevar a cabo la incorporacién del farmaco en células en
condiciones que limitan la captacién del farmaco por otras rutas. Puesto que el nimero de sitios de receptor de STxB
en la superficie celular es limitado, se sugiere que el método funcionard especificamente con farmacos que actdan en
el intervalo nanomolar.
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En este estudio se expande el uso de STxB como vector para seleccionar como diana especificamente células tumo-
rales, y se somete a prueba con éxito el direccionamiento en modelos de ratén para cdncer colorrectal. Se muestra que
puede administrarse STXB por via oral a ratones, en los que alcanza los tumores intestinales en 2,5 horas, y muestra
fuerte concentracién en tejido tumoral en comparacion con tejido control (higado) y tejido intestinal normal. Ademas,
se conserva STxB en los tumores incluso tras un periodo de incubacién de 24 h. La STxB funcionalizada es una
herramienta valiosa para someter a prueba enfoques terapéuticos y diagndsticos novedosos. Se usa para estudiar acon-
tecimientos tempranos en la formacién de tumores en el intestino, que se ha comprobado que es dificil de visualizar
con otras técnicas. Se emprendieron estudios de RMI antes y después de la aplicacién de un agente de contraste unido
a STxB con el fin de distinguir mejor el tumor de su tejido circundante. Ademads, se ejecutan estudios longitudinales
basados en técnicas de obtencién de imagenes no invasivas con este agente funcionalizado. Finalmente, los agentes
de contraste usados en tumores humanos que se injertan por via ortotopica en el intestino ciego de ratones atimicos
inmunocomprometidos.

Ademads, se preparan composiciones novedosas usando STxB como vehiculo que permite el direccionamiento de
compuestos terapéuticos hacia tumores que expresan Gb3. Se ha demostrado el efecto de estas composiciones en
células tumorales in vitro, en tumores en los modelos animales descritos y en tumores humanos.

Ejemplo 6
Administracion de enzimas para la activacion de profdrmacos

Acoplamiento quimico de $-Glucuronidasa a STxB-Cys. Se hacen reaccionar 3 mg/ml de S-glucuronidasa (8-GUS)
purificada en HEPES 100 mM, pH 7,4 con 90 uM del MBS reticulante heterobifuncional durante 30 min. a temperatura
ambiente. Se separa el MBS que no reaccioné del complejo 8-GUS-MBS formado mediante filtracién en gel a través
de una columna PD-10 equilibrada con PBS-EDTA 10 mM. Entonces se concentra la 8-GUS activada hasta 2 mg/ml,
se mezcla con un exceso molar de 35 de STxBCys y se incuba durante la noche a temperatura ambiente. Se purifica
el complejo STxB-Cys-B-GUS formado haciéndolo pasar sobre una columna de filtracién en gel y una columna de
inmunoafinidad anti-STxB. El producto de acoplamiento purificado es sumamente puro, tal como se somete a prueba
mediante inmunotransferencia de tipo Western, y la actividad de la enzima no se altera mediante las modificaciones
quimicas.

Direccionamiento celular de STxB-Cys acoplado a [3-glucuronidasa. Se estudian las propiedades de trafico de
STxB-Cys-B-GUS en células Hela, en comparacién con 8-GUS y STxB-Cys. Se incuban células Hela (0,75 x 10°),
que se hicieron crecer sobre cubreobjetos de vidrio, con 0,5 uM de STxB-Cys, 8-GUS o 8-GUS-STxB-Cys durante 30
min. a 4°C (etapa de unién). Entonces se lavan las células con medio de cultivo enfriado con hielo, se cambian a 37°C
durante 40 min. (etapa de internalizacién), se fijan con PFA al 4% durante 10 min., se permeabilizan con saponina,
se tifien con los anticuerpos primario y secundario indicados y se analizan mediante microscopia confocal. Se ilustran
los resultados obtenidos en la figura 13.

Los experimentos de microscopia confocal muestran un recubrimiento perfecto del marcaje obtenido con los anti-
cuerpos dirigidos frente a STxB y S-GUS (figura 13). No se observé tincién celular en el caso de 8-GUS no vectorizado
(datos no mostrados). Estos resultados demuestran claramente el direccionamiento de S-glucuronidasa en la ruta de
transporte retrégrado, usando STxB para la vectorizacion.

Se ilustran los resultados en la figura 13.

Actividad [3-glucuronidasa vectorizada asociada a células. Se someti6 a prueba si la vectorizacién de S-GUS me-
diante STxBCys da como resultado un aumento en la actividad enzimaética celular en células Hela que expresan o no
el receptor Gb3 de la toxina Shiga. Se realiza el ensayo enzimdtico de B8-GUS en presencia de 4-metilumbeliferilglu-
curénido, que tras su hidrélisis mediante S-GUS produce 4-metilumbeliferona (4-MU), fluorescente cuya actividad
fluorescente se mide mediante fluorimetria.

Se incuban células Hela (10°) durante 30 min. a 4°C en presencia o ausencia de STxB-Cys-8-GUS 0,5 uM (etapa de
unioén). Tras el lavado con medio de cultivo, se cambian las células a 37°C durante 60 min. (etapa de internalizacién).
Se preparan lisados celulares en tampén RIPA (PBS 1X, NP40 al 1%, Doc al 0,5%, SDS al 0,5%). Se resumen en
la figura 14 la actividad S-GUS celular basal y la actividad 8-GUS asociada a células Hela que expresan y que no
expresan Gb3, tratadas con S-GUS-STxB. Las células HeLa que expresan Gb3 muestran un aumento significativo de
la actividad S-GUS en comparacién con células que no expresan. Estas tltimas presentan el mismo nivel de actividad
B-glucuronidasa que las células control (actividad basal), indicando que el direccionamiento celular de la actividad 8-
GUS es dependiente del sistema STxB/Gb3.

Tomados juntos, los datos demuestran que este enfoque, basado en el acoplamiento quimico de S-GUS a STxB-
Cys, no altera la actividad enzimdtica de S-GUS y es apropiado para dirigir la enzima activa para estrategias de pro-
farmaco.

Se ilustran los resultados en la figura 14.
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Ejemplo 7
Meétodos de acoplamiento alternativos

Alternativas al acoplamiento por medio de grupos sulfhidrilo (-SH) son el acoplamiento por medio de grupos amino
(-NH2), hidratos de carbono, carboxilos (-COOH) o hidroxilos (-OH). Ejemplos de grupos reactivos en los compuestos
que van a vectorizarse son imidoésteres (reaccionan en aminas primarias), ésteres de N-hidroxisuccinimida (reaccionan
en aminas primarias), maleimidas (reaccionan en sulfhidrilos), haloacetilos (reaccionan en sulfhidrilos), hidrazinas
(reaccionan en hidratos de carbono oxidados), carbodiimidas (reaccionan en carboxilos).

La STxB de tipo natural no estd glicosilada. Puede obtenerse STxB glicosilada para acoplamiento quimico ex-
presando una variante que porta un sitio de glicosilacién de STxB en células competentes para glicosilacidn, tales
como la levadura Pichia pastoris. Estdn presentes grupos amino, carboxilatos e hidroxilos en STxB de tipo natural,
y el acoplamiento quimico da como resultado mezclas heterogéneas que contienen proteina inactivada. Para obtener
algin grado de acoplamiento de sitio dirigido, se fusionan aminodcidos con cadenas laterales apropiadas al extremo
carboxilo terminal de STxB. En un ejemplo, se fusiona la secuencia de aminodcidos EDEKKK (Glu-Asp-Glu-Lys-
Lys-Lys) al extremo carboxilo terminal de STxB de tipo natural. La reaccién con biotina activada con éster de N-hi-
droxisuccinimida permite introducir biotina en STxB-EDEKKK sin inactivar la proteina, tal como se muestra a modo
de ejemplo en la figura 16 en la que puede detectarse biotina vectorizada con STxB en el aparato de Golgi de células
HeLa.

Se ilustran los resultados en la figura 16.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un compuesto hibrido para la fabricacion de una composicion ttil para el diagndstico o el tratamiento de
células tumorales intestinales que sobreexpresan el receptor Gb;, en el que dicho compuesto hibrido tiene la siguiente
férmula: STxB-Z(n)-Cys-Y(m)-T en la que

- STxB es la subunidad B de la toxina Shiga,

- Zm)enelquenes 06 1ycuandones 1, Z es un residuo de aminodcido que carece de grupo sulfhidrilo, o
es un polipéptido,

- Cyses el residuo de aminodacido para la cisteina,

- T es una molécula unida mediante un enlace covalente a la parte de S de la Cys, seleccionado de un grupo
que comprende:

agentes para el diagnéstico in vivo,

agentes citotdxicos,

profarmacos, o

enzimas para la conversién de un profdrmaco en un farmaco,

- Y(m)enelquemes 06 1ycuando mes 1, Y es un ligador entre T y Cys, siendo dicho ligador o bien
escindible o bien no escindible para la liberacién de T tras la internalizacién del compuesto hibrido en
dichas células.

2. Uso de un compuesto hibrido segtin la reivindicacién 1, en el que n = 0.

3. Uso de un compuesto hibrido segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que T es un agente de contraste para MRI
seleccionado de un grupo que comprende compuestos paramagnéticos, tales como porfirin-gadolinio, porfirin-man-
ganeso, polimero sintético de gadolinio, 4cido gadolinio-etoxibencil-dietilentriaminapentaacético, DOPTA-gadolinio,
ferrofluido y nanoparticulas.

4. Uso de un compuesto hibrido segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que m = 1 y T se selecciona de un grupo que
comprende farmacos citotoxicos tales como antraciclinas (daunomicina, doxorubicina, daunorubicina), idarubicina,
cis-platino, mitomicina C, desacetilvinblastina, metotrexato, N-acetilmelfaldn, 5-fluorouracilo, mostazas de nitrégeno,
caliqueamicina, maitansinoides, conjugados con un ligador sensible a enzimas;

- andlogos de nucleétidos que pueden detener la replicacién del ADN tales como ganciclovir o aciclovir,
- amidoximas.

5. Uso de un compuesto hibrido segtin la reivindicacién 1, en el que el ligador Y es un ligador escindible enzi-
madticamente seleccionado de un grupo que comprende folatos reducidos y no reducidos escindibles mediante car-
boxipeptidasa G, grupos fosfato de profarmacos fosforilados escindibles mediante fosfatasa alcalina, compuestos es-
cindibles hidroliticamente mediante carboxipeptidasa A, nitrorreductasa para la activacién de profdrmacos, hidrélisis
de un anillo de lactama escindible mediante - beta-lactamasa, amida escindible mediante penicilina amidasa, citosina
desamidasa para la activacién de profarmacos, dcido glucurénico escindible mediante beta-glucuronidasa, galactosa
escindible mediante galactosidasa, manosa escindible mediante manosidasa.

6. Uso de un compuesto hibrido segtin la reivindicacién 4, en el que la enzima es enddgena en la célula que
sobreexpresa Gb; o se internaliza con un segundo compuesto hibrido segtn la reivindicacion 1 en el que T es dicha
enzima.

7. Uso de un compuesto hibrido segtn la reivindicacién 1, en el que T es una enzima seleccionada de un grupo que
contiene peptidasas, timidina cinasa de VHS,, lipasas, glicosidasas.

8. Uso de un compuesto hibrido segtn la reivindicacién 1, en el que T es un farmaco fotosensibilizador para
fototerapias dindmicas.

9. Uso de un compuesto hibrido segin la reivindicacioén 8, en el que el farmaco se selecciona de un grupo que
comprende Photoform®, forean®, macrociclo tetrapirrélico glicoconjugado tal como porfirina.
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10. Uso de un compuesto hibrido segtin la reivindicacién 1, en el que T es holo-neocarzinostatina.

11. Uso de un primer compuesto hibrido segtn la reivindicacion 1, en el que T es un profarmaco, y de un segundo
componente para transformar el profidrmaco en un firmaco téxico, para la fabricacién de una composicion ttil para el
tratamiento de células tumorales intestinales que sobreexpresan el receptor Gb;.

12. Uso segun la reivindicacién 11, en el que el segundo componente es un compuesto hibrido segtin la reivindica-
cion 1, en el que T es una enzima para transformar dicho profarmaco en un farmaco téxico.

13. Uso seguin la reivindicacién 11 6 12, en el que los dos compuestos se administran simultdnea o secuencialmente.

14. Uso segtn una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que dichas células tumorales intestinales son
células tumorales colorrectales.

15. Compuesto hibrido segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, 14, para su uso en el diagnéstico o el
tratamiento de células tumorales intestinales que sobreexpresan el receptor Gbs.

16. Composicion seglin una cualquiera de las reivindicaciones 11-14, que comprende un primer compuesto hibrido

seglin la reivindicacion 1, en el que T es un profdrmaco, y un segundo componente para transformar el profairmaco en
un farmaco toxico, para su uso en el tratamiento de células tumorales intestinales que sobreexpresan el receptor Gbs.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 9
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Obtencion de imagenes de tumores usando microscopia multifoténica

Figura 11
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Figura 13: Analisis del direccionamiento de -GUS dependiente de
STxB hacia la ruta retrograda de células cancerosas
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Figura 14: Vectorizacion de la actividad de 3-GUS sobre
células cancerosas
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Figura 15:

NP-BSA-STxB
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