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DESCRIPCION

Composiciones para distribuir dcido nucléicos a células.
Referencias cruzadas para solicitudes relacionadas

Esta solicitud esta relacionada con las solicitudes previas provisionales 60/383.201, presentada el 24 de mayo de
2002 y 60/411.332 presentada el 17 de septiembre de 2002.

Antecedentes de la invencion

Los polimeros bioldgicamente activos tales como las proteinas, las enzimas y los 4cidos nucleicos (ADN y ARN)
se han distribuido a las células usando los compuestos anfifiticos que contienen dominios tanto hidréfobos como hi-
dréfilos. Tipicamente, estos compuestos anfifaticos se organizan en estructuras vesiculares tales como los liposomas,
micelas o estructuras de micelas invertidas. Los liposomas pueden contener un volumen acuoso que se rodea comple-
tamente de una membrana compuesta de moléculas de lipidos (normalmente fosfolipidos) [New 1990]. Para distribuir
los 4cidos nucleicos a las células se han usado liposomas cargados positivamente, neutros y cargados negativamente.
Por ejemplo, la expresion de ADN pldsmido en el higado se ha logrado mediante liposomas distribuidos por la vena
de la cola o por vias intraportales. Para empaquetar dcidos nucleicos en complejos para la distribucién de los dcidos
nucleicos a las células se han usado, también, las micelas cargadas positivamente.

Los polimeros se han usado, también, ampliamente, para la distribucién de polimeros biol6gicamente activos a
las células. Numerosas aplicaciones de distribucién de fairmacos utilizan matrices polimeras como el excipiente del
farmaco. Se han usado polimeros para la distribucién de dcidos nucleicos (polinucleétidos, oligonucledtidos y ARN)
a las células con fines de investigacién y terapéuticos. Esta aplicacién se ha denominado transfeccion y terapia génica
o terapia antisentido, respectivamente. Uno de los diversos métodos de distribucién de acido nucleico a las células
es el uso de complejos ADN-policatiéon. Se mostré que proteinas catidnicas como histonas y protaminas o polimeros
sintéticos como polilisina, poliarginina, poliornitina, DEAE dextrano, polibreno y polietilenimina son eficaces agentes
de distribucién intracelular. Los policationes son un enlazador muy conveniente para asociar receptores o ligandos
especificos con el complejo de dcido nucleico-policatiéon y, como resultado, los complejos de 4cido nucleico-polica-
tién pueden ser dirigidos a tipos de células especificos. Los policationes también protegen el dcido nucleico en los
complejos contra la degradacién de la nucleasa. Esta proteccidn es importante para la conservacion tanto extracelular
como intracelular del dcido nucleico.

El principal mecanismo de la translocacién del dcido nucleico al espacio intracelular podia ser una endocitosis
de adsorcion no especifica. La distribucién del gen usando polimeros catidnicos puede incrementarse impidiendo la
acidificacién endosémica tal como con NH,CI o clorocina. Algunos polimeros, tales como polietilenimina y acido
poli(propil-acrilico), pueden poseer también membrana disruptiva o propiedades endosomaliticas. Varios informes
han atribuido las propiedades de polietilenimina de distribuir el gen a un efecto tampoén o de esponja de protones. La
ruptura de endosomas se ha informado, también, como un resultado del enlace a los agentes disruptivos endosémicos
del policatién tales como los péptidos de fusion o los adenovirus.

Los policationes pueden, también, facilitar la condensacién del dcido nucleico. El volumen que una molécula de
ADN ocupa en un complejo con policationes es inferior, de manera espectacular, al volumen de una molécula de ADN
libre. El tamafo de un complejo ADN/polimero es, probablemente, critico para la distribucién de genes in vivo. En
términos de inyeccién intravenosa, el ADN necesita cruzar la barrera endotelial y llegar a las células parenquimales
de interés. Los mds grandes ventanales del endotelio (agujeros en la barrera endotelial) aparecen en el higado y tienen
un didmetro medio de 100 nm. Los poros trans-epiteliales en otros 6rganos son mucho mas pequefios, por ejemplo,
el endotelio del musculo puede describirse como una estructura que tiene un gran nimero de pequefios poros con un
radio de 4 nm, y un nimero muy bajo de poros grandes con un radio de 20-30 nm. El tamafio de los complejos de
ADN es, también, importante para el proceso de absorcién celular. Después de enlazar con las células, el complejo
ADN-polication se absorben, probablemente, por endocitosis. Por tanto, los complejos de ADN mds pequeiios de 100
nm son los preferidos.

Sumario de la invencion

En una realizacion preferida, los autores de la invencién describen composiciones para la distribucién de un po-
limero bioldgicamente activo a una célula que comprende: compuestos que contienen amidinio ciclico. Los amidinio
ciclico son grupos derivados de la ciclacién intramolecular de una amina con una amida (que da como resultado la
formacién de un anillo que se deshidrata) en el mismo polimero. La estructura de anillo resultante tiene una carga for-
mal positiva, pero puede encontrarse en un polimero que tenga una carga global positiva, negativa o neutra. El tamafio
del anillo puede ser de 5 a 9 dtomos pero, lo mds favorablemente, un anillo de 5, 6, u 8§ miembros, tal como un imi-
dazolinio, un anillo 1,3-piperazinio y un anillo heterociclico de 8 miembros con nitrégeno en las posiciones 1 y 3. La
amida puede ser alquilica, arilica, o puede tener cualquier sustitucién o funcionalidad. Los polimeros y composiciones
de la invencidn, son ttiles para la distribucién de compuestos a las células in vitro e in vivo. Los compuestos que
pueden distribuirse a las células pueden seleccionarse de la lista que comprende: polinucleétidos, oligonucleétidos,
ADN, ARN, siARN, andlogos de ADN y de ARN, y polimeros biolégicamente activos.
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La presente invencion se refiere, también, a composiciones que comprenden: policationes derivados de la cicla-
cién intramolecular de polietilenimina, lineal o ramificada, acilada. Los polimeros obtenidos son copolimeros de las
subunidades seleccionadas del grupo constituido por: etilamina, imidazolinio sustituido en posicién 2, y N-acil-eti-
lenamina. Un poliimidazolinio preferido es un derivado de polietilenimina lineal con N-propionilo. Los polimeros y
composiciones de la invencién pueden usarse para la distribucién de compuestos a células in vitro e in vivo. Los com-
puestos que pueden ser distribuidos a las células usando los polimeros descritos pueden ser seleccionados de la lista
que comprende: polinucledtidos, oligonucledtidos, ADN, ARN, si-ARN, andlogos de ADN y de ARN, y polimeros
biol6gicamente activos.

La presente invencién prevé la transferencia de polinucleétidos, y otros polimeros biolégicamente activos, a cé-
lulas in vitro e in vivo, que comprende: asociar el polimero biolégicamente activo con un compuesto seleccionado
del grupo constituido por: compuestos que contienen amidinio ciclico, compuestos que contienen amidinio polici-
clico, compuestos que contienen imidazolinio, compuestos poliimidazolinio, compuestos que contienen imidazolina,
compuestos poliimidazolina, compuestos que contienen anillos 1,3-piperazinio y compuestos con anillo poli(1,3-pi-
perazinio); y distribuir el complejo a la célula. El complejo puede ser distribuido por via intravascular, intrarterial,
intravenosa, oral, intraduodenal, por el yeyuno (o por el ileon o por el colon), por via rectal, transdérmica, subcuténea,
intramuscular, intraperitoneal, intraparenteral, por inyecciones directas sobre el tejido, por las membranas mucosas,
o en los conductos de las glandulas exocrinas salivales u otras. El polimero puede se modificado para contener uno
o mds grupos funcionales que realcen la distribucion del polinucleétido de otro polimero bioldgicamente activo a la
célula.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la invencidn serdn evidentes de la descripcion detallada siguiente
cuando se toman conjuntamente con los dibujos que se adjuntan.

Breve descripcion de las figuras
Fig. 1A-1B. Ilustraciones de las estructuras quimicas para (A) amidina ciclica y (B) amidinio ciclico.
Fig. 2. Ilustracién de una reaccion de transamidacion.
Fig 3. [lustraciones de las estructuras quimicas de anillos heterociclicos de imidazolinio.
Fig. 4. Ilustracién de la formacién de imidazolinio a partir de N-acil-N,N’-difenil-etilendiamina.
Fig. 5. Tlustracion de la formacion de imidazolinio a partir de N-alquilacién de un anillo de imidazolina.
Fig. 6. Ilustracion de las formaciones de un polimero de poliimidazolina y un polimero de poli-imidazolinio.
Fig. 7. Ilustraciones para la hidrdlisis dcida y la hidrdlisis basica de una amida.
Fig. 8. Ilustracién de la estructura quimica de 2-imidazolina.
Fig. 9. Tlustracién de la estructura quimica de 1,3-piperazinio.
Fig. 10. Tlustracién de la polimerizacién quimica para formar polietilenimina ramificada.
Fig. 11. Ilustracién de la polimerizacién quimica para formar polietilenimina lineal.

Fig. 12. Espectros UV de [PEI sustituida un 10% con N-propionilo incubada a 4°C (1) o agitada a 37°C (2). La
concentracion de polimero era de 0,2 mg/ml en agua.

Fig. 13. Espectros de IR de [PEI sustituida un 10% con N-propionilo incubada a 4°C (1) o agitada a 37°C (2).
Fig. 14. Comparacién de la transfeccién de pulmon in vivo después de inyeccidn, en la vena de la cola, de complejos
ADN/policatiéon que contienen /PEI (no curada) sustituida con N-propionilo o polimero que contiene imidazolinio

(curado).

Fig. 15. Efecto del pH en la formacién de anillo de imidazolinio en /PEI sustituida con N-propionilo medido por
absorbancia UV.

Fig. 16. Ilustraciones de las estructuras quimicas de polimeros MC1016 (N,N’-dimetiletilendiamina monopropio-
nilada) y MC1017 (N,N’-dimetiletilendiamina N,N’-dipropionilada).

Fig. 17. Espectros UV de MC1016 calentada a 70°C frente a no tratada.
Fig. 18. Espectros UV de la formacién de amidinio a partir de pentaetilenhexamina monoacilada.

Fig. 19. Espectros UV de la formacién de polimero de poliimidazolinio.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2328 031 T3

Fig. 20. Espectros UV de la formacién de yoduro de 1,2-dimetil-imidazolinio, yoduro de 1,2,3-trimetil-imidazoli-
nio y 1,1,4-trimetil-4-acil-etilendiamina.

Fig. 21. Espectros UV del polimero que contiene imidazolinio derivado de la polimerizacién de 2-metil-2-imida-
zolina y epiclorohidrina.

Fig. 22. Espectros UV del polimero que contiene imidazolinio derivado de la polimerizacién de 2-metil-2-imida-
zolina y poliepiclorohidrina.

Descripcion detallada de la invencion

Los autores de la invencién describen una nueva clase de compuestos que contienen amidinio ciclico (Fig. 1) que
facilitan la distribucién de polimeros bioldégicamente activos a las células. Especificamente, la invencién se refiere a
compuestos que contienen estructuras de anillo heterociclico catiénico derivado de la adicién en 1,2 intramolecular de
una amina a una amida, seguido por deshidratacién. En esta invencidn, se contemplan polimeros con cuatro a once, y
mas preferiblemente cuatro a siete, enlaces de amina alejados de un carbonilo de amida que pueden experimentar esta
ciclacién intermolecular. Estos polimeros contienen sistemas de anillo 1,3-heterociclico que poseen una carga formal
positiva. La amida puede formarse en un polimero preformado mediante una reaccién de acilacién bien conocida en
la técnica. Ademads, puede sintetizarse un polimero que contiene una amida; por ejemplo, el polimero resultante de la
polimerizacién de una 2-oxazolina. Una hidrélisis de amida controlada puede conducirse para sintetizar un polimero
con la proporcién deseada de unidades que contienen amida y unidades que contienen amina libre (o sal de amina
protonada). El polimero resultante puede entonces tamponarse entre pH 2-8 y dejar que experimente la reaccién
de ciclacién. Estos polimeros pueden seleccionarse de la lista que comprende: polietileniminas parcialmente aciladas
(IPEL brPEI), polivinilamina parcialmente acilada, polialilamina parcialmente acilada, y polipropilamina parcialmente
acilada. Las estructuras de anillo formadas pueden seleccionarse de la lista que comprende: anillos de imidazolinio,
anillos 1,3-piperazinio, y anillo heterociclico de 8 miembros con nitrégeno en posiciones 1y 3.

La Fig. 1A representa un anillo de amidina. El anillo de amidina puede ser alquilado en el nitrégeno para pro-
porcionar un anillo de amidinio (Fig. 1B). El anillo de amidinio puede formarse, también, a partir de la ciclacién
intramolecular y deshidratacién de una amida y una amina.

En un amidinio (subunidad amidinio), los sustituyentes R1, R2, R3 pueden ser independientemente un radical
hidrégeno o un radical carbono con cualquier sustitucién. El anillo puede ser de 5 a 12 dtomos, y puede contener
heterodtomos adicionales ademds de los 4tomos de nitrégeno en posiciones 1 y 3. Ademds, el anillo puede sustituirse
en otras posiciones, independientemente de que sea un radical hidrégeno, un radical carbono con cualquier sustitucion,
o un radical heterodtomo con cualquier sustitucion. El contraién (X) puede ser cualquier contraién. Los contraiones
incluyen pero no se limitan a cloruro, bromuro, yoduro y tosilato.

Un poliamidinio es un polimero (copolimero aleatorio, copolimero de bloques u otro copolimero) que contiene
dos o mas subunidades amidinio. Un poliamidinio significa, también, un homopolimero de la subunidad amidinio.
La subunidad amidinio puede estar en la cadena principal del polimero o como una cadena lateral fuera de la cadena
principal del polimero. El polimero puede ser un polimero neutro neto, un policatién o un polianién.

Una poli(2-amidina) es un polimero (polimero aleatorio o polimero de bloques) que contiene una o mas subuni-
dades amidina. Una poli(2-amidina) significa también un homopolimero de la subunidad 2-amidina. La subunidad
amidina puede estar en la cadena principal del polimero o como una cadena lateral fuera de la cadena principal del
polimero. El polimero puede ser un polimero neutro neto, un policatién, o un polianién.

En una 2-amidina (subunidad amidina), los sustituyentes R1, R2 pueden ser, independientemente, un radical hidré-
geno o un radical carbono con cualquier sustitucion. El anillo puede ser de 5 a 12 4&tomos y puede contener heteroato-
mos adicionales ademds de dtomos 1,3-nitrégeno. Ademads, el anillo puede estar sustituido en otras posiciones, siendo,
independientemente, un radical hidrégeno, un radical carbono con cualquier sustitucién o un radical heterodtomo con
cualquier sustitucion.

Las amidas experimentan diversas transformaciones quimicas. Por ejemplo, las amidas se conocen por reaccionar
con amidas o lactamos (amidas ciclicas) en una reaccion de transamidacion, dando como resultado la formacion de
un nuevo enlace amida (y un producto de expansién de anillo correspondiente en el caso de lactamos) [Chimishkyan
1985; Garcia 1982; Stach 188; Krammer 1977; Krammer 1978; Askitoglu 1985]. Las reacciones de transamidacion se
conocen por ser sustitucién dependiente tanto de la amina como de la amida. Fig. 2.

Se ha informado de las reacciones de transamidacién intramoleculares tanto en las amidas de alquilo como en las
amidas de arilo. También, se ha informado de las reacciones intramoleculares entre aminas y amidas. En numerosos
estudios, se ha observado una deshidratacién del producto inicial de la adicién. Esta reaccion lleva a la formacién
de un anillo heterociclico, en concreto a la formacién de un sistema de anillo imidazolinio (Fig. 3A) [May et al.
1951; Jaenicke et al 1959; Hafferl, et al. 1963; Barnett ef al. 1966]. En particular, la reaccion de ciclacién se ha
estudiado en derivados monoacilados de N,N’-difeniletilendiamina (Fig. 4). A medida que el anillo de imidazolinio
(Fig. 4B) se forma en la ciclacién, hay un cambio en la absorbancia UV del material, con una nueva absorbancia
que se desarrolla en el intervalo de A = 220-240 nm. Los informes indican que la reaccién es reversible, dependiendo
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del pH de la solucién, favoreciendo un imidazolinio en condiciones desde casi neutras a 4cidas, y como un anillo
abierto S-amino-amida en condiciones bésicas. Ademds de los métodos de preparacion adicidn-deshidratacion, puede
formarse un anillo imidazolinio mediante la N-alquilacién de la imidazolina correspondiente (Fig. 5) [Anderson et al.
1986; Gruseck et al. 1987; Fernandez et al. 1987; Salerno et al. 1992; Perillo et al. 1975] a través de una ciclacion
de i6n nitrilio [Leonard 1965; Pfeil et al. 1965; Leonard et al. 1967], o por una reaccién de ciclacién de una sal de
diazapentadinio [Lloyd et al. 1978].

Los sistemas de imidazolinio se han desarrollado como tensioactivos para uso como inhibidores de corrosion.
Ademds, se han preparado lipidos de imidazolinio, y se han formulado con ADN en un complejo [Lasic et al. 1997], y
con ADN para un sistema de distribucién liposémica in vivo [Niven et al. 1998]. También, se han preparado polimeros
de imidazolina e imidazolinio (Fig. 6). Estos sistemas de polimeros han encontrado uso como ayudantes de floculacién
para el desaguado de lodos. Los autores de la invencién muestran ahora que los sistemas de amidinio policiclico son
utiles para la distribucién de 4cido nucleico a las células.

La hidrdlisis de amidas es un método bien conocido en la técnica y puede realizarse con procedimientos cataliza-
dos tanto por dcidos como por bases (Fig. 7). Ambos métodos dan como resultado la formacién de 1 equivalente de
dcido carboxilico (o0 i6n carboxilato) y 1 equivalente de amina (o i6n de amonio), y son fundamentalmente irrever-
sibles. Generalmente, la hidrélisis de amida catalizada por bases es menos fiable que la hidrélisis 4cida y por tanto,
generalmente, no se usa. La hidrdlisis de amida no es tan facil como la hidrélisis de ésteres y, normalmente, requiere
condiciones mads rigurosas, tales como temperatura elevada.

Poliimidazolinio: Un poliimidazolinio es un polimero (copolimero aleatorio, copolimero de bloques u otro copo-
limero) que contiene dos 0 mas subunidades imidazolinio. Un poliimidazolinio significa, también, un homopolimero
de la subunidad imidazolinio. La subunidad imidazolinio puede estar en la cadena principal del polimero o como una
cadena lateral fuera de la cadena principal del polimero. El polimero puede ser un polimero neutro neto, un policatién
0 un polianién.

Subunidad imidazolinio: En un imidazolinio (subunidad imidazolinio), los sustituyentes R1, R2, R3, R4a, R4b, R5a
y R5b (Fig. 3) pueden ser, independientemente, un radical hidrégeno o un radical carbono con cualquier sustitucion. El
contraién (X) puede ser cualquier contraién. Los contraiones incluyen pero no se limitan a cloruro, bromuro, yoduro y
tosilato. Un anillo de imidazolinio puede formarse mediante la N-alquilacién de la imidazolina correspondiente (Fig.
5).

Poli-2-imidazolina: Una poli-2-imidazolina es un polimero (polimero aleatorio o polimero de bloques) que con-
tiene 2 0 més subunidades imidazolina. Una poli-2-imidazolina significa, también, un homopolimero de la subunidad
2-imidazolina. La subunidad imidazolina puede estar en la cadena principal del polimero o como una cadena lateral
fuera de la cadena principal del polimero. El polimero puede ser un polimero neto neutro neto, un policatién o un
polianidén.

Subunidad 2-imidazolina: En una 2-imidazolina (subunidad imidazolina), los sustituyentes R1, R2, R4a, R4b, R5a
y R5b (Fig. 8) pueden ser, independientemente, un radical hidrégeno o un radical carbono con cualquier sustitucion.

Poli(1,3-piperazinio): Un poli(1,3-piperazinio) es un polimero (copolimero aleatorio, copolimero de bloques u
otro copolimero) que contiene 2 o mas subunidades 1,3-piperazinio. Un poli(1,3-piperazinio) significa, también, un
homopolimero de la subunidad 1,3-piperazinio. La subunidad 1,3-piperazinio puede estar en la cadena principal del
polimero o como una cadena lateral fuera de la cadena principal del polimero. El polimero puede ser un polimero
neutro neto, un policatién o un polianién.

1,3-piperazinio (Subunidad 1,3-piperazinio) (Fig. 9): En un 1,3-piperazinio (subunidad 1,3-piperazinio), los sus-
tituyentes R1, R2, R3, R4a, R4b, R5a, R5b, R6a y R6b pueden ser, independientemente, un radical hidrégeno o un
radical carbono con cualquier sustitucion. El contraién (X) puede ser cualquier contraién. Los contraiones incluyen
pero no se limitan a cloruro, bromuro, yoduro y tosilato.

Los polimeros de amidinio policiclico pueden prepararse a partir de una clase de polimeros denominados polieti-
leniminas. Las propias polietileniminas se han usado frecuentemente en el drea de la distribucién de 4cido nucleico.
La polietilenimina se conoce en dos versiones preparadas mediante dos procesos de polimerizacion caracteristicos.
La polietilenimina ramificada (brPEI) se prepara por polimerizacién de aziridina (etilenimina) (Fig. 10). Durante la
reaccion de polimerizacion, las aminas primaria y secundaria formadas pueden actuar como nucleéfilos, atacando otra
molécula de aziridinio para producir una estructura muy ramificada. La composicién de brPEI comercialmente dis-
ponible se ha evaluado recientemente que contiene una proporcién de los grupos aminos de amina primaria : amina
secundaria : amina terciaria de 1:1:1 [Kissel 2000]. La brPEI se puede polimerizar, también, en condiciones de que
se obtenga un grado inferior de ramificacién, dando como resultado una proporcién de los grupos aminos de amina
primaria : amina secundaria : amina terciaria de 1:2:1.

Se ha mostrado que la polietilenimina lineal (/PEI) exhibe una inferior citotoxicidad si se compara con la brPEI y
es un eficaz agente de transferencia de genes. [Boussif ef al. 1995; Behr 1999; Reny 1998; Patente de Estados Unidos
N° 6.013.240; Park et al. 2001]. La PEI lineal se obtiene mediante una polimerizacién de apertura de anillo de la
N-alquil-2-oxazolina, seguido por desproteccién inducida por dcidos de la amida resultante (Fig. 11). El polimero
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se representa por la férmula general: HO-(CH,),N-(CH,-CH,-NH),-(CH,),-N-R, en la que el grupo R se deriva del
iniciador usado en la reaccién de polimerizacidn (la figura representa el oxazolinio final que es hidrolizado al hidroxilo
terminal). Por ejemplo, se la polimerizacién se inicia con yoduro de metilo, el grupo R en la estructura serfa CH;. La
PEI lineal vendida para aplicaciones de terapia génica [Polyplus-transfeccion SAS (JetPEI); Fermentas (ExGen500)],
se ha descrito como un polimero lineal de etilamina, que contiene todas las aminas secundarias, como se representa
en la figura.

Las polietileniminas pueden acilarse en el &tomo de nitrégeno segtin métodos bien conocidos en la técnica. Los
polimeros resultantes tienen cuatro enlaces carbonilo de amida a partir de una amina. Estos polimeros pueden reco-
gerse en soluciones acuosas a pH 8 o inferior, y calentarse suavemente o almacenarse durante periodos a temperatura
ambiente para facilitar la reaccion de ciclacion para formar el anillo de amidinio ciclico, en concreto un anillo de imi-
dazolinio. El polimero resultante es, por tanto, una combinacién de etilenimina, N-acil-etilenimina (de amidas que no
ciclan), y monémeros de imidazolinio sustituidos en posicion 2. La proporcién de los monémeros en el polimero final
puede controlarse por el nivel de acilacién de la polietilenimina. Ademas, se contempla la funcionalidad adicional pue-
de incluirse facilmente en el sistema uniendo la funcionalidad a un 4tomo de nitrégeno en la polietilenimina mediante
una acilacién. La amida resultante estaria disponible para experimentar la reaccién de ciclacion, proporcionando un
imidazolinio 2-sustituido que contiene la funcionalidad atada a la posicién 2 del anillo de imidazolinio.

El tamafio de un complejo de 4cido nucleico/policatién puede ser un factor para la distribucién de genes a las
células, particularmente in vivo. Habitualmente, el tamafio de un acido nucleico de interés es grande, demasiado
grande para facilitar la distribucién sin compactar, o condensar, el acido nucleico. Para la distribucién in vivo, el
complejo necesita cruzar la barrera endotelial para alcanzar las células parenquimales. Los ventanales mds grandes del
endotelio (agujeros en la barrera endotelial) aparecen en el higado y tienen didmetros medios de 100 nm. Los poros
trans-epiteliales en otros drganos son mucho mas pequeios. El endotelio del musculo, por ejemplo, puede describirse
como una estructura que tiene un gran nimero de pequefios poros, de radio 4 nm, y un nimero muy bajo de grandes
poros con un radio de 20-30 nm. El tamafio del complejo puede, también, ser importante para la absorcién celular,
siendo las particulas mas pequefias las mds facilmente endocitadas.

Hay dos métodos principales para compactar el dcido nucleico: 1. Se ha mostrado que los cationes multivalentes
con una carga de tres o superior condensan espontidneamente el dcido nucleico en condiciones tampdn apropiadas.
Estos cationes multivalentes incluyen espermidina, espermina, Co(NH;)s**, Fe** y polimeros naturales o sintéticos
tales como histona H1, protamina, polilisina y polietilenimina. Un anélisis ha mostrado que la condensacién de 4cido
nucleico se ve favorecida cuando el 90% o mas de las cargas a lo largo de la cadena principal azicar-fosfato se
neutralizan [Wilson et al. 1979]. 2. Los polimeros (neutros o anidénicos) pueden incrementar la repulsién entre el
acido nucleico y su entorno, y se ha mostrado que compactan el acido nucleico. Lo mads significativamente, se ha
mostrado que el proceso espontdneo de automontaje y agregacion del dcido nucleico resulta de la restriccion de grandes
cantidades de dcido nucleico, debido al efecto del volumen excluido. [Strzelecka 1990a; Strzelecka 1990b]. Ya que el
auto-montaje se asocia con soluciones densas de acido nucleico local o macroscépicamente, se espera que la insercién
de 4cido nucleico en pequefias cavidades de agua con un tamafo comparable al dcido nucleico tenderd a formar
estructuras, monomoleculares u oligomoleculares, compactas.

El mecanismo de condensacién de dcido nucleico no estd claro. La fuerza electrostatica entre hélices no perturbadas
se eleva principalmente a partir de un mecanismo de fluctuacién del contraién que requiere cationes multivalentes y
juega un papel principal en la condensacion del dcido nucleico. Las fuerzas de hidratacién predominan sobre las
fuerzas electrostéticas cuando las hélices del dcido nucleico se acercan mds que unos pocos didmetros de agua. En
un ejemplo de interacciones de dcido nucleico/policatién polimero, la condensacién de dcido nucleico es un proceso
mds complicado que el ejemplo de policationes de bajo peso molecular. Diferentes proteinas policatiénicas pueden
generar formaciones en toroide y en varilla con un 4cido nucleico en una proporcién de carga positiva a negativa de
2-5. Los complejos de ADN T4 con poliarginina o histona pueden formar dos tipos de estructuras; una estructura
alargada con una longitud del eje mayor de aproximadamente 350 nm (como ADN libre) y particulas esféricas densas.
Ambas formas existen simultdneamente en la misma solucién. La razén para la coexistencia de las dos formas puede
explicarse como una distribucién irregular de las cadenas de policatién entre las moléculas de dcido nucleico. La
distribucién irregular genera dos conformaciones termodindmicamente favorables.

La movilidad electroforética de los complejos de dcido nucleico/policatién puede cambiar de negativo a positivo
en presencia de policatién en exceso. Probablemente es que los grandes policationes no se alinean completamente a lo
largo del 4cido nucleico sino que forman bucles de polimero que interaccionan con otras moléculas de acido nucleico.
La répida agregacién y las grandes fuerzas intermoleculares entre diferentes moléculas de dcido nucleico pueden
impedir el lento ajuste entre hélices necesario para formar particulas compacta y ordenadamente empaquetadas.

Los polimeros de amidinio policiclico pueden prepararse tal que tengan suficiente carga positiva para formar com-
plejos con el 4cido nucleico. Alternativamente, los monémeros de amidinio ciclico y los pequefios mondmeros de
amidinio policiclico pueden polimerizarse usando un proceso denominado de polimerizacién por plantilla. Los ca-
tiones de bajo peso molecular con valencia, es decir carga, <+3 no condensan el ADN en soluciones acuosas en
condiciones normales. Sin embargo, las moléculas catiénicas con la carga <+3 pueden polimerizarse en presencia
de 4cido polinucleico y los polimeros resultantes pueden causar que el dcido polinucleico condense en estructuras
compactas. Tal método se conoce en la quimica de los polimeros sintéticos como polimerizacién por plantilla. Duran-
te este proceso, los monémeros (que estn inicialmente débilmente asociados con la plantilla) se colocan a lo largo
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de la cadena principal de la plantilla, fomentando de ese modo su polimerizacién. La débil asociacién electrostatica
del polimero activo y de la plantilla se vuelve mds fuerte con el crecimiento de la cadena del polimero. Trubetskoy
et al usaron dos tipos de reacciones de polimerizacién para lograr la condensacién del ADN: polimerizacién por
etapas y polimerizacién en cadena [Trubetskoy et al. 1998; U.S. 08/778.657; U.S 09/000.692; U.S. 97/24.089; U.S.
09/070.299; y U.S. 09/464.871]. La bis(2-aminoetil)-1,3-propanodiamina (AEPD), una tetramina con 2,5 cargas posi-
tivas por molécula a pH 8 se polimeriz6 en presencia de ADN plasmido usando los reticuladores divisibles de disulfuro
amino-reactivos ditiobis-(succinimidil-propionato) y dimetil-3,3’-ditiobis-propionimidato. Ambas reacciones produ-
jeron complejos ADN/polimero con un retraso significativo en la electroforesis de geles de agarosa, demostrando as{
una union significativa y condensacion de ADN. Blessing et al usaron un derivado de bis-tiol de espermina y una re-
accién de intercambio tiol-disulfuro para activar el crecimiento de la cadena. La presencia de ADN acelerd la reaccién
de polimerizacién que se midi6 por la velocidad de desaparicion de los tioles libres en la mezcla de reaccion [Blessing
et al. 1998].

Para incrementar la estabilidad de un complejo poli(amidinio ciclico)/acido nucleico el polimero puede reticularse.
La estabilidad de las particulas de 4cido nucleico, basadas en la condensacién de dcido polinucleico, es generalmente
baja in vivo o en presencia de otros polianiones porque los complejos se comprometen facilmente en reacciones de
intercambio de polianiones. El proceso de intercambio consta de dos etapas: 1) formacién rdpida de un complejo triple
dcido nucleico-policatién-polianién, 2) sustitucién lenta de un polianidn (dcido nucleico) con otro. En condiciones
de equilibrio, este proceso da como resultado la formacién de un nuevo complejo binario y un exceso de un tercer
polianién. La presencia de una sal de bajo peso molecular puede acelerar enormemente tales reacciones de intercam-
bio, que a menudo dan como resultado el completo desmontaje de las particulas de 4cido nucleico condensadas. En
consecuencia, es deseable obtener estructuras mas coloidalmente estables en las que el 4cido nucleico sea retenido en
forma condensada en el complejo con el policatién independiente de las condiciones ambientales.

En los complejos tipicos 4cido nucleico/polication, en los que el 4dcido nucleico se condensa completamente, las
cargas positivas desapareadas en el polication quedan disponibles. Si el policatiéon contiene grupos reactivos, tales
como aminas primarias, estas cargas positivas desapareadas pueden modificarse. Esta modificacién permite posibi-
lidades practicamente ilimitadas de modular las propiedades coloidales de los complejos mediante modificaciones
quimicas del complejo. Los autores de la invencién han demostrado la utilidad de tales reacciones usando un sistema
ADN/poli-L-lisina (ADN/PLL) reticulado con el reactivo de reticulacién bifuncional dimetil-3,3’-ditiobispropionimi-
dato (DTBP) que reacciona con grupos amino primarios [Trubetskoy ez al. 1999b; documentos U.S. 08/778.657; U.S.
09/000.692; U.S. 97/24.089; U.S. 09/070.299; y U.S. 09/464.871]. Resultados similares se lograron con otros polica-
tiones incluyendo poli(alilamina) e histona H1. El uso de otro reactivo bifuncional, glutaraldehido, se ha descrito por
estabilizacién de complejos de ADN con péptido cationico CWK18 [Adam et al. 1999].

La aproximacion de enjaulado descrita anteriormente puede conducir a particulas que contienen 4cido nucleico
condensado mds coloidalmente estables. Sin embargo, para algunas aplicaciones de distribucién puede desearse al-
terar la carga superficial de un complejo 4cido nucleico/polication. El fendmeno de recargar la superficie es bien
conocido en la quimica coloidal y se describe en gran detalle por sistemas lipéfobos/lip6filos (por ejemplo, hidrosoles
de haluro de plata). La adicién de poli-ion a una suspensién de particulas de latex con la superficie con carga opues-
ta conduce a la absorcién permanente de este poli-ion sobre la superficie y, después de alcanzar la estequiometria
apropiada, invertir la carga de la superficie. Los autores de la invencién han demostrado que puede lograrse la estra-
tificacién similar de polielectrolitos sobre la superficie de las particulas de ADN/policatién [Trubetskoy et al. 1999c].
El principal complejo ADN-policatiéon (ADN/pC) usado en este estudio era el ADN/PLL (relacién de carga 1:3) for-
mado en tampdn poco salino HEPES de 25 mM y recargado con cantidades crecientes de varios polianiones. Las
particulas de ADN se caracterizaban después de afiadir un tercer componente poli-ion a un complejo ADN/policatién
[Trubetskoy et al. 1999c]. Se encontr6 que ciertos polianiones, tales como poli(4dcido metacrilico) y poli(4dcido aspar-
tico), descondensaban ADN en complejos de ADN/PLL. Polianiones de densidad de carga inferior, tales como PLL
y poli(4cido glutdmico) succinilados, no descondensaban ADN en los complejos ADN/PLL (1:3) incluso cuando se
afiadian a PLL 20 veces en exceso de carga. Estudios adicionales han encontrado que los efectos de desplazamiento
dependen de las sales. Las medidas del potencial-{ de las particulas de ADN/PLL durante la titulacién con SPLL
revel6 el cambio de carga superficial de la particula en aproximadamente el punto de equivalencia de la carga. Por
ello, puede concluirse que la adicién de polianién de baja densidad de carga a las particulas catiénicas de ADN/PLL
da como resultado la inversion de la carga superficial de la particula mientras se mantiene intacto el nicleo del ADN
condensado. Por tltimo, los complejos de ADN/policatién pueden ser tanto recargados como reticulados o enjaula-
dos [U.S. 08/778.657, U.S. 09/000.692, U.S. 97/24.089, U.S. 09/070.299 y U.S. 09/464.871]. Esta capa de polianién
que se recarga puede reticularse para si misma o para los policationes en el complejo para aumentar la estabilidad
coloidal.

Varias modificaciones de las particulas de 4cido nucleico/cation se han creado para eliminar las interacciones no
especificas de las particulas de 4cido nucleico-catién y la toxicidad de las particulas catidnicas. Ejemplos de estas mo-
dificaciones incluyen la unién de estabilizantes estéricos, por ejemplo, polietilenglicol, que inhiben las interacciones
no especificas entre el catién y los polianiones biolégicos.

Un polimero es una molécula aumentada mediante uniones repetitivas entre si de unidades mds pequefias denomi-
nadas monémeros. En esta aplicacion, el término polimero incluye tanto oligémeros, que tienen de dos a aproximada-
mente 80 mondémeros, y polimeros que tienen mds de 80 mondmeros. El polimero puede ser de los tipos de polimero
lineal, de red ramificada, de estrella, de peine, o de rosario. El polimero puede ser un homopolimero en el que se usa
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un solo monémero o puede ser un copolimero en el que se usan dos o mis mondmeros. Los tipos de copolimeros
incluyen alternantes, aleatorios, de bloques o injertados.

Para los especialistas en la técnica de la polimerizacion, hay varias categorias de procesos de polimerizacién
que pueden ser utilizados en el procedimiento descrito. La polimerizacién puede ser en cadena o por etapas. Esta
descripcion de la clasificacion se usa mas frecuentemente que la terminologia previa de polimero de adicién y de con-
densacién. “La mayoria de las polimerizaciones por reaccién en etapas son procesos de condensacion y la mayoria de
las polimerizaciones por reaccion en cadena son procesos de adicion” [Stevens 1990]. La polimerizacion por plantilla
puede usarse para formar polimeros a partir de polimeros hijos.

La polimerizacion en cadena: En la polimerizacién por reaccidn en cadena el crecimiento del polimero tiene lugar
por adicién sucesiva de unidades de monémero hasta un nimero limitado de cadenas en crecimiento. Los mecanismos
de iniciacién y propagacién son diferentes y hay normalmente una etapa de terminacién de la cadena. La velocidad
de polimerizacién permanece constante hasta que el mondmero se consume. Los mondmeros que contienen (pero
no se limitan a ellos) grupos vinilo, acrilato, metacrilato, acrilamida y metacrilamida pueden experimentar reaccién
en cadena que puede ser por radicales, anidénica o catiénica. La polimerizacién en cadena puede también realizarse
mediante polimerizacién por apertura de ciclo o de anillo. Varios tipos diferentes de iniciadores por radicales libres
podian usarse que incluyen peréxidos, hidroxiperdxidos, y azocompuestos tales como dihidrocloruro de 2,2’-azo-
bis-(amidinopropano) (AAP).

Tipos de mondmeros

En los procesos de polimerizacion pueden usarse una gran variedad de monémeros. Estos incluyen monémeros
orgdnicos de carga positiva tales como sales de aminas, imidina, guanidina, imina, hidroxilamina, hidroziina, de hete-
rociclo (sales) como imidazol, piridina, morfolina, pirimidina o pireno. Las aminas podian ser sensibles al pH en el que
el pKa de la amina estd dentro del intervalo fisiolégico de 4 a 8. Aminas especificas incluyen espermina, espermidina,
N,N’-bis(2-aminoetil)-1,3-propanodiamina (AEPD) y bromuro de 3,3’-diamino-N,N-dimetildipropilamonio.

Los mondmeros también pueden ser hidréfobos, hidréfilos o anfifaticos. Los compuestos anfifaticos tienen partes
tanto hidrofilas (solubles en agua) como hidréfobas (insolubles en agua). Los grupos hidréfilos indican en términos
cualitativos que el resto quimico prefiere agua. Tipicamente, tales grupos quimicos son solubles en agua y son dadores
o aceptores de enlaces de hidrégeno con el agua. Ejemplos de grupos hidréfilos incluyen compuestos con los siguientes
restos quimicos: carbohidratos, polioxietilenos, péptidos, oligonucledtidos y grupos que contienen aminas, amidas,
alcoxi-amidas, 4dcidos carboxilicos, azufres o hidroxilos. Grupos hidréfobos indican en términos cualitativos que el
resto quimico evita el agua. Tipicamente, tales grupos quimicos no son solubles en agua y no tienden a formar enlaces
de hidrégeno. Los hidrocarburos son grupos hidréfobos.

Los mondmeros pueden ser, también, agentes intercalantes tales como acridina, naranja de tiazol, o bromuro de
etidio. Los monémeros pueden contener, también, restos quimicos que pueden ser modificados antes o después de
la polimerizacién incluyendo (pero no limitdndose a eso) aminas (primaria, secundaria y terciaria), amidas, dcido
carboxilico, éster, hidroxilo, hidracina, haluro de alquilo, aldehido y cetona.

Un policatién es un polimero que contiene una carga neta positiva. El policatiéon puede contener unidades moné-
meras que son de carga positiva, de carga neutra o de carga negativa, sin embargo, la carga neta del polimero debe ser
positiva. Un policatién también puede significar una molécula no polimera que contiene dos o mds cargas positivas.
Un polianién es un polimero que contiene una carga neta negativa, por ejemplo dcido poliglutdmico. El polianién
puede contener unidades monémeras que son de carga negativa, de carga neutra o de carga positiva, sin embargo, la
carga neta en el polimero debe ser negativa. Un polianién puede significar, también, una molécula no polimera que
contiene dos 0 mds cargas negativas. El término polianién incluye polication, polianién, polimeros hibridos y polime-
ros neutros. El término hibrido se refiere al producto (sal) de la reaccién entre un grupo 4cido y un grupo basico que
forman parte de la misma molécula.

Los polimeros tienen otros grupos funcionales que incrementan su utilidad. Estos grupos pueden incorporarse en
el monémero antes de la formacién del polimero o unirse al polimero después de su formacion.

Grupo funcional. Los grupos funcionales incluyen sefiales que se dirigen a las células, sefiales de localizacion
nuclear, compuestos que realzan la liberacion de los contenidos desde endosomas u otras vesiculas intracelulares (que
liberan sefiales), y otros compuestos que alteran el comportamiento o las interacciones del compuesto o complejo al
que estin unidos.

Seiiales que se dirigen a la célula son cualquiera de las sefiales que realzan la asociacién del polimero bioldgica-
mente activo con una célula. Estas sefiales pueden modificar un polimero bioldgicamente activo tal como un farmaco
o un 4cido nucleico y pueden dirigirlo a una posicién de la célula (tal como un tejido) o una posicion en una célula
(tal como el nicleo) en un cultivo o en un organismo completo. La sefial puede incrementar la unién del compuesto a
la superficie de la célula y/o su asociacién con un compartimento intracelular. Modificando la posicion celular o del
tejido del gen fordneo, puede realzarse la funcién del polimero bioldgicamente activo. La sefial que se dirige a la célula
puede ser, pero no se limita a, una proteina, un péptido, un lipido, un esteroide, un azicar, un carbohidrato, un acido
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polinucleico (sin expresar) o un compuesto sintético. Las sefiales que se dirigen a la célula tales como los ligandos
refuerzan la unién celular a los receptores. Se han usado diversos ligandos que dirigen farmacos y genes a células y
a receptores celulares especificos. El ligando puede buscar una diana dentro de la membrana celular, en la membrana
celular o cerca de una célula. La unién de los ligandos a los receptores inicia tipicamente la endocitosis. Los ligandos
incluyen agentes que se dirigen al receptor asialoglucoproteina usando residuos de asialoglucoproteina o galactosa.
Otras proteinas tales como insulina, EGF o transferrina pueden usarse para el direccionamiento. Los péptidos que
incluyen la secuencia RGD pueden usarse para direccionarse a muchas células. Los grupos quimicos que reaccionan
con grupos tiol, sulthidrilo o disulfuro en las células pueden también usarse para dirigirse a muchos tipos de células.
Folato y otras vitaminas pueden usarse también para ser direccionados. Otros grupos de direccionamiento incluyen
moléculas que interaccionan con membranas tales como lipidos, dcidos grasos, colesterol, compuestos de DANSILO
y derivados de anfotericina. Ademads, las proteinas viricas pueden usarse para unir células.

Después de la interaccion de un compuesto o complejo con la célula, pueden usarse otros grupos de direcciona-
miento para incrementar la distribucién del polimero biolégicamente activo a ciertas partes de la célula.

Las seiiales de localizacion nuclear realzan el direccionamiento del compuesto farmacéutico en las proximidades
del nicleo y/o su entrada en el nicleo durante la interface del ciclo celular. Tales sefiales de transporte nuclear pueden
ser una proteina o un péptido tal como el NLS antigeno T grande SV40 o el NLS nucleoplasmino. Estas sefiales de
localizacion nuclear interaccionan con diversos factores de transporte nuclear tal como el receptor NLS (carioferina
alfa) que después interactia con carioferina beta. Las propias proteinas de transporte nuclear podian también funcionar
como NLS ya que son direccionadas al poro nuclear y al nicleo. Por ejemplo, la propia carioferina beta podia direc-
cionar el ADN al complejo del poro nuclear. Varios péptidos se han derivado del antigeno T SV40. Otros péptidos
NLS se han derivado de la proteina hnRNP A1, del nucleoplasmino, del c-myc, etc.

Muchos polimeros biolégicamente activos, en particular compuestos grandes y/o cargados, son incapaces de cru-
zar las membranas bioldgicas. Para que estos compuestos entren en las células, o las células deben absorberlos por
endocitosis, es decir, en endosomas, o debe haber una ruptura de la membrana celular que permita al compuesto cru-
zar. En el caso de la entrada endosdémica, la membrana endosémica debe romperse para permitir el movimiento fuera
del endosoma y en el interior del citoplasma. Cualquier camino de entrada en la célula requiere una ruptura o alte-
raciéon de la membrana celular. Los compuestos que rompen las membranas o promueven la fusién de la membrana
se denominan compuestos con membrana activa. Estos compuestos con membrana activa o que liberan sefiales, real-
zan la liberacién de material endocitado desde los compartimentos intracelulares tales como endosomas (tempranos
y tardios), lisosomas, fagosomas, vesicula, reticulo endopldsmico, aparato de Golgi, red trans-Golgi (TGN) y reticulo
sarcopldsmico. La liberacion incluye el movimiento fuera de un compartimiento intracelular en el citoplasma o en un
organulo tal como el nicleo. Las sefiales que se liberan incluyen productos quimicos tales como la clorocina, bafi-
lomicina o Brefeldin Al y la sefial que retiene ER (secuencia KDEL), componentes viricos tales como los péptidos
HA-2 de la subunidad hemaglutinina del virus de la gripe y otros tipos de péptidos anfifaticos. El control de cudndo
y dénde es activo el compuesto con membrana activa es crucial para un transporte eficaz. Si el agente con membrana
activa funciona en un cierto tiempo y lugar facilitaria el transporte del polimero biolégicamente activo a través de la
membrana bioldgica. Si el compuesto con membrana activa es demasiado activo o activo en el tiempo equivocado,
entonces no tiene lugar ningin transporte o el transporte estd asociado con la ruptura celular y la muerte celular. La
naturaleza ha desarrollado varias estrategias para tener en cuenta el transporte a la membrana de polimeros biol6gi-
camente activos que incluyen fusién de la membrana y el uso de compuestos con membrana activa cuya actividad se
modula tal que la actividad ayuda al transporte sin toxicidad. Muchas formulaciones de transporte basadas en lipidos
cuentan con la fusién de la membrana y algunas actividades de péptidos con membrana activa se modulan mediante el
pH. En particular, las proteinas que revisten los virus son a menudo sensibles al pH, inactivas a pH neutro o bésico, y
activas en las condiciones dcidas encontradas en el endosoma.

Otro grupo funcional comprende compuestos, tales como polietilenglicol, que disminuyen las interacciones entre
las moléculas y ellos mismos, y con otras moléculas. Tales grupos son utiles en las interacciones limitantes tales como
entre los factores séricos y la molécula o el complejo a ser distribuido.

Por distribuido, los autores quieren indicar que el polinucledtido u otro polimero biolégicamente activo llega a
asociarse con la célula. El polinucledtido u otro polimero biolégicamente activo puede estar en la membrana de la
célula o dentro del citoplasma, del nicleo o de otro organulo de la célula. El proceso de distribuir un 4cido nucleico a
una célula se ha denominado comiinmente transfeccion o el proceso de transfectar y, también, se ha denominado trans-
formacion. El término transfectar usado aqui se refiere a la introduccién de un dcido nucleico foraneo u otro polimero
biolégicamente activo en las células. El polimero bioldgicamente activo podia usarse con fines investigadores o para
producir un cambio en una célula que puede ser terapéutico. La distribucion de dcido nucleico con fines terapéuticos
se denomina comtnmente terapia génica. La distribucién del dcido nucleico puede conducir a la modificacion del
material genético presente en la célula diana. El término transfeccién estable o establemente transfectado se refiere,
generalmente, a la introduccidn e integracion de 4cido nucleico exdgeno en el genoma de la célula transfectada. El
término transfectante estable se refiere a una célula que ha integrado de forma estable el dcido nucleico fordneo en el
ADN genémico. La transfeccion estable puede también obtenerse usando vectores episdmicos que se replican durante
la division celular eucariética (por ejemplo, vectores ADN plasmido que contienen un papiloma virus origen de repli-
cacién, cromosomas artificiales). El término transfeccion transitoria o transfectado de forma transitoria se refiere a la
introduccion de dcido nucleico fordneo en una célula en la que el dcido nucleico fordneo no se integra en el genoma
de la célula transfectada. Un polimero biol6gicamente activo es un compuesto que tiene el potencial para reaccionar
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con compuestos bioldgicos. Los compuestos farmacéuticos, proteinas, péptidos, hormonas, citocinas, antigenos y 4ci-
dos nucleicos son ejemplos de polimeros bioldgicamente activos. Estos procesos pueden usarse para transferir 4cidos
nucleicos o biolomoléculas en células o en un organismo tal como en la distribucién de farmacos, o pueden usarse,
también, en métodos analiticos.

Un sistema de distribucion es el medio por el que un polimero biolégicamente activo llega a ser distribuido. Es de-
cir, todos los compuestos, incluyendo el propio polimero bioldgicamente activo, que se requieren para la distribucioén y
todos los procedimientos que se requieren para la distribucién incluyendo la forma (tal volumen y fase (sélido, liquido
0 gas)) y método de administracién (tal como pero sin limitarse a los métodos de distribucién orales o subcutdneos).

El término polinucledtido, o dcido nucleico o 4cido polinucleico, es un término de la técnica que se refiere a
un polimero que contiene al menos dos nucleétidos. Los nucledtidos son unidades monémeras de polimeros polinu-
cledtidos. Los polinucleétidos con menos de 120 unidades mondmeras se llaman, a menudo, oligonucleétidos. Los
dcidos nucleicos naturales tienen una cadena principal de desoxirribosa-fosfato o de ribosa-fosfato. Un polinucledti-
do artificial o sintético es cualquier polinucleétido que sea polimerizado in vitro o en un sistema de células libre y
contiene la misma base o bases similares pero puede contener una cadena principal de un tipo distinto de la cadena
principal de ribosa-fosfato natural. Estas cadenas principales incluyen: PNA (4cidos péptido-nucleicos), fosforotioa-
tos, fosforodiamidatos, morfolinos y otras variantes de la cadena principal fosfato de los 4cidos nucleicos naturales.
Las bases incluyen purinas y pirimidinas, que ademds incluyen los compuestos naturales adenina, timina, guanina,
citosina, uracilo, inosina y andlogos naturales. Derivados sintéticos de purinas y pirimidinas incluyen, pero no se
limitan a, modificaciones que colocan nuevos grupos reactivos tales como, pero sin limitarse a, aminas, alcoholes,
tioles, carboxilatos y haluros de alquilo. El término base abarca cualquiera de los conocidos andlogos de bases de
ADN y ARN incluyendo, pero sin limitarse a, 4-acetil-citosina, 8-hidroxi-N-6-metil-adenosina, aziridinil-citosina,
pseudo-isocitosina, 5-(carboxihidroximetil)uracilo, 5-fluoro-uracilo, 5-bromo-uracilo, 5-carboximetil-aminometil-2-
tiouracilo, 5-carboximetil-aminometil-uracilo, dihidro-uracilo, inosina, N-6-isopentenil-adenina, 1-metil-adenina, 1-
metil-pseudo-uracilo, 1-metil-guanina, 1-metil-inosina, 2,2-dimetil-guanina, 2-metil-adenina, 2-metil-guanina, 3-me-
til-citosina, 5-metilcitosina, N-6-metil-adenina, 7-metil-guanina, 5-metilaminometil-uracilo, 5-metoxi-amino-metil-
2-tiouracilo, beta-D-manosil-queosina, 5’-metoxicarbonilmetil-uracilo, 5-metoxi-uracilo, 2-metiltio-N-6-isopentenil-
adenina, éster metilico del dcido uracil-5-oxiacético, cido uracil-5-oxiacético, oxi-butoxosina, pseudo-uracilo, queo-
sina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metil-uracilo, éster metilico del acido N-uracil-5-
oxiacético, acido uracil-5-oxiacético, pseudo-uracilo, queosina, 2-tiocitosina y 2,6-diaminopurina. El término polinu-
cleétido incluye dcido desoxirribonucleico (ADN) y dcido ribonucleico (ARN) y combinaciones de ADN y ARN, y
otros nucleoétidos naturales y sintéticos.

El ADN puede estar en forma de cADN, ADN polimerizado in vitro, ADN pldsmido, partes de un ADN plasmido,
material genético derivado de un virus, ADN lineal, vectores (P1, PAC, BAC, YAC, cromosomas artificiales), casetes
de expresion, secuencias quiméricas, ADN recombinante, ADN cromosémico, un oligonucleétido, ADN antisentido, o
derivados de estos grupos. E1 ARN puede estar en forma de oligonucledtido ARN, tARN (ARN transferente), snARN
(ARN nuclear pequefio)), rARN (ARN ribosémico), mARN (ARN mensajero), ARN polimerizado in vitro, ARN
recombinante, secuencias quiméricas, ARN antisentido, siARN (ARN interferente pequefio), ribocimas, o derivados
de estos grupos. Un polinucleétido antisentido es un polinucledtido que interfiere con la funciéon de ADN y/o ARN.
Los polinucleétidos antisentido incluyen, pero no se limitan a: morfolinos, 2’-O-metil polinucleétidos, ADN, ARN
y similares. El siARN comprende una estructura de doble hebra que contiene, tipicamente, de 15-50 pares de bases
y, preferiblemente, 21-25 pares de bases, y que tiene una secuencia de nucleétidos idéntica o casi idéntica a un gen
o ARN diana expresado dentro de la célula. La interferencia puede dar como resultado la supresion de la expresion.
El polinucleétido puede ser una secuencia cuya presencia o expresién en una célula altera la expresién o funcién de
los genes o ARN celulares. Ademads, el ADN y el ARN pueden ser de hebra simple, doble, triple o cuddruple. El
polinucleétido con hebra doble, triple y cuddruple puede contener tanto ARN como ADN u otras combinaciones de
dcidos nucleicos naturales y/o sintéticos.

Un polinucleétido distribuido puede estar dentro del citoplasma o del nicleo aparte del material genético end6-
geno. De forma alternativa, el ADN puede recombinarse con (llegar a ser parte de) el material genético endogeno.
La recombinacién puede causar que el ADN se inserte en el ADN cromosémico mediante cualquier recombinacién
homéloga o no homéloga.

Un polinucleétido puede ser distribuido a una célula para expresar una secuencia exdgena de nucleétidos, para
inhibir, eliminar, aumentar o alterar la expresién de una secuencia endégena de nucleétidos o para afectar a una ca-
racteristica fisioldgica especifica no asociada, de forma natural, con la célula. Los polinucleétidos pueden contener
una casete de expresion codificada para expresar una proteina completa o parcial, o ARN. Una casete de expresion
se refiere a un polinucleétido natural o producido de forma recombinante que puede expresar un gen o genes. El tér-
mino recombinante usado aqui se refiere a una molécula de polinucledtido que estd comprendida de segmentos de
polinucleétidos unidos entre si por medio de técnicas de biologia molecular. La casete contiene la regién codificante
del gen de interés junto con cualquier otra secuencia que afecta a la expresion del gen. Una casete de expresion de
ADN incluye, tipicamente, un activador (que permite el inicio de la transcripcidn), y una secuencia que codifica una
0 mas proteinas. Opcionalmente, la casete de expresion puede incluir, pero no se limita a, reforzadores de transcrip-
cion, secuencias no codificantes, sefiales de corte y empalme, sefiales de terminacién de la transcripcion y sefiales de
poliadenilacién. Una casete de expresion de ARN incluye, tipicamente, un codén de iniciacién de la traduccion (que
permite el inicio de la traduccién), y una secuencia que codifica una o mas proteinas. Opcionalmente, la casete de
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expresion puede incluir, pero no se limita a, sefiales de terminacién de la traduccién, una secuencia de poliadenosina,
sitios internos de entrada de ribosoma (IRES) y secuencias no codificantes.

El polinucleétido puede contener secuencias que no desempefian una funcidn especifica en la célula diana pero se
usan en la generacién del polinucleétido. Tales secuencias incluyen, pero no se limitan a, secuencias requeridas para
la replicacion o seleccion del polinucleétido en un organismo anfitrion.

Un polinucleétido puede usarse para modificar las secuencias de ADN genémico o extracromosémico. Esto pue-
de lograrse distribuyendo un polinucledtido que es expresado. Alternativamente, el polinucledtido puede efectuar
un cambio en la secuencia de ADN o de ARN de la célula diana. Esto puede lograrse por hibridacién, formacién
de polinucleétido multihebra, recombinaciéon homéloga, transformaciéon del gen u otros mecanismos todavia por
describir.

El término gen se refiere, generalmente, a una secuencia de polinucledtidos que comprende secuencias codificantes
necesarias para la produccién de un polinucleétido terapéutico (por ejemplo, ribocima) o un polipéptido o precursor.
El polipéptido puede ser codificado mediante una secuencia codificante de longitud completa o mediante cualquier
parte de la secuencia codificante con tal de que se mantengan las deseadas propiedades de actividad o funcionales
(por ejemplo, actividad enzimadtica, unién de ligandos, transduccién de sefial) del polipéptido de longitud completa
o del fragmento. El término abarca, también, la region codificante de un gen y las secuencias de inclusion situadas
adyacentes a la region codificante en los extremos tanto 5’ como 3’ para una distancia de aproximadamente 1 kb o més
en cualquier extremo tal que el gen corresponde a la longitud del mARN de longitud completa. Las secuencias que
se sitian en el 5° de la regi6n codificante y que estdn presentes en el mARN se denominan secuencias no traducidas
5°. Las secuencias que se sitian en 3’ o aguas abajo de la region codificante y que estdn presentes en el mARN se
denominan secuencias no traducidas 3’. El término gen abarca tanto cADN como las formas gendémicas de un gen.
Una forma gendmica o clon de un gen contiene la regién codificante interrumpida con secuencias no codificantes
denominadas intrones, regiones intermedias o secuencias intermedias. Los intrones son segmentos de un gen que
se transcriben en ARN nuclear. Los intrones pueden contener elementos reguladores tales como reforzadores. Los
intrones se separan o se cortan y empalman del transcrito nuclear o primario; los intrones, por tanto, estdn ausentes en
el transcrito del ARN mensajero (mARN). El mARN funciona durante la traduccién especificando la secuencia u orden
de aminodcidos en un polipéptido activo. El término secuencias no codificantes se refiere, también, a otras regiones de
una forma gendmica de un gen que incluye, pero sin limitarse a, activadores, reforzadores, sitios de unién del factor de
transcripcion, sefiales de poliadenilacidn, sitios internos de entrada del ribosoma, silenciadores, secuencias aislantes y
regiones de unién a la matriz. Estas secuencias pueden estar presentes cerca de la regién codificante del gen (dentro
de 10.000 nucledtidos) o en sitios distantes (mds de 10.000 nucledtidos). Estas secuencias no codificantes influyen en
el nivel o velocidad de transcripcién y de traduccién del gen. La modificacion covalente de un gen puede influir en
la velocidad de transcripcién (por ejemplo, metilaciéon del ADN gendmico), la estabilidad del mARN (por ejemplo,
longitud de la cola de poliadenosina en 3’), velocidad de traduccién (por ejemplo, el casquete 5°), reparacioén de dcido
nucleico e inmunogenicidad. Un ejemplo de modificacién covalente de acido nucleico supone la accién de reactivos
Label IT (Mirus Corporation, Madison, WI).

El término expresion del gen, usado aqui, se refiere al procedimiento para transformar la informacién genética
codificada en un gen en ARN (por ejemplo, mARN, rARN, tARN o snARN) por transcripcién de un gen desoxirri-
bonucleico (por ejemplo, mediante la accién enzimdtica de ARN-polimerasa), y para genes que codifican proteinas,
en la proteina por traduccién de mARN. La expresion del gen puede regularse en muchas etapas del proceso. La re-
gulacidén por incremento o activacion se refiere a la regulacién que aumenta la produccién de productos de expresion
del gen (es decir, ARN o proteina), mientras la regulacién por decremento o represion se refiere a la regulacién que
disminuye la produccion. Las moléculas (por ejemplo, factores de transcripcidn) que estdn involucradas en la regula-
cién por incremento o en la regulacion por decremento se denominan, a menudo, activadoras y represoras, respectiva-
mente.

Un polimero biolégicamente activo es un compuesto que tiene el potencial para reaccionar con componentes bio-
16gicos. Mds particularmente, los polimeros biolégicamente activos utilizados en esta memoria descriptiva se disefian
para cambiar los procesos naturales asociados con una célula viva. Para los fines de esta memoria descriptiva, un
proceso natural celular es un proceso que estd asociado con una célula antes de la distribucién de un polimero biol6-
gicamente activo. Los polimeros biolégicamente activos pueden seleccionarse del grupo que comprende: compuestos
farmacéuticos, proteinas, péptidos, polipéptidos, hormonas, citocinas, antigenos, virus, oligonucledtidos, y dcidos nu-
cleicos o polinucleétidos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Formacion de un copolimero que contiene imidazolinio

La polietilenimina lineal sustituida con N-propionilo (10% de aminas aciladas, 90% de etilamina por 1H NMR,
Polysciences, Inc., IH NMR (D,O0, sal sédica del acido 2,2,3,3-d4-3-(trimetilsilil)-propiénico como patrén interno) &
3,65-3,45, m, 6H; ¢ 3,15-2,80, m, 47H; 6 2,46, q, 2H; ¢ 1,09, t, 3H) se disolvi6 en agua hasta una concentracién de 20
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mg/ml. El pH de la solucién se ajusté a pH 5,0 con dcido hidroclérico (12 M). La solucién se dividié en dos partes. Una
parte se colocé a 4°C durante 48 h. La segunda parte se colocé a 37°C durante 48 h. Se obtuvo el perfil de exclusién
por tamafio para cada muestra (250 pg en 250 ul de solucién salina tamponada Hepes, BioCad-Sprint, Perseptive
Biosystems, Inc., columnas de Eichrome Technologies, SPCCS201-30 y SPCCS203-30 conectadas en serie, eluyente
de NaCl 0,2 M, controlado a 4210 y 4240. Las trazas para las muestras eran fundamentalmente idénticas, indicando
que el peso molecular del polimero no era afectado por el proceso. La tnica diferencia observada en el ejemplo era
que la muestra a 37°C tenfa una absorbancia mucho mayor a 1240. Se obtuvieron los espectros UV para cada muestra
(0,2 mg/ml en H,0O, A 190 nm-300 nm). La muestra almacenada a 4°C exhibié una Amax a 205 nm, que era idéntica
al material inicial de la reaccion (material inicial no mostrado). La muestra mantenida a 37°C exhibi6é un Amax a 235
nm. Los espectros IR para cada muestra mostraron sefiales muy similares, con ligeras diferencias en la regién de 1240-
1300 cm™' y en la regién de 1550-1640 cm™'. El andlisis por IH NMR indicé (D,0, sal sédica del 4cido 2,2,3,3-d4-
3-(trimetilsilil)-propiénico como patrén interno) 6 3,91, s, 8,2H; ¢ 3,65-3,45, m, 15,6H; ¢ 3,15-2,80, m, 131H; § 2,66,
q,4,4H;62,46,q,2H; 6 1,22, t,7,6H, 6 1,09, t, 3H. Las nuevas sefiales a ¢ 3,91, 6 2,66 y ¢ 1,22 son consecuentes con el
sistema de anillo de imidazolinio. La 1H NMR apoya la atribucién de 3,3% de aminas aciladas, 7,26% de imidazolinio
y 89,1% de etilamina. Estos resultados muestran que las secciones de etilamina original permanecen y que el nuevo
sistema de anillo surge con una disminucién correspondiente en la amida (Fig. 12).

Ejemplo 2
Inyecciones en raton in vivo de formulaciones de poliimidazolinio para la transfeccion de pulmon

Las mismas muestras generadas en el Ejemplo 1 se formularon en preparados que contenian ADN para la transfe-
rencia de genes sistémicos por via intravenosa. Se formaron dos complejos. Complejo 1. El pADN (50 ug, 25 ul de una
solucién acuosa de 2 ug/ul) se diluyé con HEPES 10 mM, glucosa 0,29 M, pH 7,5 (200 wl). A esta solucidn se afadié
la muestra a 4°C (400 ug, 20 ul de una solucién acuosa de 20 mg/ml). A esta solucién se anadié 4cido poliacrilico (50
ug, 5 pl de una solucién acuosa de 10 mg/ml).

Complejo II. EI pADN (50 ug, 25 ul de una solucién acuosa de 2 ug/ul) se diluyé con HEPES 10 mM, glucosa
0,29 M, pH 7,5 (200 ul). A esta solucién se afiadié la muestra a 37°C (400 ug, 20 ul de una solucién acuosa de 20
mg/ml). A esta solucién se afiadié 4cido poliacrilico (50 ug, 5 ul de una solucién acuosa de 10 mg/ml).

Usando una aguja de calibre 30, de 0,5 pulgadas (1,27 cm), se realizaron inyecciones de 250 ul del complejo en
la vena de la cola en ratones ICR (Complejo I, n=4; Complejo II, n=3). A los 30 min después de la inyeccién, a los
animales se les inyect6 dcido poliacrilico (1500 ug, 150 ul de una solucién acuosa de 10 mg/ml). Un dia después de
la inyeccidn, los animales fueron sacrificados, y se realizaron ensayos de luciferasa en las muestras de pulmén. La
expresion de la luciferasa se determind como se ha informado previamente [Wolff et al. 1990]. Se us6é un luminémetro
Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania). Los resultados, resumidos en la Fig. 14, indican que el
complejo de poliimidazolinio es mds eficaz en la transferencia del gen al pulm6n que la polietilenimina lineal sustituida
con 10% con N-propionilo.

Ejemplo 3
Efecto del pH en la formacion de un copolimero que contiene imidazolinio

La polietilenimina lineal sustituida con N-propionilo (10% de aminas aciladas, 90% de etilamina mediante 1H
NMR, Polysciences, Inc.) se disolvié en agua a una concentracién de 20 mg/ml, y el pH se ajust6 a 7,4. De este
patrén, se prepararon dos muestras, una en la que el pH se elevé a 8, y una segunda muestra con un pH de 5. Las
muestras se calentaron a 37°C durante 64 h y se analizaron mediante espectroscopia UV. Se obtuvieron los espectros
UV para cada muestra (0,2 mg/ml en H,O, 4 190 nm-300 nm). La muestra almacenada a pH 5 mostr6 el mayor
incremento en absorbancia a 1235-240. La muestra a pH 8 también mostr6 un incremento en absorbancia a 41235-240,
indicando que la ciclacién tiene lugar por encima de pH 8 (Fig. 15).

Ejemplo 4
Algquilacion de N,N’-dimetiletilendiamina con cloruro de propionilo

Sintesis de MC1016 (monoadicién) y MC1017 (diadicién). La N,N’-dimetiletilendiamina (500 mg, 11,3 mmol
amina, Aldrich Chemical Company) se transfirié a matraz de fondo redondo desecado con llama y se recogié con
diclorometano (100 ml, 0,1 M). A la solucién resultante se afiadié diisopropiletilamina (0,99 ml, 730 mg, 5,67 mmol,
Aldrich Chemical Company) y la solucién se agité a temperatura ambiente bajo nitrégeno. La mezcla de reaccién
se enfrié en un bafio de hielo seco/acetona. A la solucién de reaccién se afiadid, durante 5 minutos, gota a gota,
con agitacién, cloruro de propionilo (0,49 ml, 525 mg, 5,67 mmol, Aldrich Chemical Company). La reaccién se dejé
calentar, con agitacién y bajo nitrégeno, a temperatura ambiente. Después de 30 min a temperatura ambiente, la mezcla
de reaccioén se analizé mediante TLC (cromatografia de capa fina) y espectroscopia de masas (Sciex API 150EX) para
verificar que la reaccién era completa. La mezcla se concentrd a presion reducida, y una parte (100 mg) se llevé con
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H,O. Esta solucién se purific6 mediante HPLC (columna C18 de Aquasil, TFA al 0,1%/H,0 y TFA al 0,1%/MeCN
como eluyente, con un gradiente 10-90% (organico) durante 20 min, velocidad de elucién de 1 ml/min, las fracciones
se recogieron a 210 nm). Las fracciones 1-6 (de dos series) se concentraron a presién reducida, y se liofilizaron para
dar N,N-dimetiletilendiamina monopropionilada en forma de un sélido blanco (MC1016, 91,7 mg, Fig. 16), analizado
mediante espectroscopia de masas (Sciex API 150EX). La fraccién 10 (de dos series) se concentr6 a presion reducida,
y se liofiliz6 para dar N,N’-dimetiletilendiamina N,N’-dipropionilada en forma de un sélido blanco (MC1017, 7,8 mg,
Fig. 16), analizado mediante espectroscopia de masas (Sciex API 150EX).

Ejemplo 5
Sintesis de cloruro de 1,3-dimetil, 2-etil-imidazolinio

La N,N-dimetiletilendiamina monopropionilada (MC1016) se recogié en agua hasta una concentracién final de 20
mg/ml. El pH de la solucién se ajusté a pH 5 con HCI concentrado. La solucién resultante se calenté a 70°C durante
72 h. La muestra se analiz6 por espectroscopia UV (Fig. 17). El andlisis indic6 un incremento en la absorcién a 1210
nm para la solucién calentada respecto a la muestra almacenada a 4°C.

Ejemplo 6
Sintesis de formacion de amidinio a partir de pentaetilenhexamina monoacilada

La pentaetilenhexamina (10 mg, 0,043 mmol, Aldrich Chemical Company) se recogi6 en diclorometano (1 ml). La
solucién se enfrié en un bafio de hielo bajo nitrégeno, y se afiadié cloruro de acetilo (3,4 mg, 0,043 mmol, Aldrich). La
solucidn se dejo calentar a temperatura ambiente y se concentrd a presion reducida. El aceite resultante se recogio en
agua hasta una concentracién de 20 mg/ml, y el pH se ajusté a 7 con HCI (6 M). La muestra se dividié en dos partes.
La muestra 1 se dejé a temperatura ambiente mientras la muestra 2 se calenté a 80°C. Después de 48 h, las muestras
se analizaron por espectroscopia UV (Espectrofotémetro Beckman DUS530; Fig. 18). Los resultados indicaron un
incremento de absorbancia a 1230-235 para las muestras tanto a temperatura ambiente como a 80°C.

Ejemplo 7
Inyecciones en raton in vivo de formulaciones de poliimidazolinio para la transfeccion del pulmon

Se prepararon tres muestras de poliimidazolinio a partir de poli(2-etil-2-oxazolina), que estaba desaminada al 90%
(PolySciences), disolviendo el polimero hasta 20 mg/ml en agua, ajustando el pH a 7,4, y realizando la ciclacién
por incubacidén a elevada temperatura. El Poliimidazolinio 1 se preparé 6 semanas antes de usar, y se dejé asentar
a temperatura ambiente. El Poliimidazolinio 2 se prepar6 4 semanas antes de usar y se dejé asentar a temperatura
ambiente. El Poliimidazolinio 3 se preparé inmediatamente antes de usar. Los tres preparados de poliimidazolinio se
analizaron por espectroscopia UV (1190 nm-300 nm; Fig. 19). El Poliimidazolinio 1 mostré un gran incremento en
absorbancia a 1235, mientras que para Poliimidazolinio 2, este pico estaba presente pero en una menor cantidad. El
poliimidazolinio no mostr6 absorbancia a A235. Los tres preparados de poliimidazolinio se usaron para elaborar varios
complejos.

Complejo I. Se diluyé pADN (150 pg, 75 1 de una solucién acuosa de 2 ug/ul) con HEPES 10 mM, glucosa 0,29
M, pH 7,5 (600 ul). A esta solucién se afiadi6 poliimidazolinio 1 (1200 ug, 60 ul de una solucién acuosa de 20 mg/ml).
A esta solucién se afiadi6 dcido poliacrilico (150 ug, 15 ul de una solucién acuosa de 10 mg/ml).

Complejo II. Se diluyé pADN (150 pg, 75 ul de una solucién acuosa de 2 ug/ul) con HEPES 10 mM, glucosa
0,29 M, pH 7,5 (600 ul). A esta solucién se afiadié poliimidazolinio 2 (1200 ug, 60 ul de una solucién acuosa de 20
mg/ml). A esta solucién se afiadi6 4cido poliacrilico (150 ug, 15 ul de una solucién acuosa de 10 mg/ml).

Complejo III. Se diluyé pADN (150 ug, 75 ul de una solucién acuosa 2 ug/ul) con HEPES 10 mM, glucosa 0,29
M, pH 7,5 (600 ul). A esta solucidn se afiadié poliimidazolinio 3 (1200 ug, 60 ul de una solucién acuosa de 20 mg/ml).
A esta solucion se afiadi6 dcido poliacrilico (150 pg, 15 ul de una solucién acuosa de 10 mg/ml).

Las inyecciones en la vena de la cola de 250 ul del complejo se realizaron en ratones ICR (n=3) usando una aguja
de calibre 30 de 0,5 pulgadas (1,27 cm). A los 30 minutos después de la inyeccidn, a los animales se les inyectd dcido
poliacrilico (1500 pug, 150 ul de una solucién de 10 mg/ml en agua). Un dia después de la inyeccién, los animales
fueron sacrificados, y se realiz6 un ensayo de luciferasa en tejido del pulmén. Se usé un luminémetro Lumat LB 9507
(EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania). Los resultados se resumen en la tabla siguiente:
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) Actividad relativa de la luciferasa (unidades luminicas)
Complejo
n1 n2 n3
Complejo | 4.231.357 2.280.870 4.933.875
Complejo |l 2.671.040 2.525.587 1.186.365
Complejo Il 1.774.820 878.562 2.969.813

Los resultados indican que las formulaciones de poliimidazolinio distribuyen pADN al pulmén.

Ejemplo 8
Transfeccion de células 3T3 con formulaciones de polimidazolinio

Se formaron varios complejos para la transfeccion de las células. Se disolvid polietilenimina lineal sustituida con
N-propionilo (10% de aminas aciladas, 90% de etilamina mediante 1H NMR, Polysciences, Inc., /[PEI10%NPr en
agua hasta una concentracion de 20 mg/ml. El pH de la solucién se ajusté a pH 7,5 con 4cido hidroclérico (12 M). El
polimidazolinio derivado de este polimero se utiliz6 también en la formacién del complejo.

Las células 3T3 se mantuvieron en DMEM. Aproximadamente 24 horas antes de la transfeccion, las células se
llevaron a placas en una densidad apropiada en placas de 48 pocillos y se incubaron durante la noche. Los cultivos
se mantuvieron en una atmésfera humidificada que contenia 5% de CO, a 37°C. La cantidad indicada de complejo se
combind, entonces, con las células en 1 ml de medio de cultivo. Las células se recolectaron después de 24 h y se analizé
la actividad de la luciferasa usando un luminémetro Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania). La
cantidad de expresién de luciferasa se registré en unidades luminicas relativas (ULR). Los niimeros son los promedios
de dos pocillos separados.

) Proporcion ULR
Muestra complejo ul/pocillo _
Peso:peso promedio
1 pADN [PEI10%NPr 5/5 40 416.992
2 pADN IPEI10%NPr 5110 40 1.292.181
3 pADN [PEI10%NPr 5115 40 1.298.805
4 pADN IPEI10%NPr 5/20 40 1.369.775
5 pADN IPEI10%NPr 5/30 40 1.511.175
6 pADN [PEI10%NPr 5/40 40 1.067.322
7 pADN Poliimidazolinio 5/5 40 155.842
8 pADN Poliimidazolinio 5110 40 331.081
9 pADN Poliimidazolinio 5/15 40 420.084
10 | pADN Poliimidazolinio 5120 40 281.017
11 | pADN Poliimidazolinio 5/30 40 1.037.222
12 | pADN Poliimidazolinio 5/40 40 1.067.404

Los resultados indican que el poliimidazolinio puede transfectar células 3T3 con menor eficacia que la /[PEI10%NPr
en esas condiciones. La /[PEI10%NPr mostré un perfil de toxicidad (juzgado por la confluencia final) similar al poli-
mero de poliimidazolinio.
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Ejemplo 9
Transfeccion de células HUH-7 con formulaciones de poliimidazolinio recargadas

La polietilenimina lineal sustituida con N-propionilo (10% de aminas aciladas, 90% de etilamina mediante 1H
NMR, PolySciences, Inc.), se disolvié en agua hasta una concentracién de 20 mg/ml. El pH de la solucién se ajusté
a pH 7,5 con 4cido hidroclérico (12 M), y se formé poliimidazolinio (PI) a elevada temperatura. Las muestras se
recargaron con varias cantidades de acido poliacrilico (10 mg/ml de solucién acuosa).

Las células HUH-7 se mantuvieron en DMEM. Aproximadamente 24 h antes de la transfeccidn, las células se
llevaron a placas en una densidad apropiada en placas de 48 pocillos y se incubaron durante la noche. Los cultivos
se mantuvieron en una atmésfera humidificada que contenia 5% de CO, a 37°C. La cantidad indicada de complejo
se combind, entonces, con las células en 1 ml de medio de cultivo. Las células se recolectaron después de 24 h y se
analizo la actividad de luciferasa usando un luminémetro Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania).
La cantidad de expresion de luciferasa se registré en unidades luminicas relativas. Los nimeros son los promedios para
dos pocillos separados.

Transfeccion de células HUH7 usando complejos de ADN/poliimidazolinio (PI)/dcido poliacrilico

Complejo Proporeion w/pocillo Medio ULR promedio
peso:peso

pADN/PI/PAA | 5/20/0 40 Opti 3981083
pADN/PI/PAA | 5/20/14 40 Opti 13111775
pADN/PI/PAA | 5/20/16 40 Opti 12334305
pADN/PI/PAA | 5/20/18 40 Opti 11000786
pADN/PI/PAA | 5/20/19 40 Opti 11458729
pADN/PI/PAA | 5/20/20 40 Opti 10099756
pADN/PI/PAA | 5/20/21 40 Opti 7820030
pADN/PI/PAA | 5/20/22 40 Opti 504225
pADN/PI/PAA | 5/20/0 40 Suero 2197
pADN/PI/PAA | 5/20/14 40 Suero 544564
pADN/PI/PAA | 5/20/16 40 Suero 3165930
pADN/PI/PAA | 5/20/18 40 Suero 8597630
pADN/PI/PAA | 5/20/19 40 Suero 7959588
pADN/PI/PAA | 5/20/20 40 Suero 6975200
pADN/PI/PAA | 5/20/21 40 Suero 6504250
pADN/PI/PAA | 5/20/22 40 Suero 36167

Los resultados indican que las formulaciones de poliimidazolinio recargadas son eficaces en la transfeccién de
células HUH-7.

Ejemplo 10
Transfeccion de células HUH-7 con formulaciones binarias y ternarias de poliimidazolinio

La polietilenimina lineal sustituida con N-propionilo (/PEI10%NPr, 10% de aminas aciladas, 90% de etilamina
mediante 1H NMR, PolySciences, Inc.), se disolvié en agua hasta una concentracion de 20 mg/ml. El pH de la solucién
se ajustd a pH 7,5 con 4cido hidroclérico (12 M). Una parte de esta solucion se us6 para formar el poliimidazolinio (PI)

manteniendo la solucién a elevada temperatura. Las muestras se recargaron con varias cantidades de dcido poliacrilico
(10 mg/ml de solucién acuosa).
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Las células HUH-7 se mantuvieron en DMEM. Aproximadamente 24 h antes de la transfeccidn, las células se
llevaron a placas en una densidad apropiada en placas de 48 pocillos y se incubaron durante la noche. Los cultivos
se mantuvieron en una atmésfera humidificada que contenia 5% de CO, a 37°C. La cantidad indicada de complejo se
combiné después con las células en 1 ml de medio de cultivo. Las células se recolectaron después de 24 h y se analizé
la actividad de la luciferasa usando un luminémetro Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania). La
cantidad de expresion de luciferasa se registré en unidades luminicas relativas. Los nimeros son los promedios para
dos pocillos separados.

ADN/PI/PAA 5/10/0 40 4292994 100
ADN/PI/PAA 5/20/0 40 3282018 85
ADN/PI/PAA 5/40/0 40 3477386 85
ADN/PI/PAA 5/60/0 40 3233045 75
ADN/PI/PAA 5/40/25 40 8530972 75
ADN/PI/PAA 5/40/30 40 7066358 75
ADN/PI/PAA 5/40/35 40 6675965 85
ADN/PI/PAA 5/40/40 40 6669150 85
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/10/0 40 1895920 90
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/20/0 40 3881579 85
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/40/0 40 5655288 60
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/60/0 40 431360 60
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/40/25 40 2390180 60
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/40/30 40 6709513 60
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/40/35 40 8483672 65
ADN/IPEI10%NPr/PAA 5/40/40 40 7779514 65

Los resultados indican que el polimero poliimidazolinio es eficaz en la transfeccién de células HUH-7 como un
complejo recargado tanto binario como ternario. Los resultados indican que el complejo recargado es mds eficaz que
la particula correspondiente en el polimero no ciclado.

Ejemplo 11
Metilacion de 2-metil-2-imidazolina

A una solucién de 2-metil-2-imidazolina (52,7 mg, 0,626 mmol, Aldrich Chemical Company) en 3 ml de acetoni-
trilo se anadi6é yoduro de metilo (86 ul, 1,377 mmol, Aldrich Chemical Company). La solucidon resultante se calentd
a reflujo. Después de 3 dias, la solucién se retiré del calor y se afiadié éter dietilico para precipitar las sales. El pre-
cipitado resultante se secé en vacio. El material se analiz6 por espectroscopia de masas (Sciex API 150EX) e indicé
una mezcla de yoduro de 1,2-dimetilimidazolinio (M=99), yoduro de 1,2,3-trimetilimidazolinio (M=113) y 1,1,4-tri-
metil, 4-acil-etilendiamina (M+1 = 145). La mezcla se analizé por espectroscopia UV (Espectrofotémetro Beckman
DU530), e indicé un cambio en Amax de 214 nm a 224 nm para la muestra de yoduro de imidazolinio respecto a la
imidazolina de partida (Fig. 20).
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Ejemplo 12
Polimerizacion de 2-metil-2-imidazolina y éter diglicidilico de 1,4-butanodiol

A una solucién de 2-metil-2-imidazolina (200 mg, 2,38 mmol, Aldrich Chemical Company) en 5 ml de DMF se
afiadi6 éter diglicidilico de 1,4-butanodiol (458 ud, 2,38 mmol, Aldrich Chemical Company). La solucién se calentd
a reflujo durante 1,5 h y el gel polimero resultante se lavé con éter dietilico. La mezcla se analizé por espectroscopia
UV (Espectrofotémetro Beckman DU 530), e indic6 un hombro de absorbancia de 4235 nm para el polimero de
imidazolinio, indicando la incorporacién del sistema de anillo en el polimero.

Ejemplo 13
Polimerizacion de 2-metil-2-imidazolina y epiclorohidrina

A una solucién de 2-metil-2-imidazolina (200 mg, 2,38 mmol, Aldrich Chemical Company) en 5 ml de DMF se
afiadi6 epiclorohidrina (186 ul, 2,38 mmol, Aldrich Chemical Company). La solucién se calent6 a reflujo durante 16
h y el gel polimero resultante se precipitd con éter dietico. La mezcla se analizé por espectroscopia UV (Espectro-
fotémetro Beckman DU 530), e indic6 una absorbancia a 4235 nm para el polimero de imidazolinio, indicando la
incorporacién del sistema de anillo en el polimero (Fig. 21).

Ejemplo 14
Polimerizacion de 2-metil-2-imidazolina y poliepiclorohidrina

A una solucién de poliepiclorohidrina (102,9 mg, 1,48 mmol en Cl,) en 2 ml de acetonitrilo, se afiadié 2-metil-
2-imidazolina (125 mg, 1,48 mmol, Aldrich Chemical Company). La solucidén se calentd a reflujo durante 16 h y el
polimero resultante se precipité con éter dietilico. El precipitado se analizé por espectroscopia UV (Espectrofotémetro
Beckman DU 530), e indicé un nuevo hombro de absorbancia de 41220 nm para el polimero de imidazolinio, indicando
la incorporacién del sistema de anillo en el polimero (Fig. 22).

Ejemplo 15
Desprotecciones parciales de 2-etil-2-oxazolina

A. A una solucién de 2-etil-2-oxazolina (5,00 g, 50,4 mmol en amida, Aldrich Chemical Company) en 40 ml de
agua se afiadié HCI (conc., 2,05 ml, 25,2 mmol, 0,5 equiv.) gota a gota durante varios minutos. La solucién resultante
se calent6 a reflujo durante 56 h. El pH se neutralizé a pH 7 con NaOH (12 M). La solucién se concentrd a presion
reducida y se recogié en EtOH y se filtr6 para retirar el NaCl. La filtracién de etanol se repitié 5 veces para dar un
copolimero de las siguientes subunidades: etil-amina, 2-etilimidazolinio y N-propionil-etil-amina. Las proporciones
de las subunidades se determinaron por 1H NMR siendo 88,9%, 4,9% y 6,2%, respectivamente.

B. A una solucién de 2-etil-2-oxazolina (5,00 g, 50,4 mmol en amida, Aldrich Chemical Company), en 40 ml de
agua se afiadié HCI (conc., 2,67 ml, 32,8 mmol, 0,65 equiv.) gota a gota durante varios minutos. La solucién resultante
se calentd a reflujo durante 56 h. El pH se neutralizé a pH 7 con NaOH (12 M). La solucién se concentrd a presion
reducida y se recogié en EtOH vy se filtr6 para retirar el NaCl. La filtracién de etanol se repitié 5 veces para dar un
copolimero de las siguientes subunidades: etil-amina, 2-etilimidazolinio y N-propionil-etil-amina. Las proporciones
de las subunidades se determinaron por 1H NMR siendo 92,8%, 4% y 3,2%, respectivamente.

C. A una solucién de 2-etil-2-oxazolina (5,00 g, 50,4 mmol en amida, Aldrich Chemical Company) en 40 ml de
agua se afiadié HCI (conc., 3,48 ml, 42,8 mmol, 0,85 equiv.) gota a gota durante varios minutos. La solucién resultante
se calent6 a reflujo durante 56 h. El pH se neutraliz6é a pH 7 con NaOH (12 M). La solucién se concentrd a presion
reducida y se recogi6 en EtOH y se filtr6 para retirar el NaCl. La filtracién de etanol se repitié 5 veces para dar un
copolimero de las siguientes subunidades: etil-amina, 2-etilimidazolinio y N-propionil-etil-amina. Las proporciones
de las subunidades se determinaron por 1H NMR siendo 95%, 3,35% y 1,65%, respectivamente.

D. A una solucién de 2-etil-2-oxazolina (5,00 g, 50,4 mmol en amida, Aldrich Chemical Company) en 40 ml de
agua se afiadié HCl (conc., 6,14 ml, 75,6 mmol, 1,5 equiv.) gota a gota durante varios minutos. La solucién resul-
tante se calent6 a reflujo durante 48 h. El pH se neutraliz6, haciéndolo basico, hasta pH 14 con NaOH (12 M). La
solucién se calenté a reflujo durante 16 h. Después de 16 h, el pH se neutralizé6 a pH 7 con HCl (conc.). La solu-
cion se concentré a presion reducida y se recogié en EtOH y se filtré para retirar el NaCl. La filtracién de etanol se
repitié 5 veces para dar un copolimero de las siguientes subunidades: etil-amina, 2-etilimidazolinio y N-propionil-
etil-amina. Las proporciones de las subunidades se determinaron por 1H NMR siendo 100%, 0% y 0% respectiva-
mente.
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E. A una solucién de 2-etil-2-oxazolina (5,00 g, 50,4 mmol en amida, Aldrich Chemical Company) en 40 ml de
agua se afladi6 NaOH (3,024 g, 75,6 mmol, Aldrich Chemical Company) en partes adecuadas durante varios minutos.
El polimero empez6 a desaparecer a medida que el pH se incrementaba. La suspensién resultante se calent6 a reflujo
durante 56 h. El pH se neutralizé a pH 7 con HCI (conc.). La solucién se concentrd a presion reducida y se recogid
en EtOH y se filtr6 para retirar el NaCl. La filtracién de etanol se repitié 5 veces para dar un copolimero de las
siguientes subunidades: etil-amina, 2-etilimidazolinio y N-propionil-etil-amina. Las proporciones de las subunidades
se determinaron por 1H NMR siendo % a nivel de trazas, % a nivel de trazas y 98%, respectivamente.

Ejemplo 16
Acilacion de polivinilamina y formacion de un anillo amidinio

A una solucién de hidrocloruro de polivinilamina (40 mg, 0,503 mmol en amina, 25 K, Aldrich Chemical Com-
pany) en 400 ul de agua se afiadi6 diisopropiletilamina (35 ul, 1,00 mmol, Aldrich Chemical Company), seguido de
anhidrido acético (9,6 ul, 0,503 mmol, Aldrich Chemical Company). La solucién resultante se agité durante 12 h,
y se dividi6é en dos partes de igual tamafio. La Muestra 1 (MC 1025) se calent6 a 70°C durante 16 h. La muestra 2
(MC1026) se almacend a 4°C.

Ejemplo 17
Acilacion de polialilamina y formacion de un anillo amidinio

A una solucién de hidrocloruro de polialilamina (40 mg, 0,428 mmol en amina, 15 K, Aldrich Chemical Com-
pany) en 400 ul de agua se afiadi6 diisopropiletilamina (30 ul, 0,855 mmol, Aldrich Chemical Company), seguido
de anhidrido acético (8,1 ul, 0,428 mmol, Aldrich Chemical Company). La solucién resultante se agit6 durante 12 h,
y se dividié en dos partes de igual tamafio. La Muestra 1 (MC 1029) se calent6 a 70°C durante 16 h. La muestra 2
(MC1030) se almacend a 4°C.

Ejemplo 18
Distribucion de siARN a células in vitro

Se prepararon varios complejos para la transfeccion in vitro de células 3T3-Luc. Algunas formulaciones incluyen
un lipido (MC 798), mientras que otras estdn exentas de lipido. Las transfecciones se realizaron en suero al 10%. Las
células 3T3-Luc se mantuvieron en DMEM. Aproximadamente 24 h antes de la transfeccion, las células se llevaron a
placas en una densidad apropiada en placas de 48 pocillos y se incubaron durante la noche. Los cultivos se mantuvieron
en una atmésfera humidificada que contenia 5% de CO, a 37°C. La cantidad indicada de complejo que contenia siARN
anti-luciferasa (GL-2) y el polimero indicado se combinaron después con las células en 1 ml de medio de cultivo. Las
células se recolectaron después de 24 horas y se analiz6 la actividad de la luciferasa usando un luminémetro Lumat
LB 9507 (EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania). La cantidad de expresion de luciferasa se registré en unidades
luminicas relativas. Los niimeros son los promedios de dos pocillos separados.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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Muestra Formulacion Con.c’entracién pl/pocillo ULR
Proporcién peso:peso

Testigo X 100 2100570

GL-2 X 200 100 1976795

GL-2 TKO 200/8 ul 100 1094425

GL-2 TKO 200 ng/12 pl 100 517800

GL-2 PVA de 200 ng/6 pl 100 1952695
referencia

GL-2 1025 200 ng/6 pl 100 1480135

GL-2 1026 200 ng/6 ul 100 1539960

GL-2 PAA de 200 ng/6 pl 100 1711830
referencia

GL-2 1029 200 ng/6 pl 100 1554965

GL-2 1030 200 ng/6 pl 100 1585145

GL-2/798 PVA de 200 ng/4 pg/6 ul 100 1829290
referencia

GL-2/798 1025 200 ng/4 pg/6 pl 100 1432655

GL-2/798 1026 200 ng/4 pg/é pl 100 1511445

GL-2/798 PAA de 200 ng/4 pg/6 pl 100 1610610
referencia

GL-2/798 1029 200 ng/4 pg/é 100 1404530

GL-2/798 1030 200 ng/4 ug/6 pl 100 1840955

Los resultados indican que el siARN puede ser distribuido a las células usando los polimeros indicados inhibiendo
asf la expresion del gen luciferasa.

Ejemplo 19
Distribucion de ADN a células in vitro

Se prepararon varios complejos para la transfeccion in vitro de células HEPA. Las formulaciones incluyen un
lipido (MC798). Las transfecciones se realizaron en suero al 10%. Las células HEPA se mantuvieron en DMEM.
Aproximadamente 24 horas antes de la transfeccion, las células se llevaron a placas en una densidad apropiada en
placas de 48 pocillos y se incubaron durante una noche. Los cultivos se mantuvieron en una atmésfera humidificada
que contenia 5% de CO, a 37°C. La cantidad indicada de complejo se combiné entonces con las células en 1 ml de
medio de cultivo. Las células se recolectaron después de 24 horas y se analiz6 la actividad de la luciferasa usando un
luminémetro Lumat LB 9507 (EG&G Berthold, Bad-Wildbad, Alemania). La cantidad de expresion de luciferasa se
registré en unidades luminicas relativas. Los nimeros son los promedios de dos pocillos separados.
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Tipo de célula: HEPA

Polimero Proporcién de la concentracion ULR
peso:peso:peso
(ADN/lipido/polimero)
PAA 3/9/6 347944
PAA 3/15/6 1060816
1029 3/9/6 2942677
1029 3/15/6 7128621
1030 3/9/6 2857683
1030 3/15/6 2821997
1029 3/9/12 2597371

Los resultados indican que el polimero de poliamidinio puede transferir ADN a las células in vitro.

Lo anteriormente mencionado se considera sélo ilustrativo de los principios de la invencién. Ademds, como para
los especialistas en la técnica tendrdn lugar, ficilmente, numerosas modificaciones y cambios, no se desea limitar la
invencion a la exacta construccion y al funcionamiento, mostrada y descrito. Por tanto, todas las adecuadas modifica-
ciones y equivalentes caen dentro del alcance de la invencidn.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para distribuir un polinucledtido a una célula que comprende un polimero que contiene dos o
mas subunidades de amidinio ciclico de amidinio y el polinucleétido.

2. La composicién de la reivindicacion 1, en la que el polinucledtido consiste en ADN.
3. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido consiste en ARN.
4. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el polinucleétido consiste en un siARN.

5. La composicién de la reivindicacién 1, en la que el polimero que contiene dos o mas subunidades de amidinio
ciclico consiste en un polimidazolinio.

6. La composicion de la reivindicacién 1, en la que el polimero que contiene dos o mas subunidades de amidinio
ciclico consiste en un poli-1,3-piperazinio.

7. La composicién de la reivindicacién 1, en la que el polimero que contiene dos o mas subunidades de amidinio
ciclico consiste en un poli(anillo heterociclico de 8 miembros con 1,3-nitr6geno).

8. La composicién de la reivindicacién 1, en la que el polimero que contiene dos o mds subunidades de amidinio
ciclico consiste en una polietilenimina parcialmente acilada.

9. La composicién de la reivindicacién 8, en la que la polietilenimina parcialmente acilada consiste en un derivado
N-propionilado de polietilenimina.

10. La composicién de la reivindicacién 8, en la que la polietilenimina consiste en polietilenimina lineal.

11. La composicién de la reivindicacién 1, en la que el polimero que contiene dos o mds subunidades de amidinio
ciclico consiste en polialilamina parcialmente acilada.

12. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el polimero que contiene dos o mds subunidades de amidinio
ciclico consiste en polivinilamina parcialmente acilada.

13. La composicién de la reivindicacion 1, en la que la célula consiste en una célula in vivo.

14. La composicién de la reivindicacién 13, en la que la célula in vivo consiste en una célula de pulmon.

15. La composicion de la reivindicacién 13, en la que la célula in vivo consiste en una célula de higado.

16. La composicion de la reivindicacion 15, en la que la célula de higado consiste en un hepatocito.

17. Una composicién para distribuir un polinucleétido a una célula que comprende: un polimero que contiene dos
o mds subunidades de amidinio ciclico, el polinucleétido, y un polianién en un complejo en el que el complejo tiene

un potencial Zeta negativo.

18. Un proceso in vitro para distribuir un polinucleétido a una célula que comprende: proporcionar una composi-
cién definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 y asociar la composicién con la célula.

19. Una composicion definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 para su uso como medicamento.
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