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Dendrimeros basados en PAMAM derivatizado con
grupos alquil sulfonilo.

La presente invencion describe unos compuestos
derivados de vinilsulfonas que comprenden un nucleo
de PAMAM derivatizado con grupos alquilsulfonilo y el
procedimiento de obtencién de los mismos. Estos
compuestos forman complejos con fragmentos de
ADN que son Uutiles para la transfeccion de células,
por lo que la presente invencién también describe el
uso de estos compuestos como agentes de
transfeccion.
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DESCRIPCION

Dendrimeros basados en PAMAM derivatizado con grupos alquil sulfonilo.

La presente invencion describe unos compuestos derivados de vinilsulfonas que comprenden un niicleo de PAMAM
derivatizado con grupos alquilsulfonilo, asf como el procedimiento de obtencion de estos compuestos y su uso como
agentes de transfeccion.

Estado de la técnica anterior

La supuesta capacidad de la terapia génica para el tratamiento de enfermedades genéticas ha conducido a una
gran actividad investigadora sobre el disefio de vectores para la administracién de genes que sean capaces de com-
pactar y proteger oligonucleétidos como DNA contra la degradacion por DNasas presentes en el suero. Los vectores
no virales constituyen una alternativa atractiva al uso de virus, retrovirus y adenovirus, ya que resuelven problemas
de los sistemas virales como la toxicidad, inmunogenicidad y los problemas de obtencion a gran escala de estos sis-
temas virales. No obstante, los sistemas basados en virus tienen una elevada eficiencia de transfeccién. Aunque los
sistemas no virales tienen per se una menor eficiencia de transfeccién (debido a las barreras intra y extracelulares
que encuentran para una captacion celular), estos vectores no virales pueden ser ficilmente modificados en su es-
tructura de una manera sistemdtica para permitir el andlisis de aquellos factores implicados en la modulacién de su
eficiencia.

El disefio de compuestos de naturaleza catidnica, como lipidos, polimeros, dendrimeros y péptidos que interaccio-
nen de manera fuerte y no covalentemente con el esqueleto cargado negativamente del DNA se ha demostrado como
una estrategia util para el desarrollo de eficientes agentes sintéticos de transfeccion. Asi, dendrimeros altamente ra-
mificados han demostrado un alto potencial como vectores para la administracion de genes comparados con sistemas
poliméricos cldsicos, debido a sus propiedades exclusivas: una superficie multivalente funcionalizable, una arquitec-
tura tridimensional bien definida, as{ como tamafios y pesos moleculares adecuados (O. Rolland, C. O. Turrin, A. M.
Caminade and J. P. Majoral, New J. Chem., 2009, 33, 1809). En concreto, los dendrimeros basados en poli(amidoami-
na) (PAMAM) que contienen grupos amino terminales fidcilmente protonables y grupos amino terciarios internos son
una herramienta de laboratorio frecuente debido a su sencilla sintesis quimica y su disponibilidad (P. P. Kundu and
V. Sharma, Curr. Opin. Solid State Mater. Sci., 2008, 12, 89 M. Labieniec and C. Watala, Cent. Eur. J. Biol., 2009, 4,
434). Los complejos PAMAM-DNA, denominados dendriplexos y constituidos por la interaccion entre grupos amino
primarios (D. Shcharbin, E. Pedziwiatr, J. Blasiak and M. Bryszewska, J. Control. Release, 2010, 141, 110), consti-
tuyen sistemas supramoleculares cargados positivamente que tienen la capacidad de interaccionar con la membrana
plasmdtica celular cargada negativamente, permitiendo la entrada a la célula a través de un sistema endosomal, sin
producir ni citotoxicidad ni inmunogenicidad de manera significativa. Una vez internalizados, la capacidad tamp6n de
los grupos amino no protonados va a permitir que actien como una esponja de protones en el entorno dcido de los
endosomas, facilitando de esta manera la liberacion del DNA desde el dendriplexo al citoplasma celular gracias a la
inhibicion de las nucleases endosomales dependientes de pH.

La influencia de la generacién del dendrimero en la eficiencia de transfeccién (también llamado efecto dendri-
tico) fue identificada hace tiempo y asi, los dendrimeros de tamafio medios (G5-G10) son considerados como los
mds eficientes. Por otro lado, para incrementar el rendimiento de transfeccién de los PAMAMs se han desarrollado
tres estrategias: a) incrementar la flexibilidad de las ramas, b) transformar el dendrimero en ambifilico y ¢) hacerlo
biocompatible. La degradacién térmica de PAMAMSs de alta generacion origina vectores “fracturados” con una alta fle-
xibilidad y que son comerciales (Superfect™). Ademads, la modificacién de la superficie mediante la funcionalizacién
de la periferia del PAMAM se ha investigado extensamente para tratar de mejorar no solo la formacién de complejos
con el DNA, interaccion con la membrana plasmadtica y liberacion de los endosomas, sino también de reducir la ci-
totoxicidad y tratar de incorporar grupos funcionales que produzca el direccionamiento de los dendriplexos a un tipo
celular especifico (K. Jain, P. Kesharwani, U. Gupta and N. K. Jain, Int. J. Pharm., 2010, 394, 122). La conjugacién
de los grupos amino primarios con polietilenglicol, aminodcidos, péptidos, proteinas, azicares, ciclodextrinas, lipidos
y glucocorticoides se ha descrito y ha tenido unos resultados variables en cuanto a la eficiencia de transfeccion. Nu-
merosos trabajos han demostrado las ventajas de incorporar motivos lipofilicos a los dendrimeros para transformarlos
en moléculas ambifilicas capaces de producir una transfeccion aumentada. Asi, PAMAMSs modificados con lipidos se
han construido con topologias en las que la porcion hidrofilica dendritica se localizaba en una parte de la molécula
mientras que la porcion hidrofébica, fundamentalmente cadenas alquilicas de longitud variable, se localizaban en la
parte opuesta de la molécula (T. Takahashi, C. Kojima, A. Harada and K. Kono, Bioconjug. Chem., 2007, 18, 1349).
De forma alternativa, dendrimeros de PAMAM con un interior hidrofflico y una corona hidrofébica se han obteni-
do uniendo al azar colas alquilicas en la periferia (J. L. Santos, H. Oliveira, D. Pandita, J. Rodrigues, A. P. Pégo, P.
L. Granja and H. Toméds, J. Controlled Release, 2010, 144, 55.). En ambos casos, la influencia de pardmetros como
la generacion dendritica, la longitud de la cadena alquilica y el grado de funcionalizacion en la eficiencia de trans-
feccion y citotoxicidad se han evaluado. La adicién de Michael de derivados de acrilato asi como la acilacién con
esteres activados de dcidos grasos han sido las herramientas sintéticas utilizadas para la fabricacién de este tipo de
vectores
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Descripcion de la invencién

La presente invencion describe una serie de compuestos ambifilicos derivados de PAMAM donde algunos grupos
amino periféricos de estos dendrimeros se han unido a derivados de vinilsulfona conteniendo cadenas hidrofébicas.
Igualmente se describen las propiedades de transfeccion de los compuestos resultantes las cuales dependen de la natu-
raleza quimica de la cadena hidrofébica y del grado de extension de la modificacion de superficie de los dendrimeros.
Algunos de los dendrimeros derivados PAMAM demuestran ser vectores ltiles para la transfeccion y poseen mejores
propiedades que el PAMAM sin modificar o reactivos comerciales de transfeccién como la LipofectaMINA 2000:
a) una mayor eficiencia de transfeccién, b) una menor citotoxicidad, c) la capacidad de mantener la transfeccion en
presencia de suero y d) la posibilidad de transfectar distintos tipos de lineas celulares. Igualmente se describe la pre-
paracién de sondas fluorescentes para monitorizar las rutas de endocitosis ttiles en la transfeccion mediada por estos
dendrimeros y obtener informacién de los mecanismos de internalizacién empleados por estos vectores.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula general (1):

( NHZ)p-n
H O
G N\/\!X’H}&
)

donde

G representa un dendrimero aminado que se selecciona de entre PAMAM, polietileniminas, polilisinas o polipro-
pilenimina,

R, se selecciona entre alquilo C,-C,, alquenilo C,-C,, 0 el grupo -Y-R,
Y se selecciona entre O 6 S,

R, se selecciona entre el grupo -CH,-CH,-NH-CO-R; o un esterol,

R; se selecciona entre alquilo C,-Cy 0 alquenilo C,-Cyy,

m es un valor entre 1y 4,

n es un valor entre 1 y p, siendo p el nimero de grupos -NH, de superficie del dendrimero aminado.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencion, a radicales de cadenas hidrocarbonadas, lineales o rami-
ficadas, que tienen de 1 a 20 dtomos de carbono, preferiblemente de 2 a 18, y que se unen al resto de la molécula
mediante un enlace sencillo, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-penti-
lo, n-hexilo etc. Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como
halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, carbonilo, ciano, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto y alquiltio.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas que contienen uno o mds enlaces carbono-
carbono dobles y que tienen preferiblemente de 2 a 20 carbonos, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, alilo, isoprenilo, 2-
butenilo, 1,3-butadienilo etc. Los radicales alquenilos pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustitu-
yentes tales como halo, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, amino, nitro, mercapto
y alquiltio.

El término “esterol” se refiere a esferoides con 27 a 29 dtomos de carbono. Su estructura quimica deriva del
ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano, una molécula de 17 carbonos formada por tres anillos hexagonales y uno
pentagonal. En los esteroles, se afiade una cadena lateral de 8 6 mds dtomos de carbono en el carbono 17 y un grupo
alcohol o hidroxilo (-OH) en el carbono 3. Ejemplos no limitantes de esteroles son colesterol, ergosterol, estigmasterol
etc.
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Los PAMAM (poliamidoaminas) son polimeros de tipo dendritico (macromoléculas tridimensionales hiper-rami-
ficadas de construccién arborescente con una estructura quimica precisa), que presentan una forma de crecimiento
generacional y que estdn formados por un nticleo de alquildiamina con ramificaciones que se generan a partir de ami-
nas terciarias. Preferiblemente los PAMAM son de segunda a sexta generacion y mds preferiblemente, de segunda
generacion siendo p=16 y presentando la siguiente estructura:

En una realizacién preferida, mes 1.

En una realizacién mds preferida, R, es un alquilo C,-C 5 y preferiblemente R, se selecciona entre -(CH,),CHj,

-(CH,)0CH; o -(CH;),6CHs;.
En otra realizacion mds preferida, R, es un alquenilo C,-C,; y preferiblemente R, es (CH,),CH=CH(CH,),CHj;.
En otra realizacion preferida, m es 2.
En una realizacién mds preferida, R, es el grupo -O-R,.
En otra realizacion mds preferida, R, es el grupo -S-R,.

En otra realizacion mds preferida, R, es -CH,-CH,-NH-CO-R;, siendo R; un alquilo C,-C g y preferiblemente R;
se selecciona entre -(CH,),CHj, -(CH,),(CH; o -(CH,),CHj3.

En otra realizacion mds preferida, es -CH,-CH,-NH-CO-R3, siendo R; un alquenilo C,-C,; y preferiblemente R;
€S (CH2)7CH=CH(CH2)7CH3

En una realizacion mds preferida, R, es un esterol que se selecciona de la lista que comprende colesterol, epicoles-
terol, estigmasterol, lanosterol, ergosterol y coprostenol y preferiblemente colesterol.

En otra realizacion preferida, n es un valor que se selecciona entre 2 6 1.
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En otra realizacion preferida, la invencion se refiere a un compuesto de férmula general (II):

5 ( N H2) pPn-q

| I
o) o) n
15 9
(I
20
donde
G representa un dendrimero aminado que se selecciona entre PAMAM, polietileniminas, polilisinas y polipropile-
nimina,
25 . . .
R, se selecciona entre alquilo C,;-C,, alquenilo C,-C,, 0 el grupo -Y-R,
Y se selecciona entre O 6 S,
30 R; se selecciona entre el grupo -CH,-CH,-NH-CO-R; o un esterol,
Rj; selecciona entre alquilo C,-Cy o alquenilo C,-Cyy,
R, es un grupo fluorogénico,
35
m es un valor entre 1y 4,
n es un valor entre 1 y p, siendo p el nimero de grupos NH, de superficie del dendrimero aminado,
40 g es un valor que se selecciona entre 1 y 2.

“Grupo fluorogénico” se refiere a un grupo quimico de pequefio tamafio que forma parte de una molécula mayor, el

cual puede ser excitado por la luz para emitir fluorescencia. En algunas realizaciones, los fluoréforos producen fluores-

45 cencia eficientemente por excitacion con luz de longitud de onda desde unos 200 nanémetros a unos 800 nanémetros.
La intensidad y la longitud de onda de la radiacion emitida dependen del fluoréforo y del entorno quimico del mismo.

En una realizacién més preferida, q es 1.

50
En otra realizacion preferida, R, es rodamina o un derivado de la misma, preferiblemente el derivado que posee la
siguiente estructura:
55
60
65
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La rodamina es una fluorona que se emplea como marcador fluorescente en técnicas como microscopia de fluo-
rescencia, citometria de fluyjo o ELISA. Otros ejemplos no limitantes de grupos flurogénicos que pueden ser usa-
dos en la presente invencion son: acridina, antracenos, aloficocianina, BODIPY, cianinas, cumarinas, fluorescamina,
fluoresceina, FAM (carboxifluoresceina), HEX (hexaclorofluoresceina), JOE (6-carboxi-4’,5’-dicloro-2’,7’ -dimetoxi-
fluoresceina), Oregon Green, ficocianina, ficoeritirina, rodamina, ROX (carboxi-X-rodamina), TAMRA (carboxitetra-
metilrodamina), TET (tetracloro-fluoresceina), Texas red, tetrametilrodamina y xanthinas.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de un compuesto de férmula (I) o de férmula (II) segtin se ha descrito
anteriormente como agente de transfeccion génica.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un complejo que comprende un compuesto de férmula (I) y un fragmento
de ADN.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del complejo segtin se ha descrito para la fabricacion de una compo-
sicion farmacéutica.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicién que comprende un compuesto de férmula (I), un com-
puesto de féormula (IT), un complejo segtin se ha definido anteriormente o cualquiera de sus combinaciones, caracteri-
zada porque la relacion estequiométrica entre G y los grupos sulfonados tiene un valor entre 0,5 y 2. Preferiblemente,
esta relacién estequiométrica G:grupos sulfonados es 0,5. Esta composicion contiene tanto dendrimeros que han sido
funcionalizados con grupos vinil sulfona como dendrimeros sin funcionalizar.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una composicién como se ha descrito anteriormente, como agente

de transfeccion génica.

Un ultimo aspecto de la invencion se refiere a un procedimiento de obtencion de un compuesto de férmula (I) que
comprende una reaccion de adiciéon de Michael del compuesto de férmula (II1):

R1

X

O=—W0=0

™M
1)

o~

donde m y R; se definen como anteriormente, a un dendrimero aminado que se selecciona entre PAMAM, polieti-
leniminas, polilisinas y polipropilenimina y particularmente a un dendrimero PAMAM de segunda a sexta generacion.

Un medio adecuado para la reaccion anteriormente descrita es tetrahidrofurano/agua aunque también es posible
realizarla en otros medios de reaccion conocidos por cualquier experto en la materia, tales como, pero sin limitarse a,
acetona-agua o acetonitrilo-agua.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencion se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Ensayo de movilidad electroforética. A.- Ensayo de movilidad electroforética del PAMAM-G2 o algunos
derivados de PAMAM-G2 unidos a pDNA a relaciones N/P entre 0 (pEGFP-N3 solo) y 10. La ausencia de la banda
del pldsmido en los pocillos se relaciona con la inhibicién de la movilidad electroforética del pldsmido. B.- Relacion
N/P minima necesaria para inhibir completamente la movilidad electroforética en el ensayo. C.- Ensayo de movilidad
electroforética para PAMAM-G2 o derivados de PAMAM-G2 marcados con rodamina.
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Fig. 2. Experimentos de proteccion de la digestion con DNasa I. A- Muestras representativas de geles de agarosa
correspondientes al pldsmido pEGFP-N3 incubado en la ausencia (-) o presencia (+) de DNasa I como control. Las
muestras de pEGFP-N3 que han sido pre complejadas con los derivados de PAMAM-G2 antes del tratamiento con
DNasa I (como se describe en la seccién experimental) se han corrido en paralelo. B.- Cuantificacion de la intensidad
relativa (al pEGFP-N3 sin tratar se le ha asignado un valor de 100) de la suma del pldsmido relajado y sobreenrollado
correspondiente a las muestra complejadas con los derivados de PAMAM-G2 y tratadas con DNasa 1. Los resultados
corresponden a la media + SEM (n=4). C.- Las muestras de derivados de PAMAM-G2 marcadas con rodamina se
han procesado de manera similar y la proteccion de la digestion con DNasa I se ha medido mediante electroforesis en
agarosa. (a) Complejos dendrimero-pDNA, (b) dendrimero marcado solo. Ya que los dendrimeros estdn marcados con
fluorescencia, los geles se han fotografiado antes (UV) y después de la tincidén con bromuro de etidio (EtBr). Debido a
la interaccion del dendrimero marcado libre con el SDS empleado en la preparacion de las muestras, los dendrimeros
marcados libres tienen una carga negativa durante la electroforesis.

Fig. 3 Eficiencia in vitro de los derivados de PAMAM-G2 en células CHO-KI. Las células CHO-k1 fueron trans-
fectadas con dendriplexos utilizando el pldsmido pEGFP-N3 como se describe en la seccion experimental. Para cada
condicién, el DNA se mezcl6 con el derivado de PAMAM-G2 en una relacién N/P de 2.5 a 50. Como un control posi-
tivo (Lp), se realiza una transfeccion con LP2000. La fluorescencia fue medida 48 horas después de la transfeccion. La
relacion fluorescencia/proteina para cada compuesto se muestra en las figuras. El valor de fluorescencia de la eGFP en
la transfeccién con LP2000 se ha normalizado al 100% en cada experimento. Los resultados se muestran como media
+ SEM (n=8).

Fig. 4 Citotoxicidad de los complejos. La citotoxicidad de los complejos formados entre el pDNA y los den-
drimeros modificados se ha ensayado en células CHO-k1 24 horas después de la transfeccion mediante la medida
del porcentaje de viabilidad celular utilizando un ensayo basado en el MTT. Se han ensayado aquellos dendrimeros
con una mayor eficiencia de transfeccién. El ensayo se ha realizado utilizando la relacion N/P mds eficiente para la
transfeccion de cada compuesto (6b-G2(I): 10; 6¢-G2(I): 2,5; 6d-G2(1): 10; 9b-G2(I): 20; 9d-G2(11D): 10; 11d-G2
(IIT): 10). Los resultados se muestran como % de viabilidad, normalizando a un valor del 100% el de las células sin
transfectar.

Fig. 5 Factores que influyen en la eficiencia de transfeccion de los derivados de PAMAM-G?2. A.- Efecto del suero
en el medio de transfeccion. La LP2000 (como control positivo) o 6¢-G2(I) (relacion N/P 2.5-50) se han complejado
con el plasmido pEGFP-N3 y posteriormente empleado para la transfeccion de células CHO-K1 en la ausencia o
presencia de 10% de suero bovino fetal en el medio de transfeccion. La fluorescencia fue medida 48 h después de la
transfeccion. La relacion fluorescencia/proteinas para cada condicion se muestra en la grafica. El valor de fluorescencia
de la eGFP para la transfeccién con LP2000 en ausencia de suero bovino fetal se ha normalizado al 100%. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=7). B.- Tipo celular. Células CHO-k1, Neuro-2a o RAW 264.7 se han
transfectado utilizando el compuesto 6¢-G2(I) formando un complejo con el plasmido p EGFP-N3 como se describe
en la seccidon experimental. Para cada condicién, el DNA se mezclo con el derivado de PAMAM-G2 a una relacion
N/P ratios de 2.5 hasta 50. Para cada linea celular se ha utilizado como control positivo una transfeccién con LP2000.
La fluorescencia ha sido determinada 48 h después de la transfeccion. Se muestra la relacién fluorescencia/proteinas
para cada condicion. El valor de fluorescencia debida a la eGFP se ha normalizado al 100% en cada linea celular. Los
resultados se muestran como media + SEM (n=8).

Fig. 6 Efecto de inhibidores de la transfeccion sobre los derivados de PAMAM-G2. Células CHO-K1 se han
pretratado con clorpromazina (14 M) o genisteina (200 M) durante 30 minutos antes de la transfeccién con los
dendriplexos siguientes en la relacién N/P mds eficiente (6b-G2(1): 10; 6¢-G2(I): 2,5; 6d-G2(1): 10; 9b-G2(1): 20; 9d-
G2(III): 10; 11d-G2(11): 10). Como control (Lp), se ha realizado una transfeccion con LP2000. La fluorescencia se
ha ensayado 48 h después de la transfeccién. La relacion fluorescencia/protefna para cada compuesto se muestra en
la gréifica. El valor de fluorescencia debido a la eGEFP en la transfeccion con LP2000 se ha normalizado al 100%. Los
resultados se expresan como media + SEM (n=6).

Fig. 7 Microscopia Confocal. Células CHO-K1 se sembraron en cubres de microscopio y fueron transfectadas con
los dendriplexos basados en el compuesto marcado con rodamina 9d-G2 (III) y pEGFP-N3 marcado con CyS5 a una
relacion N:P de 10. 24 horas después de la transfeccion, las células fueron fijadas y analizadas mediante microscopia
confocal para detectar la protefna eGFP en las células transfectadas (verde), el compuesto marcado con rodamina 9d-
G2 (III) (rojo) o el pEGFP DNA marcado con Cy5 (azul). Se muestra una imagen superpuesta asi como imdgenes
individuales para cada canal independiente. A y B.- Células CHO-k1 transfectadas a dos aumentos diferentes. C.-
Células CHO-k1 preincubadas con clorpromazina antes de la transfeccion.

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de la invencion.
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Sintesis de derivados de vinil sulfona para la funcionalizacion de PAMAM-G2

Para obtener nuevos derivados de PAMAM-G2 titiles como vectores de transfeccion con una eficiencia mejorada y
una baja toxicidad, se seleccionan un conjunto de compuestos que presentan cadenas hidrofébicas para su conjugacion
con los grupos amino terminales de los dendrimeros. Para poder evaluar la importancia de la longitud de la cadena hi-
drofébica en el proceso de transfeccion, se eligen reactivos comerciales con cadenas alquilicas de 4, 12y 18 carbonos.
Asi se ha usado los derivados bromados 1a-c, alcohol oleico (cis-9-octadecenol) 2, cloruro de butanoilo 7a, dcido lau-
rico (dcido dedecanoico) 7b, dcido estedrico (dcido octadecanoico) 7¢ y dcido oleico (dcido cis-9-octadecenoico) 7d.
La adicion tipo aza-Michael de derivados vinil sulfona de estas moléculas se considera como una herramienta sintética
adecuada para su acoplamiento con los grupos amino periféricos dado el alto rendimiento y facilidad de esta reaccién
que puede ser llevada a cabo por simple mezcla de los compuestos en un disolvente adecuado sin la formacién de
productos secundarios no deseados.

La diferente funcionalidad de los compuestos la-c, 2 y 7a-b (bromuros de alquilo, alcoholes y dcidos carboxilicos,
respectivamente) permite disefiar estrategias simples para la preparacion de sus correspondientes derivados vinil sulfo-
na y también para la introduccién de variabilidad estructural en el espaciador que une la cadena alquilica hidrofébica
y el niicleo del dendrimero, cuya influencia en la eficiencia de transfeccion es también un pardmetro objeto de evalua-
cion. Asi, el desplazamiento nucleofilico de los derivados bromados la-c y del derivado mesilado 3 del alcohol oleico
2 por el dtomo de azufre del 2-tioetanol produce los hidroxietil tioéteres 4a-d con un alto rendimiento. La oxidacién
con dcido peracético y la subsecuente deshidratacion de las hidroxisulfonas 5a-d mediante la formacién de sus deri-
vados mesilados conduce ficilmente a las vinil sulfonas 6a-d en las que la funcionalidad original ha sido reemplazada
por el grupo vinil sulfona (Esquema 1). De manera alternativa, se ha disefiado una estrategia a partir de los dcidos
grasos 7a-d que nos ha permitido introducir un espaciador de mayor longitud de la cadena alquilica hidrofébica en la
vinil sulfona. Asf, la reaccién con el 2-aminoetanol de los cloruros de dcidos grasos, utilizando el reactivo comercial
7a o bien obtenidos “in situ” mediante el tratamiento con cloruro de tionilo en el caso de los dcidos 7b-d, rinde las
correspondiente 2-hidroxiletil amidas 8a-d. La reaccion de estos compuestos con la divinil sulfona (DVS) produce las
vinil sulfona eter9a-d con rendimientos moderados (Esquema 1).

De manera adicional, en el caso del dcido oleico, la molécula homologa a la vinilsulfona tioeter 11d también es
preparada para evaluar la influencia del heterodtomo del espaciador en la eficiencia de transfeccion. Este compuesto
se obtiene mediante la reaccion del cloruro de dcido oleico con cistamina dihidrocloruro que produce el disulfuro 10d
con un elevado rendimiento. La reduccién con Zn en polvo de este compuesto seguida de la adicion de Michael a DVS
permite obtener el derivado tioeter 11d en un tnico paso (Esquema 1).

(Esquema pasa a pdgina siguiente)



ES 2351909 Bl

ZO-WVYINVYd 2P ugioezyeuoiouny el esed eUOYNS [JUIA 8P SOPBALISP ap sisalulg | ewanbsg
£l

O/\/Nw\”
BNL(CHD)HO=CHO(?HD) P °
BNCHCHD) o YL ' r4)
SINOL(E - - 1043)83|00
WHeHO) g 4HL MOng- 'SAQ
SIN%(eHD) e
ot/ S=APLL
UG'L W (12) HOMFIHL ‘N&3 'SA (1 Q O=APEe q Ul 0z M
uiw ' ‘HO2V ‘Uz (i Mong-; *
W 0¥ "0605 'HOOV NA.V NN N /__\mm < HLong 'sAd
| ° |
o)
POl HO=XP-As uw g} ‘W yue 24D p-eg
4 ! uw G 'y 1D=XeL ‘N&1F ‘HO(CHOIN?H (n q
| yue 24020 ‘NEI ‘euiwelsio (1 X o Ui ‘¥ '0s40 (I :p-qJo} N
W\//\ /=\m - _ /:\m — > In\/\ /=\w
o yL ‘M 'oseo (i o uiw G| ‘M ‘yue T a
‘N€13 ‘HOUCHOINCH e 1o}
gl €
4D%HO ‘NEIZ 'SNID z
uzw 2O
p-e9 p-eg v NOEHO 00280 'HOXEHO)SH ~
m yvz-zH m p-ev
- - Yol ‘M
/\m o -

- s
T Que GOPHD 'NEF SINIO Io\/\m/\& Hoov 2ot HO "~

» 2e|

yglcH g
HL-OSING :9 40} ‘NOHO :g-e 10}
€00 'HO(°HO)SH

O

45
50
55

60

65



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2351909 Bl

Teniendo en cuenta que el colesterol se ha usado con frecuencia como motivo hidrofébico en los agentes de
transfeccion no virales incluyendo los derivados de PAMAM para introducir en ellos un caracter lipofilico, se prepara
también un derivado vinil sulfona de este esteroide para poder sintetizar el correspondiente colesterol-PAMAM-G2
conjugado y evaluar si esta modificacion estructural permite una optimizacion de la transfeccién. El tratamiento del
colesterol comercial 12 con DVS produce el correspondiente derivado vinil sulfona 13 con un rendimiento moderado
(Esquema 1).

Sintesis quimica de dendrimeros ambifilicos PAMAM-G2 como vectores novirales

La sintesis de los agentes de transfeccion se realizado mediante la adicién de una solucién de THF de los deriva-
dos vinil sulfona (6a-d, 9a-d, 11d y 13), a una solucién acuosa de PAMAM-G2. Para evaluar el efecto del grado de
funcionalizacién y poder determinar el valor minimo estequiométrico que permite la obtencion de los agentes de trans-
feccion mds eficaces se usan tres relaciones molares vinilsulfona:PAMAM-G2 (1=0.5, II=1.0 y [11=2) obteniéndose los
correspondiente conjugados [6a-d-G2(I-11I), 9a-d-G2(I-11T) 11d-G2(I-111) y 13-G2(I-III)] tras la eliminacion del disol-
vente (Esquema 2). Para realizar estudios de captacion celular de los dendrimeros y su localizacién subcelular, durante
el proceso de transfeccion con los dendrimeros basados en PAMAM-G2, se lleva a cabo la sintesis de derivados de
PAMAM-G2 fluorescentes para su uso en microscopia confocal de fluorescencia. El derivado rodamina vinil sulfona
14 (Esquema 2), permite incorporar fluorescencia de forma sencilla en la molécula original de PAMAM-G2 para dar
el dendrimero PAMAM-G2-Rho que posteriormente es funcionalizado para incorporar los motivos hidrofébicos que
han demostrado un mejor comportamiento en los estudios de transfeccion realizados previamente.

(Esquema pasa a pdgina siguiente)
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Capacidades de transfeccion de los derivados funcionalizados de PAMAM-G2

Se ha estudiado la capacidad de los nuevos derivados de PAMAM para neutralizar, unir y compactar DNA plas-
midico (pDNA). El pldsmido pEGFP-N3 [que codifica para la proteina fluorescente verde (eGFP)] se elige para la
preparacion de los complejos y los ensayos de transfeccion. Los conjugados de PAMAM son mezclados con el pPDNA
a diferentes relaciones N/P (0,5 a 50) para dar lugar a la formacion de los correspondientes dendriplexos. El ensayo de
movilidad electroforética en geles se realiza como una medida que refleja la capacidad de los derivados de PAMAM-
(G2 para compactar y proteger el pldsmido. La formacién de los complejos origina una menor movilidad electroforética
respecto al pDNA desnudo. Adicionalmente, la tincién con bromuro de etidio tras la electroforesis se usa para evaluar
la eficiencia de la proteccion del pDNA ya que cuando el pDNA es protegido de manera eficiente en los dendriplexos
no queda accesible a la molécula de bromuro de etidio para intercalarse. Los experimentos de movilidad electroforé-
tica en geles revelaron que la mayorfa de los derivados de PAMAM-G2 se unfan a pDNA a una relacién N/P de 0,5-1
(Fig. 1 y ESI Fig. 1).

La capacidad de proteger el pDNA de la degradacion por endonucleasas es evaluada a continuacion ya que este es
un proceso clave para conseguir una elevada transfeccién, puesto que el pDNA no protegido es rdpidamente degradado
por las nucleasas presentes en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos con los derivados de PAMAM-G2 (Fig.
2 y ESI Fig. 2) muestran que ellos tienen la capacidad de proteger el pDNA de la degradacién por endonucleasas
mientras que el PAMAM-G2 sin modificar falla completamente en la proteccion del pDNA de la digestion.

En la siguiente etapa, la captacion celular de los nuevos dendriplexos se ensaya en la linea celular CHO-k1,
una linea celular estdndar que normalmente se emplea con agentes de transfeccion de diferentes clases. El pldsmido
PEGFP-N3 que codifica para la proteina fluorescente verde permite evaluar la eficiencia de transfeccién ya que la
fluorescencia medida en las células transfectadas 48 horas tras la transfeccion (para permitir la expresion de la protefna
fluorescente verde) es proporcional a la eficiencia de 1la misma.

La captacion celular se ensaya en ausencia de suero a relaciones N/P de 2.5-50 (Fig. 3). Un valor del 100% se
adjudica al valor obtenido con la lipofectAMINE™ 2000 (LP2000), un reactivo comercial con una alta eficiencia de
transfeccion en numerosos tipos celulares. Los resultados obtenidos claramente indican que mientras que el PAMAM-
(G2 sin modificar tiene una muy baja eficiencia de transfecciéon (menos del 5% comparado con la LP2000). Este hecho
estd de acuerdo con resultados previamente publicados ya que el compuesto: a) no produce retardos en geles del pDNA
(Fig. 1A) y b) no protege de la degradacién con DNasa I (Fig. 2A). Esto, confirma los beneficios de la incorporacién
de un dominio hidrofébico para facilitar la unién del dendrimero a las bases de naturaleza hidrofébica del DNA.
De hecho, se observa que la unién de un dominio moderadamente hidrofébico como la rodamina es suficiente para
posibilitar la unién del DNA al PAMAM-G2 (Fig. 1C) aunque no es capaz de protegerlo de la digestion con DNasa I
(Fig. 20).

De los resultados de transfeccion obtenidos se puede llegar a varias conclusiones sobre la influencia en la eficiencia
de transfeccion de la estructura quimica de los PAMAM-G2 modificados. De los compuestos ensayados, la longitud
minima de la cadena alquilica que permite una eficiente transfeccién en las células CHO-k1 es de 12 carbonos (com-
puestos 6b-G2 y 9b-G2). El derivado de PAMAM-G2 6b-G2(1) tiene una destacada eficiencia de transfeccion (p<0.001
comparado con el valor de LP2000) en una relacion N/P entre 5 y 20 mientras que la eficiencia del compuesto 9b-
G2(1) es inferior pero similar a la de LP2000 a una relaciéon N/P de 20 (Fig. 3). Ambos compuestos tienen elevada
capacidad de unir pDNA (Fig. 1), aunque como cabria esperar de su eficiencia de transfeccién, el compuesto 9b-G2
(D) tiene una menor capacidad de proteger el DNA de la degradacion por DNasa I (Fig. 2). El dendrimero funciona-
lizado 6¢-G2(I) que porta una cadena hidrofébica C18 tiene el mayor nivel de transfeccion en las células CHO-k1
(aproximadamente 3.1 veces mds eficiente que la LP2000 (p<0.001)), acompadiado de una alta capacidad de formar
complejos estables con el pDNA lo que permite una completa protecciéon del mismo de la degradacion (Fig. 2). No
obstante, el compuesto 9c-G2 que tiene una cadena alifdtica de la misma longitud, tiene una baja eficiencia de trans-
feccién, lo que se correlaciona con la susceptibilidad a la digestién con endonuclasas del pDNA unido, en concreto la
banda correspondiente al pldsmido relajado (ESI Fig. 2). Los derivados de PAMAM-G2 conteniendo 4dcido oleico 6d-
G2(D), 9d-G2(11I) y 11d-G2(1II), que presentan un doble enlace en la cadena alifitica también tienen elevados niveles
de transfeccion comparados con LP2000 (1.6 a 2.7 veces mayores que LP2000, p<0.01) (Fig. 3). Estos dendrimeros
también presentan elevadas capacidad de unién a pDNA (Fig. 1 y ESI Fig. 1) y protegen completamente el pDNA de
las DNasas (Fig. 2, y ESI Fig. 2). En conjunto, se puede decir que aunque la inclusion de un dominio hidrofébico es
suficiente para obtener una unién fuerte al DNA, una cadena alifdtica de 18 carbonos es la 6ptima para una completa
proteccion de las DNasa y una elevada eficiencia de transfeccion.

En lo relativo a la extension de la funcionalidad debida a cadenas hidrofébicas, la comparacién de los dendri-
meros de las series 6 y 9 indica que la mejor eficiencia de transfeccién estd relacionada con el nimero de cadenas
alquilicas unidas a cada dendrimero. Los compuestos de la serie 6 obtenidos usando una relacién estequiométrica
vinilsulfona:PAMAM-G2 de 0.5 son compuestos de transfeccion muy eficientes mientras que los dendrimeros fun-
cionalizados de la serie 9 requieren una mayor relacion estequiométrica vinisulfona:PAMAM-G2 de 2 para trans-
formarse en compuestos de transfeccion eficientes. La razén de este diferente comportamiento no es obvia aun-
que de ellos se deduce que una ventaja de la presente invencion es la posibilidad de usar relaciones estequiomé-
tricas muy bajas vinilsulfona:PAMAM:G2 que facilitan la solubilidad en agua de los mencionados compuestos de
transfeccion.
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Por otra parte, la naturaleza del heterodtomo en el enlace éter, oxigeno para el compuesto 9d y azufre para el
compuesto 11d, no parece tener influencia en la capacidad de transfeccién de los compuestos, similar en ambos (Fig.
3).

Propiedades electrocinéticas de los derivados funcionalizados de PAMAM-G?2

Las determinaciones de “dynamic light scattering” y “{-potential” se han realizado para los mejores agentes de
transfeccion en la relacién N/P 6ptima para cada uno de ellos, con objeto de determinar sus propiedades electrociné-
ticas (Tabla 1). Como cabia esperar, los valores de potential { disminuyeron al formarse los complejos con el pDNA.
No obstante, no se observa una relacion entre el tamafio de particula y la eficiencia de transfeccion, ya que los mejores
compuestos 6¢-G2(I) y 9d-G2(III) tienen 524 + 18 y 226 + 3 nm de tamafio, respectivamente.

TABLA 1

Didmetro hidrodindmico y Potencial { para derivados de PAMAM-G2 y sus complejos con DNA

Compuesto Potencial Z (mV) Diametro hidrodinamico (nm) N/P

Sin DNA Con DNA Sin DNA Con DNA

6b-G2() +258+09 +144+03 367 +20 734 £ 33 25
6c-G2(I) +296+0.7 +148+02 536284 524 + 19 2.5
6d-G2-(I) +209+02 +122+02 394 +41 736 + 68 2.5
9b-G2-(I) +295+05 +21.8+08 709+095 515 + 10 10
9¢-G2() +321+06 +132+16 627 + 27 2.5
9d-G2-(lll) +38.1+06 +282+06 131%26 226 +3 10
11d-G2-(ll) +27.3+05 +17.8+07 272+24 288 + 5 10
13-G2(lll) +235+04 +213+06 528+92 329 + 15 10

Citotoxicidad de los derivados funcionalizados de PAMAM-G?2

La citotoxicidad de los dendriplexos se evalia mediante la determinacidn del porcentaje de las células viables
con respecto a las células que no han sido expuestas a los agentes de transfeccion usando un ensayo basado en MTT
(Fig. 4). Los ensayos se realizan en células CHO-k1 utilizando la relacién N/P que proporciona mayor eficiencia de
transfeccion para cada derivado de PAMAM-G2 ensayado. El PAMAM-G2 sin modificar en presencia de pDNA no
muestra, como cabria esperar, ninguna toxicidad, mientras que los complejos con LP2000 presentan una toxicidad
elevada ya que reducen la viabilidad celular en un 50% (p<0.001). Para los derivados de PAMAM-G2 los compuestos
mds eficientes 6¢-G2(I) y 9d-G2(III), se obtuvo una alta viabilidad celular.

Efecto de la presencia de suero en el medio sobre la eficiencia de la transfeccion

El efecto de la presencia de suero en el medio sobre la eficiencia de transfeccion se evaliia para el compuesto 6¢-
G2(1). Este compuesto se elige en base a que es el compuesto que mejor protege la degradacion por DNasas y es el
que presenta mayor eficiencia de transfeccion a relaciones N/P muy bajas (Fig. SA). En presencia de suero, los niveles
de transfeccion fueron similares a aquellos obtenidos con LP2000 cuando se ha ensayado a relaciones 5-10 N/P. El
incremento en la relacion N/P en la transfeccién en presencia de suero también ha sido descrita previamente para
reactivos de transfeccion basados en liposomas de naturaleza catiénica.

Capacidad de transfeccion de los derivados funcionalizados de PAMAM-G?2 en otras lineas celulares

La capacidad de transfeccion del derivado de PAMAM-G2 6¢-G2(I) se ensaya para la transfeccion de neuroblasto-
mas (Neuro-2a) y una linea celular derivada de macréfagos (RAW 264.7) que usualmente presenta una baja eficiencia
de transfeccién por agentes no-virales. Un valor del 100% se asigna a los niveles de transfecciéon producidos por la
LP2000 en cada linea celular. El compuesto 6¢-G2(I) presenta la capacidad de transfectar ambas lineas celulares de
una manera similar a la LP2000 (Fig. 5B).

Estudios sobre el mecanismo de captacion celular e internalizacion de los derivados de PAMAM-G2

Los complejos de DNA con agentes de transfeccién no virales pueden entrar en las células a través de diferentes
rutas de endocitosis. Por consiguiente, en el caso de nuevos agentes de transfeccion es importante determinar la via
de internalizacién ya que ella determinard el procesamiento intracelular y por tanto influye en la eficiencia de la trans-
feccion. La mayoria de los estudios previos sugieren que la via de endocitosis es la principal puerta de entrada celular
de los agentes de transfeccion no virales. Existen dos vias de endocitosis, dependientes e independientes de clatrina,
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responsables de la entrada de estos complejos de DNA. En funcién del tipo celular, la naturaleza del transportador y el
tamafio de la particula se elige una via u otra. La via dependiente de clatrina es la preferida para particulas inferiores
a 200 nm de tamafio. La via independiente de clatrina incluye la entrada celular desde balsas lipidicas en caveolas o
bien la entrada por una ruta dependiente de flotillina.

Para determinar la via de endocitosis utilizada por los derivados de PAMAM-G2, se utilizan dos inhibidores de la
endocitosis: clorpromacina como un inhibidor de la ruta dependiente de clatrina y genisteina como un inhibidor de la
ruta independiente de clatrina. La Fig. 6 muestra que la clorpromacina incrementa de forma significativa (p<0.001) la
eficiencia de transfecciéon de la LP2000, 6¢-G2(1) o 9d-G2(I1l) mientras que no modifica la eficiencia de transfeccion
de los compuestos 6b-G2(I), 6d-G2(I), 9d-G2(11I) y 11d-G2(1lI). De manera opuesta, la preincubacion con genisteina
disminuye la eficiencia de transfeccion de la mayoria de los compuestos, incluyendo LP2000. Por tanto, de estos datos
se puede concluir que los PAMAM-G2 funcionalizados utilizan fundamentalmente una ruta independiente de clatrina.

Finalmente, el proceso de internalizacién de los complejos se ha observado mediante microscopia confocal utili-
zando pDNA marcado con Cy5 y los dendrimeros 6¢-G2(1IT)-Rho y 9d-G2(IIT)-Rho marcados con rodamina. Estos
compuestos fueron preparados utilizando la quimica de vinil sulfonas indicada en el esquema 2 que implica la funcio-
nalizacién del PAMAM-G2-Rho con las vinil sulfonas de 4cido estedrico y oleico 6¢ y 9d, respectivamente. Para el
compuesto 9d-G2(II1)-Rho se muestran las correspondientes imdgenes confocales. Las células que son transfectadas
se identifican mediante la expresion de eGFP ya que los experimentos se realizan utilizando el pldsmido pEGFP-
N3. Las imdgenes se tomaron 24 h después de la transfeccion para permitir la expresion de la eGFP. La Fig. 7A que
corresponde a imdgenes de contraste diferencial visibles (Nomarki) y fluorescencia, muestra como la fluorescencia se
localiza en todas las células, transfectadas o no. En todas ellas, la fluorescencia roja correspondiente a los dendrimeros
marcados se puede observar en el citosol de las células préxima al nicleo. Casi toda la fluorescencia azul que corres-
ponde con el DNA marcado se asocia con la fluorescencia roja de los dendrimeros (particulas purpura en las imdgenes
de fluorescencia superpuestas). S6lo en las células transfectadas, se observa fluorescencia libre azul correspondiendo
con el DNA liberado desde el dendrimero y que puede ser observado en el interior del nicleo celular (Fig. 7B). No hay
fluorescencia azul libre en los niicleos de las células no transfectadas. Los resultados obtenidos confirma que el paso
limitante en la transfeccién mediada por derivados hidrofébicos del PAMAM-G2 es la liberacion del pDNA desde los
endosomas al nicleo, ya que mientras que practicamente todas las células son capaces de captar los dendriplexos, s6lo
en un conjunto de ellas el pDNA es liberado desde estos depdsitos internos para llegar al nicleo. La Fig. 7C muestra
células CHO-k1 que han sido preincubadas con clorpromacina antes de la transfeccion con el dendrimero marcado con
rodamina 9d-G2(IIT)-Rho complejado con pEGFP-N3 marcado con CyS5. En estas células la entrada de dendrimeros al
espacio perinuclear esta muy reducida y muestra una distribucion apical. No obstante, la eficiencia de transfeccion (la
fluorescencia azul asociada con el pDNA liberado en el niicleo) se encuentra incrementada. Estos resultados apoyados
por la eficiencia de transfeccion en presencia de inhibidores de la endocitosis, confirman que la ruta independiente de
clatrina es la ruta productiva de endocitosis utilizada por estos derivados funcionalizados de PAMAM-G2.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de féormula general (I):

( NH2)p-n

@
§I
n=——
5>
Py

donde

G representa un dendrimero aminado que se selecciona de entre PAMAM, polietileniminas, polilisinas o polipro-

pilenimina,

R; se selecciona entre alquilo C,-Cy, alquenilo C;-C,, 0 el grupo -Y-R,
Y se selecciona entre O 6 S,

R, se selecciona entre el grupo -CH,-CH,-NH-CO-R; o un esterol,

R; se selecciona entre alquilo C,;-Cy 0 alquenilo C,-Cy,

m es un valor entre 1y 4,

n es un valor entre 1 y p, siendo p el nimero de grupos -NH, de superficie del dendrimero aminado.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1 donde el dendrimero aminado es un PAMAM de segunda generacion,

siendo p=16.

3. Compuesto segtin la reivindicacién 2 donde m es 1.

4. Compuesto segun la reivindicacién 3 donde R, es un alquilo C,-Ci;.

5. Compuesto segtn la reivindicacién 4 donde R, se selecciona entre -(CH,),CHj3, -(CH,),(CH; o -(CH,),,CHs.
6. Compuesto segtin la reivindicacion 2 donde R; es un alquenilo C,-Cis.

7. Compuesto segin la reivindicacién 6 donde R, es (CH,),CH=CH(CH,),CHj;.

8. Compuesto segtin la reivindicacion 2 donde m es 2.

9. Compuesto segtn la reivindicacién 8 donde R, es el grupo -O-R,.

10. Compuesto segtin la reivindicacion 8 donde R, es el grupo -S-R,.

11. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10 donde R, es -CH,-CH,-NH-CO-R;, siendo R; un

alquilo C,-Cis.

12. Compuesto segun la reivindicacion 11 donde R; se selecciona entre -(CH,),CH;, -(CH,),iCH; o -(CH,),CHs;.

13. Compuesto segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 6 10 donde R, es -CH,-CH,-NH-CO-R;, siendo R; un

alquenilo C;-Cs.

14. Compuesto segtin la reivindicacion 13 donde R; es (CH,),CH=CH(CH,),CHj;.

15
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15. Compuesto segun la reivindicacion 9 donde R, es un esterol que se selecciona de la lista que comprende
colesterol, epicolesterol estigmasterol, lanosterol, ergosterol y coprostenol.

16. Compuesto segtin la reivindicacién 15 donde R, es colesterol.

5
17. Compuesto segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde n es un valor que se selecciona entre 2 6
L.
10 18. Compuesto de férmula general (II):
s ( N H2) p-n-q
0 y A ’ 0
" /\/ N G N \/\ "/H\
20 R4—|S| ﬁ m R,
O 0 n
q
25
(1N
30 donde
G representa un dendrimero aminado que se selecciona de entre PAMAM, polietileniminas, polilisinas o polipro-
pilenimina,
35 R, se selecciona entre alquilo C,-C,,, alquenilo C,-C,, 0 el grupo -Y-R,
Y se selecciona entre O 6 S,
10 R, se selecciona entre el grupo -CH,-CH,-NH-CO-R; o un esterol,
R; se selecciona entre alquilo C,-Cy 0 alquenilo C,-Cs,,
R, es un grupo fluorogénico,
* m es un valor entre 1 y 4,
n es un valor entre 1 y p, siendo p el nimero de grupos -NH, de superficie del dendrimero aminado,
% q es un valor que se selecciona entre 1 y 2.
19. Compuesto segtin la reivindicacion 18 donde q es 1.
ss 20. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 19 6 20 donde R, es rodamina o un derivado de la misma.
21.Complejo que comprende un compuesto de férmula (I) o un compuesto de férmula (II) y un fragmento de ADN.
22. Uso del complejo segun la reivindicacion 21 para la fabricacién de una composicion farmacéutica.
60

23. Composicion que comprende un compuesto de férmula (I), un compuesto de férmula (II), un complejo segtin
la reivindicacién 21 o cualquiera de sus combinaciones, caracterizada porque la relacion estequiométrica entre G y los
grupos sulfonados tiene un valor entre 0,5 y 2.

o 24. Composicion segtin la reivindicacion 23 donde la relacién estequiométrica G:grupos sulfonados es 0,5.
25. Uso de una composicion segiin cualquiera de las reivindicaciones 23 ¢ 24 como agente de transfeccion génica.
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26. Procedimiento de obtencion de un compuesto de férmula (I) que comprende una reaccion de adicion de Michael

del compuesto de formula (I1I):

"

donde:

m y R, se definen como en la reivindicacion 1, a un dendrimero aminado que se selecciona de entre PAMAM,

polietileniminas, polilisinas o polipropilenimina.

27. Procedimiento segun la reivindicacién 26 donde el dendrimero aminado es un dendrimero PAMAM de segunda

a sexta generacion.

28. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones 26 6 27 donde la reaccién se produce en un medio

tetrahidrofurano/agua.
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Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

1-28

1-28

S|
NO

Sl
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201001350

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

D01 SANTOS, J.L. y col. Functionalization of poly(amidoamine)
dendrimers with hydrophobic chains for improved gene delivery in
mesenchymal stem cells. Journal of Controlled Release. 21 Mayo
2010, Vol. 144, N2 1, péginas 55-64.

D02 TAKAHASHI, T. y col. Synthesis of novel cationic lipids having
polyamidoamine dendrons and their transfection activity.
Bioconjugate Chem., 2003, Vol. 14, N? 4, paginas 764-773.

D03 JONES, S.P. y col. Synergistic effects in gene delivery-a
structure-activity approach to the optimization of hybrid dendritic-
lipidic transfection agents. Chemical Communications. 2008,

Vol. 39, paginas 4700-4702.

D04 JEVPRASESPHANT, R. y col. Engineering of dendrimer surfaces
to enhance transepithelial transport and reduce cytotoxicity .
Pharmaceutical Research. 2003, Vol. 20, N2 10,

paginas 1543-1550.

D05 GUILLOT, M. y col. Effects of structural modification on gene
transfection and self-assembling properties of amphiphilic
dendrimers. Org. Biomol. Chem. 2006, Vol. 4, paginas 766-769.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente invencion se refiere a dendrimeros que comprenden un nucleo de PAMAM (G2) derivatizado con grupos alquil
sulfonilo o colesterol-sulfonilo, a su procedimiento de obtencion mediante reacciones de adicién de Michael entre
compuestos derivados de vinillsulfona y dendrimeros aminados tipo PAMAM, a los complejos que comprenden estos
dendrimeros y un fragmento de ADN, a su uso para la preparacién de una composiciéon farmacéutica y al uso de las
composiciones de estos dendrimeros como agentes de transfeccion génica.

El documento D01 se refiere a dendrimeros a PAMAM de tamafio medio G5 con alto contenido en grupos amino tanto en la
periferia como en el interior, conjugados con los acidos grasos: &cido laurico (acido dodecanoico), acido miristico (acido
tetradecanoico) y acido palmitico (acido hexadecanoico), con el fin de obtener dendrimeros de PAMAM G5 unidos en la
periferia a cadenas hidrofobicas. Estos vectores mostraron capacidad de neutralizacién, unién y compactacion de pDNA
(DNA plasmidico), asi como conferir proteccién contra nucleasas del suero. Los experimentos in vitro con cultivos de células
madre mesenquimales (con relevancia en medicina clinica regenerativa) revelaron la remarcable capacidad de estos
vectores de internalizar pDNA con bajos niveles de toxicidad, estando este efecto relacionado con el contenido de 1CH2- de
la parte hidrofobica. La expresion génica también fue potenciada utilizando estos vectores, la mayor eficacia de expresion
génica corresponde al vector con la cadena hidrofébica mas corta (con acido laurico).

El documento D02 divulga un estudio de transfeccion génica que utiliza dendrimeros de PAMAM de generaciones G1 a G4
funcionalizados con dos cadenas de dos grupos dodecilo. Los autores sefialan que mientras el lipoplexo formado con G1 no
tenia capacidad de transfeccion, los lipoplexos formados con G2, G3 y G4 tienen esta actividad, y que esta actividad
aumenta al incrementarse la generacién del dendrimero. La eficiencia de transfeccion del lipoplexo formado con G3 y
complementado con dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) es superior a la del vector no viral ampliamente utilizado que lleva
colesterol y conocido como DC-Chol.

En el documento D03 se hace referencia a dendrimeros de PAMAM G1 y G2 funcionalizados con 1 0 2 moléculas de
colesterol como motivo hidrofébico para estos agentes de transfeccién no virales.

El documento D04 utiliza dendrimeros de PAMAM de generaciones G2, G3 y G4 conjugados con cadenas de laurico.

El documento D05 divulga un estudio en que se utilizan dendrimeros anfifilicos formados por un dendrén lipofilico y otro
dendron hidrofilico unidos por un nicleo rigido de difeniletino.

No se ha encontrado divulgado en el estado de la técnica dendrimeros tipo PAMAM funcionalizados con grupos alquil
sulfonilo o colesterol-sulfonilo. En consecuencia, se considera que la invencién recogida en las reivindicaciones 1-28 de la
presente solicitud tiene novedad e implican actividad inventiva (Art. 61. y 8.1 LP11/1986).
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