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DESCRIPCION

Sistemas lipidicos funcionalizados con vinilsulfonas. Sintesis y usos.

La presente invencion se refiere a un nuevo compuesto de férmula general (I) que comprende una molécula de
naturaleza lipidica y un grupo vinilsulfona que permite llevar a cabo la lipidacién de biomoléculas de una forma
altamente eficaz y sencilla. La presente invencion también se refiere a sus procedimientos de obtencién y a sus usos.
Mis particularmente se refiere al uso de estos compuestos en el desarrollo de dos nuevas aplicaciones de los ISCOMs
basadas en la capacidad de nanoencapsulacion y la incorporacién de anticuerpos a la membrana de los mismos: a) Su
empleo en inmunomarcaje fluorescente; b) Desarrollo de sistemas para el transporte dirigido de firmacos.

s S N
)

Estado de la técnica anterior

Tras el gran desarrollo de la genémica y la protedmica, la lipidémica (Wenk, M. R. Nature Reviews Drug Discovery
(2005), vol. 4 (7), pp 594-610.) ha surgido como un nuevo campo de investigacion que avanza rdpidamente y que tiene
una gran importancia ya que, al igual que los genes y las proteinas, los lipidos también desempefian funciones cruciales
en las células. La lipidémica se dedica al estudio y caracterizacion del conjunto de las especies lipidicas celulares, las
moléculas y macromoléculas con las que interactian y sus funciones bioldgicas.

A diferencia de 1o que ocurre con otro tipo de biomoléculas, los l1ipidos no se definen mediante una caracteristica
estructural comtin sino por un comportamiento fisico-quimico: su insolubilidad en agua. Clasicamente se ha considera-
do que los lipidos cumplen dos funciones generales, una estructural, en las biomembranas, y como reserva energética.
Sin embargo, los avances tecnol6gicos han puesto de manifiesto la existencia de miles de especies lipidicas diferentes
en el cuerpo humano sugiriendo la existencia de funciones atin no exploradas como son la sefalizacion celular, el
direccionamiento de protefnas hacia su destino celular, el anclaje de proteinas a membranas y la entrada de toxinas,
virus y bacterias. Asf por ejemplo, los lipidos de membrana, a través de sus interacciones con las protefnas integrales
o asociadas a membrana modulan la funcién de éstas, su anclaje y trafico. De hecho, existen enfermedades asociadas
a un balance defectuoso de lipidos como la aterosclerosis, la obesidad, la diabetes y la enfermedad de Alzheimer.

Los principales objetivos de la lipidémica son:
- Nuevas aproximaciones analiticas para la caracterizacion del lipidoma.

- Aplicacién de métodos biofisicos para el estudio de las interacciones lipido-proteina principalmente en los
micro- y nanodominios de las membranas bioldgicas. Para este tipo de estudios es necesaria, entre otras
cosas, la sintesis de lipidos especificos, andlogos y sondas.

- Identificacion de la red lipidica, incluyendo los mediadores lipidicos para la regulacion metabdlica y génica
y su integracion en sistemas de sefializacion no lipidicos.

La actividad de las protefnas no estd inicamente controlada por la velocidad de sintesis y degradacion sino también
por procesos especificos y selectivos de modificacién covalente o modificacion post-transduccional que modulan inte-
racciones moleculares, localizacion de proteinas y estabilidad. De las diferentes modificaciones post-transduccionales
que pueden sufrir las protefnas una de ellas es la lipidacion, siendo la mds relevante la acilacion con dcidos grasos. La
acilacion de protefnas con dcidos grasos implica principalmente a dos de ellos el palmitico y el miristico. La unién a
las protefnas puede darse a través de la formacion de distintos tipos de enlaces:

- Formacion de un enlace amida con un residuo de glicina N-terminal, o con el grupo g-amino de las lisinas.
- Formacion de un enlace tioéster con un residuo de cisteina a través de una S-acilacion.
- Formacion de un enlace éster con residuos de serina o treonina.
La incorporacion de dcidos grasos a la estructura de las proteinas facilita la interaccion de éstas con las membranas
as{ como su transporte a través de las mismas. Ademds, modula ciertas interacciones proteina-proteina y diversos
procesos de sefializacion. Debido al gran nimero de mecanismos celulares en los que las proteinas modificadas con

grupos de naturaleza lipidica se encuentran implicadas, tiene un gran interés el estudio fisico-quimico de este tipo
de protefnas y de las interacciones en las que intervienen (protefna-protefna y protefna-membrana). La purificacién
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de péptidos y proteinas modificadas con grupos lipidicos no es sencilla debido a su baja concentracion celular y a
la solubilidad de las mismas. Una posible alternativa consiste en la acilaciéon quimica de protefnas para su posterior
utilizacién en este tipo de estudios (Draper, J. M. et al. Journal of Lipid Research (2007), vol. 48 (8), pp 1873-1884).

Sin embargo, la acilacion de protefnas presenta muchas otras aplicaciones. Asi por ejemplo, se ha observado que
aunque la modificacion con dcidos grasos de péptidos antimicrobianos es bastante rara la obtencién de conjugados
sintéticos mejora esta actividad (Chu-Kung, A. F. et al. Bioconjugate Chemistry (2004), vol. 15 (3), pp 530-535). Los
lipopéptidos pueden ser utilizados también en el etiquetado de receptores intracelulares (Thiam, K. et al. Journal of
Medicinal Chemistry (1999), vol.42 (18), pp 3732-3736) y en el desarrollo de vacunas sintéticas (Deprez, B. et al.
Vaccine 1996, vol. 14 (5), pp 375-382).

El empleo de proteinas o péptidos terapéuticos para el tratamiento de ciertas enfermedades presenta una enorme
importancia en farmacologfa y biotecnologia, ademds, tiene un gran potencial debido a su elevada especificidad. Sin
embargo, su aplicacion clinica estd limitada, entre otros motivos, por su baja permeabilidad a través de membranas
bioldgicas debido al cardcter hidrofilico de estas proteinas. La modificacion de péptidos y protefnas con grupos hidro-
fébicos, como los dcidos grasos, constituye hoy dfa una de las posibilidades para aumentar su transporte a través de
membranas biol6gicas (Kocevar, N. et al. Chemical Biology & Drug Design (2007), vol. 69 (2), pp 124-131). Median-
te esta metodologia no sélo se mejora la capacidad de las protefnas para interaccionar con las membranas sino que,
ademds, se mantiene la actividad bioldgica de las mismas. De hecho, esta es una de las metodologias que se utiliza
para el transporte de agentes terapéuticos hasta el sistema nervioso central a través de la barrera hematoencefdlica
(Kabanov, A. V. et al. Current Pharmaceutical Design (2004), vol. 10 (12), pp 1355-1363) para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Los sistemas proteina-lipido van mds alld. La incorporacién de protefnas a liposomas estd adquiriendo dfa a dfa un
mayor interés debido, fundamentalmente, a dos razones:

- Estudios de procesos en membranas. El estudio de interacciones proteina-liposoma puede contribuir a
entender los procesos que tienen lugar en las membranas naturales.

- Direccion de farmacos. La union de ciertas protefnas a liposomas puede ayudar a crear sistemas de direc-
cion de farmacos.

La incorporacion de péptidos y protefnas a liposomas se puede llevar a cabo mediante dos estrategias diferentes: a
través de la inclusion de protefnas en el liposoma durante la formacién del mismo o mediante la unién de la proteina
a la bicapa lipidica del liposoma. En esta tltima opcién es necesario que la proteina contenga una regién hidrofébica
para que se establezca la asociacion y para ello, en muchas ocasiones, se ha llevado a cabo la incorporacién quimica
de 4cidos grasos mediante unién covalente sobre la estructura de la proteina.

En terapia génica, la incorporacion in vivo de material genético en el interior de células somdticas constituye la
metodologfa ideal. De hecho, la incorporacién de material genético en cultivos de células eucariotas es una técnica
estdndar de gran importancia para el desarrollo de la Biologfa Molecular moderna. Los vectores viricos, como los
retrovirus o los adenovirus, son muy efectivos pero llevan asociados problemas de toxicidad e inmunogenicidad. Una
alternativa es el empleo de métodos no virales entre los cuales los liposomas catiénicos parecen muy prometedores,
de hecho ya se estdn empleando para llevar a cabo transfecciones en cultivos celulares. Sin embargo, los polimeros
con cargas positivas, como la poli-L-lisina (PLL) o la polietilenimina (PEI), constituyen una alternativa muy atractiva
ya que son capaces de unirse al ADN vy facilitar su entrada a la célula. La incorporaciéon de unidades hidrofébicas a
estos polimeros, como son los dcidos grasos, mejora la eficiencia de los procesos de transfeccion (Han, S. O. et al.
Bioconjugate Chemistry (2001), vol. 12 (3), pp 337-345).

Para la modificacién quimica de protefnas con grupos hidrofébicos o la incorporacion de éstos a polimeros cationi-
cos se pueden utilizar diversas metodologias. Asi por ejemplo, se puede llevar a cabo la reaccién de los grupos amino
de las protefnas o los polimeros con cloruros de dcido (Kocevar, N. et al. Chemical Biology & Drug Design (2007),
vol. 69 (2), pp 124-131) o anhidridos (Pato, C. et al. Journal of Protein Chemistry (2002), vol. 21 (3), pp 195-201)
dando lugar a la formacion de enlaces amida. También es posible conseguir esta unién mediante el empleo de ésteres
activados (Abbasi, M. et al. Biomacromolecules (2007). vol. 8 (4), pp 1059-1063). Otros métodos que se han utilizado
han sido las modificaciones quimioselectivas (Bonnet, D. et al. Tetrahedron Letters (2000), vol. 41 (1), pp 45-48) o el
empleo de la “click-chemistry” (Musiol, H. 1. et al. Chembiochem (20051 vol. 6 (4), pp 625-628).

Uno de los problemas que presenta este tipo de modificaciones es la insolubilidad de los agentes acilantes en
disoluciones acuosas. Para solucionar este problema algunos autores han propuesto el empleo de miscelas reversibles
(Michel, FE et al. Langmuir (1994), vol. 10 (2), pp 390-394) como microreactores o han desarrollado agentes acilantes
solubles en agua (Ekrami, H. M. et al. Febs Letters (1995), vol. 371 (3), pp 283-286).

El acrénimo ISCOMs (Barr, 1. G. et al. Immunology and Cell Biology (1996), vol. 74 (1), pp 8-25)(“immunostimu-
lating complex™) deriva de la capacidad que estas particulas presentan para actuar como complejos inmunoestimula-
dores cuando se utilizan en vacunas para animales. Las investigaciones de este tipo de sistemas explotan su capacidad
para actuar como adyuvante (compuestos que actiian de manera no especifica para incrementar la inmunidad frente a
un antigeno).
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En bibliografia se describen dos tipos de ISCOMSs que difieren en su composicion:
- ISCOM clésico, constituido por saponina, colesterol, fosfolipidos y proteinas.

- ISCOM bdsico, también denominado ISCOM matrix, formado tinicamente por saponina, colesterol y fos-
folipidos.

La base de la arquitectura de los ISCOMs son las interacciones que se establecen entre la saponina y el colesterol.
Desde un punto de vista estructural son particulas esféricas, huecas y con forma de caja, con un tamafio heterogéneo
en torno a los 40 nm de didmetro y con carga negativa. Cada ISCOM estd constituido por 20 o mds subunidades
globulares ensambladas en un dodecaedro pentagonal, y una vez formados son tremendamente estables.

Los ISCOMs pueden ser preparados por diversos procedimientos, muchos de los cuales son adaptaciones de los
métodos de preparacion de liposomas. Hasta la fecha se han descrito en bibliografia cinco métodos diferentes: dia-
lisis, centrifugacion, hidratacién de pelicula lipidica, inyeccion de etanol e inyeccion de éter. De todos ellos los mds
extendidos son el de didlisis y el de centrifugacion debido a su simplicidad y mayor facilidad para su escalado.

Para la incorporacién de proteinas a un liposoma se dispone de dos estrategias diferentes. Sin embargo, en el
caso de los ISCOMs el atrapamiento de protefnas no es posible debido al pequefio tamafio y volumen interno de los
mismos. Por lo tanto, para conseguir la incorporacion de proteinas a su estructura es necesario que éstas estén provistas
de una region hidrofébica y una de las alternativas existentes es la modificacién quimica de la protefna con grupos de
naturaleza lipidica.

Las aplicaciones de los ISCOMs se han centrado, sobre todo, en su empleo en vacunas (Sanders, M. T. et al.
Immunology and Cell Biology (2005), vol. 83 (2), pp 119-128). La incorporacioén de antigenos a la estructura del 1S-
COM conduce a la obtencion de una respuesta inmune mayor, posiblemente debido a la suma del efecto del anticuerpo
y a la inmunoestimulacién que produce la saponina. Sin embargo, también han encontrado aplicacién como sistemas
de vehiculizacion de anfotericina B y otros formacos de naturaleza lipidica (Morein, B. et al. Proceedings of the Inter-
national Symposium on Controlled Release of Bioactive Materials (1997), 24th, 118). Ademds, se han utilizado como
antigenos en inmunoensayos (Bjorkman, C. et al. Parasite Immunology (1994), vol. 16 (12), pp 643-648).

Descripcion de la invencién

En la presente invencion se proporciona un nuevo compuesto de férmula general (I) que comprende una molécula
de naturaleza lipidica y un grupo vinilsulfona que permite llevar a cabo la lipidacién de biomoléculas de una forma al-
tamente eficaz y sencilla. Estos compuestos constituyen una alternativa a las derivatizaciones empleadas en lipidémica
para la incorporacion de restos lipidicos en biomoléculas. Ademads, se proporciona el empleo de estos compuestos en
el desarrollo de dos nuevas aplicaciones de los ISCOMs basadas en su capacidad de nanoencapsulacién y la incorpo-
racion de anticuerpos a la membrana de los ISCOMs: a) Su empleo en inmunomarcaje fluorescente; b) Desarrollo de
sistemas para el transporte dirigido de farmacos.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a los compuestos de férmula general (I) (a partir de
ahora compuestos de la invencion):

" TN

donde:

Y es un grupo -CH,-SO,R!- 0 -CH,-; preferiblemente Y es -CH,-

R! es un radical seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C,-C,p), un alquenilo (C,-C,;), un alquini-
lo (C,-Cyy), un dialquilarilo (C,-Cy)Ar(C,-Cyy) o un grupo (CH,CH,0),CH,CH,; preferentemente R' es un grupo
(CH,CH,0),CH,CH,;

n toma valores de 1 a 20; preferiblemente n toma valores de entre 2 a 10, mds preferidamente n es de 2 a 5 y atin
mds preferiblemente n es 2.

X es un grupo -CO-NH-R?-Z-CH,-, -Z-CH,- 0 -CH,-;
ZesS60,;

R? es un radical seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C,-C,y), un alquenilo (C,-C,,), un alquinilo
(C,-Cp), un dialquilarilo (C,-C,g)Ar(C,-C,y) 6 un grupo (CH,CH,0),,CH,CH,;
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m toma valores de 1 a 20; preferiblemente m toma valores de entre 2 a 10, mds preferidamente mesde 2a 5y atin
mds preferiblemente m es 2; y representa un lipido.

O representa un lipido.

Por “lipido” se entiende en la presente invencion a una molécula de naturaleza apolar, como por ejemplo, hidro-
carburos saturados o insaturados, como por ejemplo pero sin limitarse a grupos alquilos (C,-Cs), alquenos (C;-Csy),
alquinos (C,-C;y) o esterdles. La mayoria de este tipo de moléculas son biomoléculas, compuestas principalmente
por carbono e hidrégeno y en menor medida oxigeno, aunque también pueden contener fosforo, azufre y nitroge-
no, que tienen como caracteristica principal el ser hidrofébicas o insolubles en agua y si en disolventes orgénicos.
Preferiblemente, el lipido es un esteral o un hidrocarburo alifitico saturado o insaturado.

Por “hidrocarburo alifdtico™ se refiere, en la presente invencién, a moléculas orgdnicas constituidas por carbono
e hidrégeno, en los cuales los dtomos de carbono forman cadenas lineales o ramificadas, saturadas o insaturada. Es
decir, que pueden ser, tanto grupos alquilo (saturados) como alquenilos o alquinilos (insaturados). Preferiblemente el
lipido se puede seleccionar de entre un hidrocarburo (C,4-Cs), saturado o insaturado. Y mds preferiblemente el niimero
de carbono es de entre 10 y 20.

Por “esteral” se refiere en la presente invencion 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 hexago-
nales y uno pentagonal. Se puede seleccionar de la lista que comprende, pero sin limitarse a colesterol, epicolesterol,
estigmasterol, lanosterol, ergosterol y coprostenol. Mds preferiblemente el esteral es colesterol.

Por “alquilo” se refiere en la presente invencion a cadenas aliféticas, lineales o ramificadas, por ejemplo, metilo,
etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, n-pentilo, etc. Cuando nos referimos a lipidos serfan cadenas alifiticas que
tienen de 1 a 30 dtomos de carbonos, mds preferiblemente de 4 a 30 4tomos de carbono y ain mds preferiblemente de
10 a 20 dtomos de carbono. Cuando nos referimos al grupo R?, independientemente, preferiblemente serfan cadenas
alifaticas que tienen de 1 a 10 dtomos de carbono, mds preferiblemente de 2 a 5 dtomos de carbono y atin mads
preferiblemente es un etilo.

Por “alquenilo” se refiere en la presente invencidn a un radical alquilo, descrito anteriormente, y que tiene uno
o mds enlaces insaturados, concretamente tiene al menos un enlace doble, aunque también puede tener al menos un
enlace triple. Los radicales alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o més sustituyentes tales como
un arilo, halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, nitro, etc.

Por “alquinilo” se refiere en la presente invencién a un radical alquilo, descrito anteriormente, y que tiene uno
o mds enlaces insaturados, concretamente tiene al menos un enlace triple, aunque también puede tener al menos un
enlace doble. Los radicales alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como
un arilo, halégeno, hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, nitro, etc.

Por “dialquilarilo” se entiende en la presente invencién a un grupo arilo que estd sustituido con dos grupos alquilo,
alquenilo o alquinilo que tienen de 1 a 10 d4tomos de carbono, mds preferiblemente tienen de 1 a 5 4tomos de carbono.
Los grupos alquilo, alquenilo o alquinilo pueden ser iguales o diferentes, preferiblemente son iguales. Y por “arilo” se
entiende en la presente invencion a un sistema aromdtico o heteroaromdtico que tienen de 6 a 12 dtomos de carbono o
algun otro dtomo, como por ejemplo O, N, S, etc..., pueden ser de anillo tinico 6 muiltiple, separado y/o condensado.
Los grupos arilo tipicos contiene de 1 a 3 anillos separados o condensados y desde 6 hasta 10 aproximadamente 18
atomos de carbono de anillo, tales como radicales fenilo, naftilo, indenilo, fenantrilo o antracilo.

Cuando X es un grupo -CO-NH-R*-Z-CH,- los compuestos de la invencién tienen la férmula general (I1):

O

O,
N/R\Z/\Y/S\/
(1)

donde:R%, Z, Yy © , estdn definidos anteriormente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2337226 B2

Cuando X es un grupo -Z-CH,- los compuestos de la invencion tienen la férmula general (I1D):

El compuesto de la invencion seria de férmula general (I), excepto el compuesto 1-(vinilsulfonil)octadecano, es
decir, cuando el lipido es un hexadecanilo, X e Y no pueden ser -CH,-. En una realizacién preferida, el compuesto de

S
O—Z/\Y/ \/

()
donde:Z, Yy © , estan definidos anteriormente.

la invencion se selecciona de la lista que comprende:

N-(2-(2-(vinilsulfonil)etil-tio)etil )oleamida,

N-(2-(2-(vinilsulfonil)etoxi)etil)oleamida,

N-(2-(2-(vinilsulfonil)etoxi)etil )estearamida,

N-(2-(2-(vinilsulfonil)etoxi)etil)dodecanamida,

3-(2-(vinilsulfonil)etoxi)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro- 10,13 -dimetil- 1 7-(6-metilheptan-2-

il)-1 H-ciclopenta[a]fenantreno, y

(Z)-1-(vinilsulfonil)octadec-9-eno.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un método de obtencién de los compuestos de la invencion

de formula general (II) y (III) y que comprende:

Para el caso de los compuestos de férmula general (11):

a) La reaccion de un cloruro de dcido de férmula general (IV):

O

(IV)

donde © se ha definido anteriormente.

- con una amina de férmula general H,N-R?-ZH o una diamina de férmula general H,N-R?-S-S-R*-NH,

donde Z y R? estdn definidos anteriormente.

Dependiendo del tipo de amina que se utilice en la reaccidn de este paso (a) se obtendrd un compuesto de

O,

Cl

formula (V) o un compuesto de formula (VI), representados mediante los siguientes esquemas:

(V)

Cl

HoN

~

2
R

ZH

0]

(V)

Iz

R2

ZH
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o R2 S NH 0 H
HNT 87 SRZT 2 _R2__S___N
cl - N s R2
5
(V) (V1) 0
. 2 5 : :
0 donde: Z, R* y © , estdn definidos anteriormente.
b) cuando tiene lugar la reaccidn en la que se forma el compuesto de formula (VI), serfa necesaria la reduccion
del puente disulfuro del compuesto de férmula general (VI) que conduce al compuesto de férmula general
15 (VID), que es mismo que el compuesto (V) cuando Z es S.
0 O
H 2
2 R
2 QAN/R\s/S\RZ'NYO — 2 O)k'd/ o
H
0]
VI
(V1) (VII)
25
¢) reaccion de un compuesto de formula general (V), incluido el compuesto de férmula general (VII), con
una bis-vinilsulfona de férmula general (VIII):
30

O,

o)
-~ ~

(V) ()
donde:Z, Yy O , estan definidos anteriormente.

En una realizacién preferida de la presente invencion la bis-vinilsulfona es la divinilsulfona DVS (es decir, Y es
-CH;-).

40

45

Para el caso de los compuestos de férmula general (IIT), el método de obtencién de los compuestos de la invencion
59 comprende hacer reaccionar:

- un compuesto de férmula general (IX) con una bis-vinilsulfona de férmula (VIII):

> NN ™
02 82
O
(Vi) R O—z/\v/ \/
60 (IX) -
(I
65 donde:Z, Yy O, estan definidos anteriormente.
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En una realizacién preferida de la presente invencion la bis-vinilsulfona es la divinilsulfona DVS (es decir, Y es
-CH;-).

Los agentes de lipidacién conteniendo vinilsulfonas (compuestos de férmula general (I)) pueden ser ligados a
cualquier biomolécula que contenga grupos funcionales complementarios (como por ejemplo, los grupos amino, tioles
e imidazoles) presentes en las mismas de forma natural o artificial a través de una reaccion de adicién tipo Michael.
Ademds, los compuestos son compatibles con la naturaleza bioldgica de las biomoléculas y la reaccion de lipidacion
no requiere ninguna estrategia de activacion.

El uso de la vinilsulfona como derivatizacion de los reactivos de lipidacion para llevar a cabo la unién covalente
biomolécula-compuesto de la invencién, formando lo que llamamos bioconjugado covalente, presenta las siguientes
ventajas:

a) Estabilidad de los agentes de etiquetado.
b) Formacién de una unién covalente estable.

¢) Lareaccidén es rdpida y con altos rendimientos no generdndose ningtin tipo de subproducto.

d) Las reacciones pueden llevarse a cabo bajo condiciones fisioldgicas, medio acuoso, rango de pH estrecho,
temperaturas suaves.

e) Procesos de purificacion y aislamiento sencillos.
f) Existe una tolerancia hacia los otros grupos funcionales presentes en las biomoléculas distintos a los grupos

amino, tioles e imidazoles con los que reaccionan las vinilsulfonas.

Por tanto, otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula general (I) como
agente de lipidacion de moléculas, y mds preferiblemente de biomoléculas.

e S N N
(1

donde:Z, Yy Q , estan definidos anteriormente.

En una realizacién preferida, los compuestos de férmula (1) que se utilizan como agentes de lipidacién de moléculas
se pueden seleccionar de la lista que comprende:

N-(2-(2-(vinilsulfonil)etil-tio)etil )oleamida,
N-(2-(2-(vinilsulfonil)etoxi)etil)oleamida,
N-(2-(2-(vinilsulfonil)etoxi)etil )estearamida,
N-(2-(2-(vinilsulfonil)etoxi)etil)dodecanamida,

3-(2-(vinilsulfonil)etoxi)-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-tetradecahidro- 10,13 -dimetil- 1 7-(6-metilheptan-2-
il)-1 H-ciclopenta[a]fenantreno,

(Z)-1-(vinilsulfonil)octadec-9-eno, y

1-(vinilsulfonil)octadecano.

En una realizacion preferida de la presente invencidn, las biomoléculas seleccionas son proteinas. En una reali-
zacion atin mas preferida de la presente invencion, la protefna seleccionada es la proteina A (polipétido de 42 kDa
constituyente habitual de la pared de Staphilococcus aureus que posee afinidad por los anticuerpos a través de la por-
cioén Fe) o la proteina G (polipétptido de entre 30000 y 35000 Daltons aislado de la pared celular del estreptococo
beta-hemolitico de las cepas C o G. Al igual que la protefna A posee afinidad por anticuerpos).
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En una realizacion preferida de la presente invencion la lipidacién de proteinas, o de las moléculas en general,
se realiza en una solucion de las mismas en un tampon que no contenga aminas libres como por ejemplo, pero sin
limitarse a, fosfato, HEPES o carbonato, de fuerza i6nica moderada (50-200 mM) y pH baésico (7,5 -8,7) y reaccién
con un exceso de los reactivo de etiquetado de férmula general (I) durante un tiempo suficiente (habitualmente durante
unas horas a temperatura ambiente o a 4°C) elimindndose el exceso de reactivo mediante didlisis.

Otro aspecto de la presente invencion es la incorporacién de las biomoléculas modificadas con los agentes de
lipidacién de férmula general (I), formando los bioconjugado covalentes, a ISCOMs. En una realizacion preferida de
la presente invencion, las biomoléculas seleccionas son protefnas. En una realizacion atin mds preferida de la presente
invencidn, la protefna seleccionada es la proteina A o la proteina G.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al empleo de los compuestos de férmula general (I) en la pre-
paracion de ISCOMs funcionalizados con grupos vinilsulfona y la utilizacion de estos grupos vinilsulfona para ligar
cualquier biomolécula que contenga grupos funcionales complementarios (grupos amino, tioles e imidazoles) presen-
tes en las mismas de forma natural o artificial a través de una reaccién de adicion tipo Michael.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las biomoléculas seleccionas son protefnas y compuesto de
formula general (I) contiene una molécula de colesterol como molécula de naturaleza lipidica. En una realizacion ain
mds preferida de la presente invencion, la proteina seleccionada es la proteina A o la protefna G.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la incorporacion de anticuerpos a la membrana de los ISCOMs, a
través de su union con la biomolécula, preferiblemente proteina A o protefna G incorporada previamente (por cualquie-
ra de las metodologias anteriormente descritas). En una realizacion preferida de la presente invencion los anticuerpos
son IgG frente a un pardsito como Trypanosoma cruzi.

Otro aspecto mds de la presente invencion se refiere al empleo de estos sistemas, ISCOMSs-anticuerpo, en el desarro-
llo de dos nuevas aplicaciones de los ISCOMsS o sistemas similares, aprovechando su capacidad de nanoencapsulacion:
a) Su empleo en inmunomarcaje fluorescente; b) Desarrollo de sistemas para el transporte dirigido de farmacos.

En una realizacion preferida de la presente invencion el sistema fluorescente encapsulado contiene una molécula
fluorescente, preferiblemente la ficocianina.

En otra realizacién preferida de la presente invencion, el sistema ISCOM-anticuerpo ademds contiene principio
activo.

Por “principio activo” se entiende en la presente invencion a un farmaco o o una molécula de origen biolégico,
por ejemplo protefnas o dcidos nucleicos, y que son capaces de actuar bloqueando una reaccion enzimdtica o afectar
la biosintesis de macro-moléculas por parte de la célula. Como principio activo se puede adicionar al sistema anterior,
por ejemplo la actinomicina-D.

A lo largo de la descripcion 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 invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la prictica 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

Figura 1. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Control negativo del inmunofluoroensayo: epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con ficocianina.

Figura 2. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Control negativo del inmunofluoroensayo: epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con ISCOMs-ficocianina.

Figura 3. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Control negativo del inmunofluoroensayo: epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con ISCOMs-ficocianina-protefna A modificada con 4.

Figura 4. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Inmunofluoroensayo: epimastigotes de Trypanoso-
ma cruzi con ISCOMs-ficocianina-protefna A modificada con 4-IgG frente a Trypanosoma cruzi.

Figura 5. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Control negativo del inmunofluoroensayo: epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con ISCOMs-ficocianina-protefna A modificada con 25.

Figura 6. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Inmunofluoroensayo: epimastigotes de Trypanoso-
ma cruzi con ISCOMs-ficocianina-protefna A modificada con 25-1gG frente a Trypanosoma cruzi.
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Figura 7. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Control negativo del inmunofluoroensayo: epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 1:1)-ficocianina-proteina A.

Figura 8. Micrografia tomada con microscopia laser confocal. Inmunofluorensayo: epimastigotes de Trypanosoma
cruzi con ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 1:1)-ficocianina-proteina A-IgG frente a Trypanosoma

cruzi.

Figura 9. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Control negativo del inmunofluoroensayo: epimas-
tigotes de Trypanosoma cruzi con ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 2:3)-ficocianina-proteina A.

Figura 10. Micrograffa tomada con microscopia ldser confocal. Inmunofluorensayo: epimastigotes de Trypanoso-
ma cruzi con ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 2:3)-ficocianina-proteina A- IgG frente a Trypano-
soma cruzi.

Figura 11. Tasa de supervivencia en los distintos ensayos de citotoxicidad: A.- Epimastigotes de 7. cruzi tratados
con Actinomicina D. (0,05 pg); B.- Epimastigotes de 7. cruzi tratados con ISCOM-IgG frente a T. cruzi conteniendo
un total de 2,88x107> ug de Actinomicina D; C.- Epimastigotes de 7. cruzi tratados con ISCOM-IgG frente a T. cruzi
conteniendo un total de 5,76X107° ug de Actinomicina D; D.- Epimastigotes de T. cruzi tratados con ISCOM-IgG
frente a 77 cruzi conteniendo un total de 11.52 X107° ug de Actinomicina D

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores.

Ejemplo 1
Sintesis de compuestos de féormula general (II)
Ejemplo 1.1

Sintesis del derivado del dcido oleico 4

o

\/\/\/\/Z\/\/\/\/[L o N S\s/\/ .
Cl 2
| 1

3 |

Compuesto 3: Una disoluciéon de dcido oleico (850 mg, 3 mmol) en Cl,SO (10 mL) se mantuvo con agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 1 hora. El exceso de CL,SO se eliminé por evaporacion a vacio coevapo-
rdandose sucesivamente con tolueno anhidro (3x15 mL). El crudo obtenido (1) se disolvié en Cl,CH, anhidro (30 mL)
y se afiadi6 sobre una disolucidn de cistamina 2 (260 mg, 1.15 mmol) y Et;N (0.98 mL, 6.9 mmol) en Cl,CH, anhidro
(30 mL). La mezcla de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion durante 15 minutos. El disolvente
se evapor6 a presion reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna (éter-hexano 2:1 — éter)
obteniéndose 3 como un sélido (720 mg, 92%).

10
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Compuesto 4: A una disolucién de 3 (960 mg, 1.4 mmol) en AcOH (20 mL) se le afiadié Zn (1.1 g, 17 mmol).
La mezcla de reaccion se mantuvo con agitacién a 50°C durante 40 minutos. La disolucion se dejé enfriar y se filtr6
sobre celita. Se adicioné Cl,CH, (70 mL) y se lavo con H,O (2x30 mL), NaHCOssat (2x30 mL) y con H,O (30
mL). La fraccién orgédnica sec6é con Na,SO, anhidro, se filtré y el disolvente se eliminé por evaporacién a vacio. El
crudo se disolvié en THF:isopropanol (2:1, 25 mL), al cual se le burbujed previamente Ar durante 5 minutos, y se le
afadio divinilsulfona (DVS) (809 uL, 5.65 mmol) y Et;N (40 uL, 0.28 mmol). La disolucién resultante se mantuvo
bajo agitacién magnética a temperatura ambiente y en atmésfera de Ar durante 1.5 horas. El disolvente se evaporé a
presion reducida y el crudo obtenido se purifico por cromatografia en columna (éter) obteniéndose 4 como un sélido
(890 mg, 69%).

Ejemplo 1.2

Sintesis del derivado del dcido oleico 7

Compuesto 6: Una disolucion de dcido oleico (1.9 g, 6.7 mmol) en Cl,SO (15 mL) se mantuvo con agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 1 hora. El exceso de CL,SO se eliminé por evaporacion a vacio coevapo-
rdndose sucesivamente con tolueno anhidro (3x15 mL). El crudo obtenido (1) se disolvié en Cl,CH, anhidro (50 mL)
y se afiadié sobre una disolucién de 2-aminoetanol (0.608 mL, 10.1 mmol) y Et;N (1.9 mL, 13.5 mmol) en CI,CH,
anhidro (50 mL). La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. El disolvente se eva-
pord a presion reducida y el crudo obtenido se purific6 por cromatograffa en columna (AcOEt-hexano 2:1 — AcOEt)
obteniéndose 6 como un solido (1.93 g, 88%).

Compuesto 7: A una disolucién de 6 (780 mg, 2.4 mmol) en THF (100 mL) se le afiadiéo DVS (497 uL, 4.8 mmol)
y t-BuOK (30 mg, 0.27 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacion a temperatura ambiente durante 15
minutos. El disolvente se evaporé a presion reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna
(AcOEt-hexano 2:1 — AcOEt) obteniéndose 7 como un sirope (538 mg, 51%).

Ejemplo 1.3

Sintesis del derivado del dcido estedrico 10

OH
+ N
/\/\/\/\/\/\/\/\)j\ H;N
Cl

11
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Compuesto 9: Una disolucion de dcido estedrico (1.8 g, 6.3 mmol) en C1,SO (7 mL) se mantuvo con agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 1 hora. El exceso de CL,SO se eliminé por evaporacién a vacio coevapordn-
dose sucesivamente con tolueno anhidro (3x15 mL). El crudo obtenido (8) se disolvié en THF anhidro (30 mL) y se
afiadio sobre una disolucion de 2-aminoetanol (0.570 mL, 9.5 mmol) y Et;N (1.8 mL, 12.7 mmol) en THF anhidro (30
mL). La mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. El disolvente se evaporé a presion
reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna (Cl,CH,-MeOH 15:1 — 5:1) obteniéndose 9
como un solido (1.89 g, 91%).

Compuesto 10: A una disolucion de 9 (480 mg, 1.5 mmol) en THF (100 mL) se le afiadié DVS (310 uL, 2.9 mmol)
y t-BuOK (20 mg, 0.18 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacion a temperatura ambiente durante 25

minutos. El disolvente se evaporé a presion reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna
(AcOE) obteniéndose 10 como un sélido (365 mg, 56%).

Ejemplo 1.4

Sintesis del derivado del dcido latirico 13

o]
/\/\/\/\/\)Lu/\/"\/\g/\
13 ’

Compuesto 12: Una disolucion de dcido latrico (2.7 g, 13.2 mmol) en C1,SO (10 mL) se mantuvo con agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 1 hora. El exceso de CL, SO se eliminé por evaporacién a vacio coevapordn-
dose sucesivamente con tolueno anhidro (3x15 mL). El crudo obtenido (11) se disolvié en Cl,CH, anhidro (30 mL)
y se afadio sobre una disolucién de 2-aminoetanol (1.2 mL, 19.8 mmol) y Et;N (3.75 mL, 26.4 mmol) en Cl,CH,
anhidro (30 mL). La mezcla de reaccién se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. El disolvente se
evapor6 a presion reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna (AcOEt) obteniéndose 12
como un solido (2.98 g, 93%).

Compuesto 13: A una disolucion de 12 (500 mg, 2.1 mmol) en THF (50 mL) se le afiadié DVS (420 uL., 4 mmol)
y t-BuOK (23 mg, 0.2 mmol). La mezcla de reaccién se mantuvo con agitacién a temperatura ambiente durante 25
minutos. El disolvente se evaporé a presion reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna
(AcOEt-hexano 2:1 — AcOE?t) obteniéndose 13 como un sélido (394 mg, 53%).
Ejemplo 2
Sintesis de compuestos de formula general (I11)

Ejemplo 2.1

Sintesis del derivado de colesterol 15

HO \/s\/\o 15

12
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Compuesto 15: A una disolucién de colesterol 14 (300 mg, 0.77 mmol) en THF (20 mL) se le afiadié DVS (0.12
mL, 1.16 mmol) y t-BuOK (9 mg, 0.077 mmol). La mezcla de reaccion se dejé con agitacion a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se le adicionaron resinas dcidas (amberlita IR 120H) y se mantuvo bajo agitacién a t.a durante 30
minutos. Las resinas se filtraron, el disolvente se evapor6 a presion reducida y al crudo se le adicioné Ac,O (8 mL)
y piridina (4 mL) y se mantuvo a temperatura ambiente una noche. El Ac,0O y la piridina se eliminaron a presion
reducida y el crudo obtenido se purificé por cromatograffa en columna (éter-hexano 1:2) obteniéndose 15 como un
solido (204 mg, 52%).

Ejemplo 3

Sintesis del compuesto 21

/\/OH
\/\/\/\/_\/\/\/\/\OMs HS

17 ] 18

RN e N N e N\
19

R e e P S e e

20 '
V\/\\/\W%/\
21 ’

Compuesto 17: Una disolucién de alcohol oleico (300 mg, 1.12 mmol) en 10 mL de THF se enfri6 en un bafio
de hielo y se le adicion6 Et;N (0.47 mL, 3.35 mmol) y cloruro de mesilo (0.13 mL, 1.67 mmol). Tras 10 minutos el
disolvente se evapord en el rotavapor y el crudo obtenido se purificé mediante cromatografia en columna (hexano:éter
1:1) obteniéndose 17 como sirope (372 mg, 96%).

Compuesto 19: A una disolucién de 2-tioetanol 18 (0.14 mL, 1.99 mmol) en 15 mL de CH;CN se le pasé una
corriente de argén y se le adicion6 el compuesto 17 (347 mg, 1,01 mmol) y Cs,CO; (652 mg, 2.00 mmol). La disolu-
cién se mantuvo bajo agitacién magnética a temperatura ambiente durante 2 horas. El disolvente se eliminé a presion
reducida y el crudo obtenido se purificé mediante cromatografia en columna (hexano:éter 1:1) obteniéndose 19 como
un sirope (310 mg, 94%).

Compuesto 20: A una disolucion del compuesto 19 (221 mg, 0.67 mmol) en 3.4 mL de AcOH se le adicionaron
1.3 mL de H,0, 33%. El matraz se protegi6 de la luz y se mantuvo bajo agitacion magnética a temperatura ambiente
durante 7 horas. El disolvente se elimind a presion reducida y el crudo obtenido se purificé mediante cromatografia en
columna (hexano:AcOEt 1:1) obteniéndose 20 como un sirope (164 mg, 68%).

Compuesto 21: Una disolucion del compuesto 20 (134 mg, 0.37 mmol) en 10 mL de CH,Cl, anhidro se enfri6 en
un bafio de hielo y se le afiadi6 Et;N (0.32 mL, 2.24 mmol) y cloruro de mesilo (0.09 mL, 1.16 mmol). Se dejé que
la disolucién alcanzara la temperatura ambiente y se mantuvo bajo agitacién magnética durante 6 horas. El disolvente
se eliminé en el rotavapor y el crudo obtenido se purificé mediante cromatografia en columna (hexano:AcOEt 5:1)
obteniéndose 21 como un liquido (102 mg, 80%).

13
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Ejemplo 4

Sintesis del compuesto 25

25

Compuesto 23: A una disolucion de 2-tioetanol 18 (200 mg, 2.56 mmol) en 30 mL de DMSO:THF (1:1) se le
pasé una corriente de argén y se le adicion6 el compuesto 22 (1.33 g, 3.84 mmol) y K,CO; (531 mg, 3.84 mmol). La
disolucién se mantuvo bajo agitacién magnética a temperatura ambiente durante 24 horas. La sal se filtr6 a vacio y
el disolvente se eliminé a presion reducida. Al crudo se adicionaron 60 mL de agua y se extrajo con CH,Cl, (2x60
mL). El extracto orgdnico se sec6 con Na,SO, anhidro, se filtr6, el disolvente se evaporé a presion reducida y el crudo
obtenido se purific6 mediante cromatograffa en columna (hexano:éter 1:1) obteniéndose 23 como sélido (775 mg,
92%).

Compuesto 24: A una disolucion del compuesto 23 (425 mg, 1.29 mmol) en 6.4 mL de AcOH se le adicionaron
2.6 mL de H,0, 33%. El matraz se protegi6 de la luz y se mantuvo bajo agitacion magnética a temperatura ambiente
durante 24 horas. El disolvente se eliminé a presion reducida y el crudo obtenido se purificé mediante cromatograffa
en columna (AcOEt) obteniéndose 24 como un sélido (397 mg, 85%).

Compuesto 25: Una disolucién del compuesto 24 (173 mg, 0.48 mmol) en 10 mL de CH,Cl, anhidro se enfrié
en un bafio de hielo y se le afiadié Et;N (0.2 mL, 1.42 mmol) y cloruro de mesilo (57 pL, 0.73 mmol). Se dejé
que la disolucién alcanzara la temperatura ambiente y se mantuvo bajo agitacién magnética durante 24 horas. El
disolvente se elimind en el rotavapor y el crudo obtenido se purific6 mediante cromatograffa en columna (hexano:éter
1:1) obteniéndose 25 como un sélido (133 mg, 81%).

Ejemplo 5
Lipidacion de proteinas

Ejemplo 5.1

Lipidacion de proteina A con los agentes de lipidacion 4 y 25

Los compuestos 4 y 25 se solubilizan en metanol y tampén carbonato 0.125 M, pH 8 hasta alcanzar una concen-
tracion final de 20 mg/ml. Los compuestos se adicionan a una solucién de protefna A (100 mg/mL) en una proporcién

5:1. La disolucién final se incuba 12 horas a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo se le afiaden 20 ul de tampoén
carbonato 0.125M-glicina 1M y se incuban 3 horas a 4°C.

14
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Ejemplo 6
Incorporacion de anticuerpos en la membrana de los ISCOMs y empleo en inmunomarcajes fluorescentes
a) Preparacion de ISCOMATRIX

Se prepara una solucién en 2 mi de agua destilada que contenga colesterol y fosfatidilcolina (1:1) a una concentra-
cién final de 15 mg/ml y 0.400 mg de Mega-10. Por otra parte se prepara una solucién de Quii A a una concentraciéon
de 100 mg/ml. Una vez estdn preparadas las dos soluciones se toma la cantidad adecuada para obtener una proporciéon
1:1:5 de colesterol:fosfatidilcolina:Quil A en un volumen final de 12 mililitros. Se incuba una hora a temperatura am-
biente y se concentra a un volumen de aproximadamente 1/5 del inicial. El concentrado se dializa durante 40 horas en
PBS con cuatro cambios. Una vez se ha recogido el dializado se procede a purificar los ISCOMs formados mediante
una centrifugacién en gradiente de sacarosa a 50000 g durante 18 horas, y finalmente se vuelve a dializar

b) Union de ficocianina a ISCOMs

Tomamos 1 mL de una concentracién de 1 mg/ml de ficocianina con 1 mg de ISCOMSs liofilizados. La disolucién
final se incuba 12 horas a 4°C. Una vez incubados con la ficocianina fueron centrifugados a 50000 g durante 18 horas
a fin de eliminar la ficocianina no encapsulada.

¢) Incorporacion de proteina A modificada con 4y 25 a los ISCOMs con ficocianina

Se mezcla en una proporcion 1:3 (v/v) la solucion que contiene los ISCOMS con ficocianina (20 uL) y la solucion

que contiene la protefna A modificada (60 uL de una concentracioén de 100 mg/mL). La disolucién final se incuba 12
horas en agitacion.

¢) Union de IgG frente a Trypanosoma cruzi a ISCOMs con proteina Ay ficocianina para inmunomarcaje

Se mezcla la solucion obtenida en el apartado anterior en proporcion 1:3 con la IgG frente a T. cruzi. (457 pug/mL).
La disolucion resultante se incuba al menos 1 hora a 4°C en agitacion.

d) Ensayos de inmunofluorescencia directa

A fin de comprobar la especificidad de la unién de los ISCOMs con el anticuerpo IgG frente a Trypanosoma cruzi
a través de la protefna A modificada con los compuestos 4 y 25 se lleva a cabo un ensayo de inmunofluorescencia
directa y los resultados se observan mediante microscopia ldser confocal.

1) Preparacion de los portaobjetos

Los portaobjetos deben de estar limpios y libres de grasa, para lo cual se sumergen en acetona durante 24 horas y
luego se dejan secar a temperatura ambiente.

2) Preparacion de las células

Epismastigotes de Trypanosoma cruzi fueron cultivados en medio MTL suplementado con suero bovino fetal al

10% a 28°C durante 5 dias.

3) Protocolo de fijacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi con formaldehido

- Contar los pardsitos en cdmara de Neubauer. Se necesitan 1x10® pardsitos totales.
- Centrifugar los pardsitos a 1600 g durante 10 minutos a 4°C.

- Retirar el sobrenadante y resuspender en 10 mL de PBS.

- Lavar tres veces con PBS.

- Resuspender el botén de pardsitos (1x10%) en 1 mL de PBS.

- Aiadir 1 mL de PBS al 4% de formaldehido para una concentracién final de formaldehido del 2%.
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- Leer la absorbancia de la mezcla de pardsitos PBS con 2% de formaldehido.
- Dejar incubando toda la noche a temperatura ambiente.

- Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm.

- Eliminar el sobrenadante y lavar el botén de pardsitos dos veces con PBS.

- Resuspender en PBS y ajustar la concentracion de pardsitos observando al microscopio de tal forma que
en 10 uL los pardsitos estén separados.

- Agregar 10 uL de la suspension a cada pozo en los portaobjetos y dejar secar a temperatura ambiente.

- Guardar las placas a -20°C hasta el momento de su uso

4) Procedimiento seguido para la inmunofluorescencia directa
- Aiiadir 10 uL a cada pocillo de la muestra a ensayar.
a) Control con ficocianina purificada (figura 1).
b) Control con ISCOMs-ficocianina (figura 2).
¢) Control con ISCOMs-ficocianina-proteina A modificada con 4 (figura 3).
d) ISCOMs-ficocianina-proteina A modificada con 4-1gG frente a Trypanosoma cruzi (figura 4).
e) Control con ISCOMs-ficocianina-proteina A modificada con 25 (figura 5).
f) ISCOMs-ficocianina-protefna A modificada con 25-1gG frente a Trypanosoma cruzi (figura 6).
- Poner los portas en la cdimara himeda e incubar durante 30 minutos a 37 + 0.5°C
- Retirar la cdmara fria de la incubadora. También retirar el conjugado del almacenaje. Aclarar los pocillos
con PBS durante 10 minutos. Retirar el sobrenadante de PBS y repetir el lavado sin dejar que los pocillos
se sequen.
- Aiadir 2 6 3 gotas de medio de montaje (glicerina tamponada) a cada porta y tapar con un cubreobjeto
evitando que se formen burbujas.
Ejemplo 7

Obtencion de ISCOMs funcionalizados con grupos vinilsulfona, incorporacion de anticuerpos en la membrana de los
ISCOMs y empleo en inmunomarcajes fluorescentes

a) Obtencion de ISCOMs funcionalizados con grupo vinilsulfona a través del compuesto 15

Los ISCOMATRIX se preparan de la misma manera descrita anteriormente, pero se varia la composicién del
colesterol empleando distintas proporciones de colesterol:15. Se prepara por una parte ISCOMATRIX con la formu-
lacién normal que va a servir de control positivo y por otra parte, manteniendo la concentracion final de 15 mg/ml de
colesterol, 15 y fosfatidilcolina, vamos a variar la composicién usando 1:1 colesterol: 15 y 3:2 colesterol: 15.

b) Union de proteina A a ISCOMs obtenidos con el compuesto 15

A los ISCOMs funcionalizados obtenidos en la etapa anterior se adicionan 10 6 20 uL de disolucién de proteina
A (100 mg/mL). La disolucién final se incuba 12 horas a 4°C. Una vez transcurrido ese tiempo se le afiaden 20 ul de
tampdn carbonato 0.125M-glicina 1M y se incuban 2-3 horas mds a 4°C.

¢) Incorporacion de ficocianina

Tomamos 1 mL de una solucién de 1 mg/ml de ficocianina con 1 mg de ISCOMs-protefna A liofilizados. La

disolucién final se incuba 12 horas a 4°C. Una vez incubados con la ficocianina fueron centrifugados a 50000 g
durante 18 horas a fin de eliminar la ficocianina no encapsulada.
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¢) Union de IgG frente a Trypanosoma cruzi a ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 y ficocianina para inmu-
nomarcaje

Se mezcla la solucion obtenida en el apartado anterior en proporcion 1:3 con la IgG frente a 7. cruzi. La disolucion
resultante se incuba al menos 1 hora a 4°C en agitacion.
d) Ensayos de inmunofluorescencia directa
A fin de comprobar la especificidad de la unién de los ISCOMs con el anticuerpo 1gG frente a Trypanosoma cruzi a
través de la protefna A unida covalentemente a la estructura del los ISCOMs aprovechando la reactividad de los grupos
vinilsulfona incorporados mediante el compuesto 15 se lleva a cabo un ensayo de inmunofluorescencia directa y los
resultados se observan mediante microscopia ldser confocal. El protocolo seguido es el mismo descrito anteriormente
y en este caso las muestras ensayadas son:
a) Control con ficocianina purificada (figura 1).
b) Control con ISCOMs-ficocianina (figura 2).

c¢) Control con ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 1:1)-ficocianina-protefna A (figura 7).

d) ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 1:1)-ficocianina-proteina A-IgG frente a Trypanoso-
ma cruzi (figura 8).

e) Control con ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcién 2:3)-ficocianina-proteina A (figu-
ra 9).

f) ISCOMs obtenidos con el compuesto 15 (proporcion 2:3)-ficocianina-proteina A-IgG frente a Trypanoso-
ma cruzi (figura 10).

Ejemplo 8
Empleo de ISCOMs en el desarrollo de sistemas de transporte dirigido de fdrmacos

a) Preparacion de ISCOMs con actinomicina-D

Se prepara una disolucién en 2 mi de agua destilada que contenta colesterol y fosfatidilcolina (1:1) a una con-
centracién final de 15 mg/ml ademds de 0.400 mg de Mega-10. Por otra parte se prepara una solucién de Quil A, a
una concentracién de 100 mg/ml. Una vez preparadas ambas disoluciones se toma la cantidad adecuada de cada una
de ellas para obtener una proporcion 1:1:5 de colesterol:fosfatidilcolina:Quil A en un volumen final de 10 mL y se
adicionan 2 mL de una solucién stock de Actinomicina D (5 mg/ml). Se incuba una hora a temperatura ambiente y se
concentra en un concentrador de protefnas hasta 1/5 del volumen inicial. Dializar durante 40 horas en PBS con cuatro
cambios. Una vez se ha recogido el dializado se procede a purificar los ISCOMs formados mediante una centrifugacién
en gradiente de sacarosa a 50000 g durante 18 horas. Finalmente se procede de nuevo a dializar.

b) Incorporacion de proteina A modificada con 4 a los ISCOMs-actinomicina-D

A 20 pL de la solucién de ISCOMs-actinomicina-D se le afiaden 60 uL de la solucion de protefna A modificada
con 4. La solucion final se incuba 12 horas en agitacion.

¢) Union de IgG frente a Trypanosoma cruzi a ISCOMs-actinomicina-D con proteina A modificada con 4

A 30 pL de 1a solucién de ISCOMs-actinomicina-D-proteina A modificada con 4 se le afiaden 90 uL de IgG frente
a Trypanosoma cruzi (457 mg/mL). La solucion final se incuba al menos 1 hora a 4°C con agitacion.

d) Cdlculo de la concentracion de actinomicina-D en los ISCOMs

La concentracion de antibidtico atrapado en las nanoparticulas (ISCOM-actinomicina D-IgG — 0.192 mg/mL de
suspension) se determind espectrofotométricamente.
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e) Ensayo de citotoxicidad

Para poder determinar la supervivencia de los Trypanosomas tras el tratamiento con los ISCOMs cargados de
Actinomicina D y ligados en superficie con los anticuerpos frente al pardsito usamos el kit CytoTox 96 Non-Radiactive
Cytotoxicity Assay (promega) capaz de medir la liberacién al medio del enzima lactato deshidrogenasa presente en
el citoplasma de células intactas. Para ello se ajusté el numero de organismos (epimastigotes de T. cruzi) a 1x10°/100
ul en cada uno de los pocillos de una placa de microtitulacion de fondo plano y se le afiadi6 a cada uno de dichos
pocillo una suspension de ISCOMs cargados de Actinomicina D de 5, 15 y 30 ul. El tiempo de interaccién fue de 24
horas. Tras lo cual se determino la citotoxicidad en cada pocillo de una forma colorimétrica a 490 nm en un lector de
placas. Cada una de los diferentes ensayos se llevé a cabo por triplicado. Para ello y siguiendo las instrucciones del
Kit a cada uno de los pocillos se le afiaden 15 mul de una solucién de lisis y se incuba en estufa de CO, a 28°C durante
45 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se centrifuga a 250 g durante 4 minutos. Se toman 50 ul del sobrenadante
y se transfieren a otro pocillo de la placa donde ademds se le agregard 50 ul del sustrato, incubdndose 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad. A fin de frenar la reaccion enzimdtico del kit se afiaden 50 ul de la solucién de
parada. Las placas como se indicé anteriormente fueron leidas en un lector de placas de ELISA a 490 nm (figura 11).
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REIVINDICACIONES

1. Complejo no covalente que comprende al menos un compuesto de férmula general (I) incorporado a la estructura
de un ISCOM,

5
Y.
/\
m o7 N
2
)
15 donde:
Y es un grupo -CH,-SO,R'- 0 -CH,-;
R! es un radical seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C,-C,,), un alquenilo (C,-C,,), un alquinilo
20 (C,-Cyp), un dialquilarilo (C,-C,y)Ar(C,-C,) o un grupo (CH,CH,0),CH,CH,;
n toma valores de 1 a 20;
X es un grupo -CO-NH-R?-Z-CH,-, -Z-CH,- 0 -CH,-;
» ZesS 060,
R? es un radical seleccionado del grupo que comprende un alquilo (C,-C,), un alquenilo (C,-C,p), un alquinilo
(C,-Cip), un dialquilarilo (C,-C ,o)Ar(C,-C,y) 6 un grupo (CH,CH,0),,CH,CH,;
30 m toma valores de 1 a 20; y
© representa un lipido.
35

2. Complejo segtin la reivindicacién 1, donde el lipido del compuesto es un esteral.

3. Complejo seglin la reivindicacidn 2, donde el esteral se selecciona de la lista que comprende colesterol, epico-
40 lesterol, estigmasterol, lanosterol, ergosterol y coprostenol.

4. Complejo segtin la reivindicacion 3, donde el esteral es colesterol.

5. Complejo segtin la reivindicacion 1, donde el lipido del compuesto es un hidrocarburo alifético (C,-Csp) saturado.

K 6. Complejo segtin la reivindicacion 1, donde el lipido del compuesto es hidrocarburo alifatico (C4-Cj;) insaturado.
7. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 5 6 6, donde el lipido es hidrocarburo alifético (C,o-Cy).
50 8. Complejo segtin las reivindicaciones 1 a 7, donde X es un grupo -CO-NH-R?- Z-CH,- y Z se ha definido en la
reivindicacion 1.
9. Complejo segiin la reivindicacién 8, donde R? es un grupo alquilo (C,-Cs).
55 10. Complejo segtin la reivindicacién 9, donde R? es un grupo etilo.
11. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde X es el grupo -Z-CH;- y Z se ha definido en la
reivindicacion 1.
60 12. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, donde Z es O.
13. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, donde Z es S.
s 14. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde X es -CH,-,

15. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde el grupo Y es -CH,-,
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16. Complejo segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde R' es un grupo (CH,CH,0),CH,CH, y n
toma valores de entre 1 a 10.

17. Complejo segtin la reivindicacion 16, donde n toma valores de entre 2 a 5.
18. Complejo segtin la reivindicacion 17, donde n es 2.

19. Sistema que comprende el complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, y una biomolécula unida
covalentemente a través de los grupos vinilsulfona.

20. Sistema segtin la reivindicacién 19 donde la biomolécula es una proteina.
21. Sistema segtin la reivindicacion 20 donde la biomolécula es la proteina A o la protefna G.

22. Sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, que ademds comprende un anticuerpo unido al ISCOM
a través de la biomolécula.

23. Sistema seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, donde el ISCOM ademads contienen una molécula
fluorescente.

24. Sistema segin la reivindicacion 23, donde la molécula fluorescente es ficocianina.

25. Uso de un complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, para la unién de biomoléculas mediante
los grupos vinilsulfona.

26. Uso del complejo segtin la reivindicacion 25, donde las biomoléculas son proteinas.
27. Uso del complejo segtin la reivindicacion 26, donde la protefna es proteina A o proteina G.
28. Uso del sistema seglin cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, para inmunomarcaje fluorescente.

29. Sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, que ademds comprende la incorporacién de un
principio activo.

30. Sistema segtin la reivindicacién 29, donde el principio activo es actinomicida D.

31. Uso del sistema segun cualquiera de las reivindicaciones 29 o 30, en la elaboracién de una composicion
farmacéutica.

32. Uso del sistema segtin cualquiera de las reivindicaciones 29 o 30, para el transporte dirigido de fdrmacos.

33. Compuesto de férmula:

34. Compuesto de férmula:

35. Compuesto de férmula:
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36. Compuesto de férmula:

[¢]

MN/\/O\AS/\

H O,

37. Compuesto de férmula:

38. Compuesto de férmula:
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FIG.1
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FIG. 6
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FIG. 8
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FIG. 10
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200902389

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la reali-
zacién de esta opinidn.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacién
Do1 WO 2002/049676 A2 27-06-2002
D02 WO 2008/156327 A2 24-12-2008
D03 FR 2912410 A1 15-08-2008
D04 US 5414135 A1 09-05-1995

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 hovedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién es un compuesto de férmula general (1) derivado de un lipido funcionalizado con vinilsulfona, un
método de obtencién del mismo y su uso como agente de lipidacién; un bioconjugado covalente que comprende un compuesto
de férmula (l) y una biomolécula, y un sistema que comprende el bioconjugado incorporado en la membrana de una nanocaja;
un complejo no covalente que comprende un compuesto de férmula (1) incorporado a la estructura de una nanocaja, el uso de
dicho complejo para la unién de biomoléculas, un sistema que comprende el complejo y una biomolécula unida covalentemente,
el uso de dicho sistema para inmunomarcaje fluorescente, para la elaboracién de un medicamento y para el trasporte de
farmacos.

Novedad (Articulo 6.1 de la Ley de Patentes):

El documento D01 divulga un agente complejante que se incluye en una composicién que contiene ademas un polimero y
un agente terapéutico, de forma que el polimero interacciona con el agente complejante por medio de una unién huésped-
hospedador (guest-host) y/o hospedador-huésped para formar un complejo de inclusién, siendo Gtil para el transporte de
farmacos (ver pagina 1, lineas 4-9). El agente complejante puede representarse de forma esquematica mediante la férmula:
huésped/hospedador-(CH,),-J.-PEG,-L,-(grupo funcional), (ver pagina 40, linea 7-pagina 41, linea 18), donde la funcionalidad
hlesped/hospedador puede ser colesterol o adamantilo, J es un grupo tipo amida [-C(=O)NH-(CH,)d- é -NHC(=0)-(CH,)4-],
PEG es un polietilenglicol (CH,CH,0),_s00, L. puede ser un grupo vinilsulfona (SO,-CH=CH,), siendca=b =x=y=061,n
y d variando entre 0 y 6. El grupo funcional que aparece en la férmula anterior es un ligando, un grupo hidrofilico o hidrofébico
0 un agente terapéutico adicional que afade valor a la composicidn (ver pagina 37, lineas 22-25), como pueden ser sefiales de
localizacién nuclear, péptidos o polimeros de liberacién endosomal y agentes de permeabilizacién de membrana (ver pagina
38, lineas 13-27). Entre los numerosos ejemplos que se divulgan en el documento se encuentra un agente complejante que
comprende una proteina, como es la transferrina, que se une a través de grupos lisina terminales a la funcionalidad vinilsulfona
introducida previamente (ver pagina 89, ejemplo 56).

El documento divulga también complejos de inclusién derivados de dichos agentes complejantes, que son compuestos mole-
culares con caracteristicas de un aducto, en los cuales una molécula hospedadora, en el presente caso compuestos del tipo
de carcerandos, cavitandos, criptandos, calixerandos, etc, incluye al menos una parte de la molécula huésped (ver pagina 6,
lineas 17-28).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-10, 30, 32 — 35,37, 38,40, 43,45, 46,48, 49,55,57,58
no presenta novedad segun lo divulgado en el documento DO1.

El documento D02 divulga un lipido que presenta un grupo funcional gue se une covalentemente a una proteina del pelo o de la
superficie de la piel (pagina 3, parrafo [14]), siendo la porcién lipidica colesterol, un &cido graso o alcohol graso de 6 a 22 atomos
de carbono o 4cido 18-metileicosanoico (pagina 3, parrafo [16]), y vinilsulfona uno de los grupos funcionales preferidos (pagina
5, parrafo [23]). En concreto, el documento divulga los compuestos laurilvinilsulfona, estearilvinilsulfona y behenilvinilsulfona
(ver pagina 11, tabla 1), que comprenden cadenas alifaticas de 12, 18 y 22 atomos de carbono, respectivamente, y que se
engloban en la férmula general (1) de la invencién, siendo X =Y = CH,, y el resto denominado "lipido" en la solicitud un
hidrocarburo alifatico de 10, 16 y 20 atomos de carbono, en cada uno de los tres compuestos divulgados.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1,5,7,14, 15, 33-35 no es nuevo segun lo divulgado en el docu-
mento D02.
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El documento D03 divulga un compuesto de férmula general CH,=CH-[CH,],-SO,-Z, donde Z puede ser, entre otras posibi-
lidades, un grupo alquilo lineal o ramificado de 1 a 22 dtomos de carbono, y r varia de 0 a 10. Esta formula general solapa
con la férmula general (1) de la invencidn cuando r es 0 y Z es un grupo alquilo de 3 § méas atomos de carbono, siendo en
el compuesto de la invencion X =Y = CH, y el "lipido" un grupo alquilo de 1 a 20 atomos de carbono (ver pagina 4, lineas
8-15). En concreto, se divulgan explicitamente diversas vinilsulfonas, como son butilvinilsulfona, pentilvinilsulfona, hexilvinilsul-
fona, heptilvinilsulfona, octilvinilsulfona, nonilvinilsulfona, decilvinilsulfona, undecilvinilsulfona y dodecilvinilsulfona (ver pagina
5, parrafo [013]).

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 5,7, 14, 15 no presenta novedad segin lo divulgado en
el documento DO3.

Por lo tanto, se considera que el conjunto de las reivindicaciones 1-10, 30-35, 37, 38, 40, 43, 45, 46, 48,49, 55,57, 58 no pre-
senta novedad segUn lo divulgado en el estado de la técnica.

Actividad inventiva (Articulo 8.1 de la Ley de Patentes):

El documento D04 divulga un compuesto derivado de vinilsulfona de férmula general R,-O-(PAQ)-E-SO,-A,-B,-C(R,)=CH,, en
el que PAO un 6xido de polialquileno con un peso molecular de 250 a 200.000 Dalton; R4 un grupo alquilo de 1 a 8 atomos
de carbono; E un grupo alquileno de 1 a 8 atomos de carbono o un grupo alqulenilo de 2 a 8 4&tomos de carbono, entre otras
posibilidades; A un grupo arileno o aralquileno de 6 a 8 dtomos de carbono o un grupe alquileno de 1 a 8 carbonos que
puede contener heterodtomos; B un &tomo de azufre o un grupo sulfona; siendo R, hidrégenoyay b, 06 1 (ver columna 7,
linea 51-columna 8, linea 11). Estos compuestos se preparan por reaccion del grupo hidroxilo libre del esqueleto de éxido de
polialquileno con un reactivo que contiene la funcionalidad vinilsulfona (ver columna 5, lineas 19-34; columna 7, lineas 14-42).

Los compuestos divulgados en este documento tienen aplicacién como reactivos para la modificacion de proteinas, que seran
Gtiles como agentes farmacéuticos y medicamentos (ver columna 4, lineas 60-64). De esta forma, la unién de un polipéptido
o proteina a estos compuestos de éxido polialquileno a través del grupo sulfona de los mismos y de un atomo de azufre o
nitrégeno presente en un grupo terminal de la proteina da lugar a los correspondientes aductos (ver columna 9, linea 64-
columna 10, linea 34).

Los compuestos divulgados en el documento D04 presentan los mismos grupos funcionales que los de la invencién. En los dos
casos se trata de cadenas que, principalmente, alternan grupos alquilicos y polialcoxilo, presentando una vinilsulfona terminal
sobre la que se produce la unién con la proteina. Aunque la férmula general de la invencién no se encuentra explicitamente
recogida en este documento, se considera que algunas de las posibilidades que se engloban en ella constituyen tan sélo
alternativas evidentes a la que el experto en la materia llegaria en el gjercicio de su actividad rutinaria, mas aln teniendo en
cuenta que la aplicacién de los compuestos de la invencion es la misma que la de los productos divulgados en D04, es decir,
la modificacién de proteinas, y ésta viene dada, en ambos casos, por la presencia del grupo funcional vinilsulfona.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1, 5-7, 11-18, 30-35, 37, 38 no presenta actividad inventiva a la luz
de lo divulgado en el documento D04.

Por otro lado, el resto de las reivindicaciones se refieren, ademas de a ciertas alternativas respecto al procedimiento de
obtencion de los compuestos de férmula molecular (1), a diversas aplicaciones de dichos compuestos para la formacién y el
uso de bioconjugados y complejos derivados de los mismos. Puesto que dicha férmula general (I) engloba un gran nimero de
compuestos ¥, sin embargo, en la descripcién sélo se recogen datos experimentales para un nimero reducido de ellos, que son
los compuestos objeto de las reivindicaciones 19-24, no es posible reconocer actividad inventiva para dichas reivindicaciones
11-29, 36, 39, 41, 42, 44, 47, 50-54 y 56, ya que constituyen generalizaciones que, en algunos casos se encuentran divulgadas
en el estado de la técnica y, en otros, no cuentan con los datos experimentales adecuados en descripcidn.

Por lo tanto, se considera que el conjunto de las reivindicaciones 11-29,36,39,41,42,44,47, 50-54 y 56 no cumple los requi-
sitos de actividad inventiva respecto a lo divulgado en el estado de la técnica, segln lo establecido en el Articulo 8.1 de la Ley
de Patentes.

Sin embargo, si podria reconocerse novedad y actividad inventiva a los compuestos recogidos en las reivindicaciones 19-24, ya
mengcionados, asi como al procedimiento de obtencién de los mismos, su uso como agentes de lipidacién, los bioconjugados,
complejos y sistemas derivados de ellos, y las diferentes aplicaciones de éstos que se recogen en la solicitud.
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