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DESCRIPCION
Procedimiento para transfectar células usando un campo magnético.

La presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para transfectar una célula que comprende poner en
contacto con una célula un complejo que comprende vector(es) que comprende(n) una o mas moléculas de acido
nucleico y particula(s) magnética(s) que estan acopladas con uno o mas oligo- o policationes u oligo- o polianiones
mediante la aplicacion de un campo magnético en el que dicha(s) particula(s) magnética(s) y dicho(s) vector(es) se
ensamblan en el complejo por agregacion inducida por sal. La presente invencién se refiere ademas a un complejo
de este tipo, asi como a procedimientos para prepararlo. Ademas, la presente invencion se refiere a composiciones
farmacéuticas, usos y un kit.

La viabilidad del tratamiento génico depende en Ultima instancia de la disponibilidad de vectores génicos eficaces.
Los vectores génicos son vehiculos usados para transportar una informacién genética deseada codificada por un
acido nucleico (ADN o ARN) a una célula diana y para que se exprese en ella. Los virus han desarrollado soluciones
extraordinarias para este problema de transferencia génica. En consecuencia, los virus modificados genéticamente
(recombinantes) se encuentran entre los vehiculos mas eficaces conocidos actualmente para la transferencia de
informacién genética a células. Se han disefiado una multitud de especies viricas como vectores génicos, incluidos
retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus herpes simplex, virus de hepatitis, virus vaccinia y lentivirus. En
general, se elimina la informacién genética necesaria para el ciclo de duplicacién natural de los virus del genoma
virico y se reemplaza con el/los gen(es) de interés que se supone que ejerce(n) algun efecto terapéutico en el caso
de aplicaciones de tratamiento génico. Mas recientemente, también se han usado virus capaces de duplicarse como
vehiculos de transferencia génica.

Como alternativa a los vectores génicos viricos, se han desarrollado vehiculos para transferencia génica no viricos,
sintéticos y semisintéticos durante la ultima década. La mayoria de estos vectores no viricos imitan caracteristicas
importantes de la entrada celular virica para superar las barreras celulares frente a la infiltracién de material genético
exdgeno. Entre estas barreras se encuentran la membrana plasmatica, las membranas de las vesiculas internas
tales como endosomas y lisosomas y las membranas nucleares. Entre las funciones viricas imitadas en vectores no
viricos estan la capacidad de dirigirse a receptores, de unirse a ADN y de compactarse y de liberacion intracelular
desde vesiculas internas. Estas funciones individuales estan representadas en mddulos sintéticos o semisintéticos
que habitualmente se ensamblan mediante interacciones electrostaticas y/o hidréfobas para formar una particula de
vector. Con el fin de clasificar sisteméaticamente los vectores génicos no viricos en funcion de su composicion
modular, se ha propuesto la nomenclatura siguiente (Feigner et al. 1997): Los lipoplexos son conjuntos de acidos
nucleicos con un componente lipidico, que habitualmente es catiénico. La transferencia génica por lipoplexos se
llama lipofeccién. Los poliplexos son conjuntos de &cidos nucleicos con una entidad oligo- o policationica. Los
complejos de ADN que comprenden ambas clasificaciones se llaman lipo-poliplexos o poli-lipoplexos. Se han
descrito una gran variedad de combinaciones de este concepto general. Los ejemplos incluyen los complejos
clasicos de lipido catiénico-ADN (Feigner y Ringold 1989), complejos de polication-ADN tales como poli(lisina)-ADN
(Wu y Wu 1987), poli(etilenimina)-ADN (Boussif et al. 1995), dendrimero de poli(amidoamina)-ADN (Haensler y
Szoka 1993), complejos de péptido catidonico-ADN (Planck et al. 1999), complejos de proteina catidnica-ADN
(histonas, proteinas HMG) (Zenke et al. 1990). Frecuentemente, tales complejos de ADN se modifican
adicionalmente para que contengan un resto marcador de células o marcador intracelular y/o un componente
desestabilizador de la membrana tal como un virus inactivado (Curiel et al. 1991), una cépsida virica o una proteina
0 péptido virico (Fender et al. 1997; Zhang et al. 1999) o un péptido sintético que altera la membrana (Wagner et al.
1992; Plank et al. 1994). Asimismo, se ha incluido el &cido nucleico que ha de transportarse en el lumen acuoso de
liposomas (Nicolau y Cudd 1989), o se asocia el ADN condensado con policationes con una membrana lipidica (Gao
y Huang 1996; Li et al. 1998). También se ha compuesto la membrana lipidica para que sea una quimera de
membranas naturales derivadas de virus o células que contienen proteinas de membrana (por ejemplo, liposomas
HVJ (Kaneda 1998)]). Recientemente, también se han descrito bacterias (GrillotCourvalin et al. 1998) y fagos (Poul y
Marks 1999) como lanzaderas para la transferencia de acidos nucleicos a células. Aparte de estas composiciones de
vector sofisticadas, también se sabe que el ADN desnudo es un agente de transfeccién Gtil en determinadas
aplicaciones (Wolff et al. 1990). La precipitacion de ADN con cationes divalentes se ha usado con éxito para la
transfeccion de lineas celulares cultivadas durante mas de 10 afios (precipitacion con fosfato de calcio (Chen y
Okayama 1988)]). Méas recientemente, se ha descubierto que los protocolos de precipitacion con fosfato de calcio
también son Utiles para potenciar la transferencia génica mediada por vectores tanto viricos como no viricos
(Fasbender et al. 1998).

También pueden formularse vectores o ADN desnudo para lograr un efecto de liberacién sostenida o liberacion
controlada. Con este propdsito, pueden inmovilizarse ADN o vectores sobre/en o asociarse con materiales
transportadores tales como colageno (Bonadio et al. 1998), gelatina (Truong-Le et al. 1999) o adhesivo de fibrina.
Asimismo, pueden incorporarse ADN o vectores en formulaciones de micro- y nanoparticulas tales como en
copolimeros como poli(acido lactico-co-glicolico) (PLGA) (Shea et al. 1999) y composiciones similares o en
nanoparticulas preparadas a partir de quitosano (Roy et al. 1999).

Independientemente de lo eficaz que sea cualquiera de los procedimientos de transferencia génica en las
aplicaciones seleccionadas, todos ellos padecen graves limitaciones en cuanto a su aplicabilidad general en el
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tratamiento génico. Entre tales limitaciones, son llamativas las siguientes, en particular para tratamiento génico in
Vvivo:

1. Especificidad de diana

a) En un extremo, posibilidad limitada de dirigir los vectores a células/6rganos dianadebido a la falta de un
tropismo de célula dianadiana especifico y, como consecuencia, diseminacién sistémica del vector,
biodisponibilidad limitada en el sitio diana y la posibilidad de transfeccion inespecifica de células/6rganos que
no son diana.

b) En el otro extremo, un tropismo del huésped muy especifico, que limita la posibilidad de aplicaciéon de un
vector a un espectro de dianas mas amplio. Este problema prevalece para vectores viricos, en administracion
génica tanto ex como in vivo.

2. Inactivacioén rapida de vectores debida a interacciones no deseadas con componentes del medio in vivo antes de
gue el vector pueda encontrar su sitio diana. Ejemplos de interacciones no deseadas son la opsonizacién de
vectores no viricos (Ogris et al. 1999) o interacciones de vectores con sistemas de defensa de los huéspedes
tales como el sistema de complemento (Planck et al. 1996) o el sistema inmunitario (Kass-Eisler et al. 1996).

3. Concentracion de vectores insuficiente en el sitio diana (Luo y Saltzman 2000).

Se han proporcionado soluciones parciales a estos problemas. Los tropismos de huéspedes de vectores viricos se
han ampliado, reducido o redirigido mediante ingenieria genética de proteinas de superficie concretas que actian
como ligandos para receptores celulares (Kasahara et al. 1994; Michael et al. 1995), mediante el acoplamiento de
ligandos dirigidos a superficies viricas (Curiel 1999), mediante coprecipitacion de virus con fosfato de calcio
(Fasbender et al. 1998) o mediante interaccion electrostatica con una molécula de union a células inespecifica tal
como un polication (Fasbender et al. 1997). Las interacciones no deseadas con componentes del medio in vivo se
reducen mediante la modificacion del vector con moléculas tales como poli(etilenglicol) (O'Riordan et al. 1999; Ogris
et al. 1999; Romanczuk et al. 1999; Finsinger et al. 2000). Se logran la mejora de la localizacion de la transferencia
génica y una limitacién de la diseminacion sistémica mediante la aplicacion tépica del vector en lugar de la aplicacion
sistémica, en Ultimo término en combinaciéon con una formulacién de liberacidon controlada (Rajasubramanian et al.
1994; Bonadio et al. 1998).

El documento W09112079 describe un procedimiento para aislar macromoléculas usando perlas que pueden
atraerse magnéticamente que no se unen especificamente a las macromoléculas.

El documento por Hughes C et al (2001), Mol. Therap., vol. 3, n.° 4, pag. 623-630, describe que particulas
paramagnéticas de estreptavidina proporcionan una opcion de tres estrategias de captura basada en la afinidad y
concentracion magnética para vectores retroviricos.

Sin embargo, sigue quedando un gran potencial por explotar para potenciar la especificidad de diana y/o para reducir
la inactivacién de vectores in vivo, en particular cuando debe abordarse una amplia variedad de dianas con una
Unica técnica general.

Por tanto, el problema técnico subyacente a la presente invencion es proporcionar un procedimiento mejorado y
medios adecuados para ello para potenciar la administracion de genes a una poblacion celular deseada. En un
aspecto en particular, este problema técnico se refiere a un aumento de la concentracién de un vector génico en un
sitio diana por medios fisicos. En otro aspecto mas, el problema técnico subyacente a la presente invencién se
refiere a la provision de un procedimiento de transfeccion con caracteristicas de respuesta a dosis favorables y
caracteristicas cinéticas de transfeccion favorables para una transfeccion de alto rendimiento rapida.

Sumario de lainvencién
Este problema se ha resuelto mediante la provision de las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.

En consecuencia, la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para transfectar una célula que
comprende la etapa de poner en contacto con una célula un complejo que comprende (i) uno 0 mas vectores que
comprenden una o mas moléculas de acido nucleico y (ii) una o mas particulas magnéticas que estan acopladas con
uno o mas oligo- o policationes u oligo- o polianiones mediante la aplicacién de un campo magnético adecuado en el
que dicha(s) particula(s) magnética(s) y dicho(s) vector(es) se ensamblan en el complejo por agregacion inducida
por sal.

La presente invencién se basa en la observacion de que la eficacia de la transfeccion de una célula se eleva
significativamente cuando los vectores que se van a transfectar se enlazan a un resto sensible a la fuerza magnética
de atraccion y dicho vector se dirige a dicha célula mediante la aplicacion de un campo magnético. El término
"eficacia” se refiere a la tasa de transfeccion dentro de una unidad de tiempo dada. El aumento de la eficacia puede
expresarse en términos de disminucién del tiempo necesario para transferir una cantidad dada de vector a un
numero de células determinado y/o en términos de aumentar la cantidad de vector que se transfiere a un nimero de
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células determinado en una unidad de tiempo dada. De forma ventajosa, en las reacciones de transfeccién que se
llevan a cabo durante hasta 30 minutos, preferentemente durante hasta 20 min y lo mas preferentemente durante
hasta 10 min, la eficacia de la transfeccién aumenta en al menos dos veces, mas preferido al menos 5 veces, aun
mas preferido al menos 10 veces, particularmente preferido al menos 20 veces y lo mas particularmente preferido al
menos 40 veces, cuando se aplica el procedimiento de la invencién. Ademas, también pueden obtenerse aumentos
de al menos dos veces al aplicar el procedimiento en transfecciones durante mas de 30 min. De forma alternativa,
puede expresarse la eficacia de la transfeccion en forma del perfil de dosis-respuesta de un vector dado. El término
"perfil de dosis-respuesta” se refiere al grado de un efecto pretendido que puede lograrse por unidad de dosis de
acido nucleico (o virus o analogo de acido nucleico) aplicada en un procedimiento con el fin de lograr un efecto de
ese tipo. Para experimentos de transferencia génica, el término "perfil de dosis-respuesta” se refiere al nivel de
expresion del gen transfectado que puede lograrse por unidad de dosis de ADN (o ARN o virus) aplicada en el
experimento de transfeccion.

El término "vector" se refiere a entidades que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico que esta(n)
destinada(s) a ejercer una funcién deseada en una célula diana, preferentemente a expresar una informacién
genética deseada. Tales entidades pueden ser vectores viricos 0 no viricos convencionales, asi como bacterias o
bacteriéfagos. La(s) molécula(s) de acido nucleico puede(n) ser ADN o ARN o sus hibridos o cualquiera de sus
modificaciones que se conozca en el estado de la técnica (para ejemplos de modificaciones véanse, p. €j., los
documentos US 5525711, US 4711955, US 5792608 o EP 302175). Tal(es) molécula(s) de acido nucleico es/son
mono- o bicatenaria(s), lineal(es) o circular(es), natural(es) o sintética(s), y sin limitacion de tamafio alguna. Por
ejemplo, la(s) molécula(s) de acido nucleico puede(n) ser ADN gendmico, ADNc, ARNm, ARN antisentido, ribozimas
o un ADN que codifica tales ARN o quimeroplastos (Colestrauss et al. 1996). Preferentemente, dicha(s) molécula(s)
de éacido nucleico esta(n) en forma de un plasmido o de ADN o ARN virico. La(s) molécula(s) de acido nucleico
comprendida(s) en el vector también puede(n) ser oligonucleétido(s), en el/los que se incluye cualquiera de las
modificaciones del estado de la técnica tales como fosfotioatos o &cidos nucleicos peptidicos (ANP).

Preferentemente, las moléculas de acido nucleico comprendidas en los vectores son plasmidos, césmidos, virus o
bacteriéfagos usados convencionalmente en ingenieria genética que contienen una secuencia de nucleétidos, por
ejemplo, que codifica un polipéptido, que se quiere expresar en una célula diana. Preferentemente, dicho vector es
un vector de expresion y/o un vector de transferencia génica o dirigido. Pueden usarse procedimientos que son bien
conocidos por los expertos en la técnica para la construccién de moléculas de &cido nucleico recombinantes;
véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory (1989) N.Y. y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates
y Wiley Interscience, N.Y. (1989).

Ademas de un gen que se quiere expresar en la célula diana, las moléculas de acido nucleico contenidas en los
vectores mencionados anteriormente pueden comprender genes adicionales tales como genes marcadores que
permiten la seleccion del vector en una célula huésped adecuada y bajo condiciones adecuadas. Preferentemente,
la secuencia de nucledtidos que se quiere expresar estd enlazada de forma funcional a secuencias de control de la
expresion que permiten la expresion en células procariotas o eucariotas. La expresion de dicha secuencia de
nucleétidos comprende su transcripcion en un ARNm traducible. Los elementos reguladores que garantizan la
expresion en células eucariotas, preferentemente células de mamiferos, son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Habitualmente comprenden secuencias reguladoras que garantizan el inicio de la transcripcion vy,
opcionalmente, una sefial de poli-A que garantiza la terminacion de la transcripcion y la estabilizacion del transcrito,
y/o un intrén que potencia adicionalmente la expresion de dicha secuencia nucleotidica. Elementos reguladores
adicionales pueden incluir potenciadores transcripcionales asi como traduccionales, y/o regiones promotoras
asociadas de forma natural o heterdlogas. Posibles elementos reguladores que permiten la expresion en células
huésped procariotas comprenden, p. ej., el promotor PL, lac, trp o tac en E. coli, y ejemplos de elementos
reguladores que permiten la expresion en células huésped eucariotas son el promotor AOX1 o GAL1 de levaduras o
el promotor de CMV, SV40, RSV (virus del sarcoma de Rous), el potenciador del CMV, el potenciador del SV40 o un
intron de la globina de células de mamifero y otras células animales. Ademas de los elementos que son
responsables de la iniciacién de la transcripcion, tales elementos reguladores también pueden comprender sefiales
de terminacién de la transcripcion, tales como el sito SV40-poli-A o el sitio tk-poli-A, corriente abajo de la secuencia
de nucleétidos. Ademas, en funcion del sistema de expresion usado, pueden afiadirse a la secuencia de nucleotidos
secuencias lider capaces de dirigir el polipéptido a un compartimento celular o secretarlo al medio y son bien
conocidas en la técnica. La(s) secuencia(s) lider se ensamblan en fase apropiada con secuencias de iniciacion y
terminacion de la traduccion y, preferentemente, una secuencia lider capaz de dirigir la secrecion de proteinas
traducidas, o una de sus porciones, al espacio periplasmico o al medio extracelular. Opcionalmente, la secuencia
heterdloga puede codificar una proteina de fusidon que incluye un péptido de identificacion C- o N-terminal que
confiere caracteristicas deseadas, p. ej., estabilizaciéon o purificacién simplificada del producto recombinante
expresado. En este contexto, se conocen en la técnica sistemas de expresion adecuados tales como el vector de
expresion de ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), el pCDM8, el pRc/CMV, el pcDNA1, el pcDNA3, el
sistema de clonacion Echo™ (Invitrogen), el pSPORTI (GIBCO BRL) o el pRevTet-On/pRevTet-Off o el pCl
(Promega).

Preferentemente, las secuencias de control de la expresion seran sistemas promotores eucariotas en vectores
capaces de transformar o transfectar células huésped eucariotas, pero también pueden usarse secuencias de control
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para huéspedes procariotas.

Como se menciona anteriormente, el vector usado en el procedimiento de la presente invencion también puede ser
un vector de transferencia génica o dirigido. El tratamiento génico, que se basa en la introduccion de genes
terapéuticos en células mediante técnicas ex vivo o in vivo es una de las aplicaciones mas importantes de la
transferencia génica. En la literatura de describen vectores y procedimientos adecuados para tratamiento génico in
vitro o in vivo y son conocidos por el experto en la técnica; véanse, p. €j., Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 534-
539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813; Isner, Lancet 348 (1996), 370-
374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; el documento WO
94/29469; el documento WO 97/00957 o Schaper, Current Opinion in Biotechnology 7 (1996), 635-640, y las
referencias citadas en ellos.

Por ejemplo, el vector (til en el procedimiento de la invencidon puede consistir en nada mas que una o mas de las
moléculas de acido nucleico descritas anteriormente, es decir, en el complejo usado para transfectar una célula, la(s)
particula(s) magnéticas(s) esta(n) enlazadas s6lo a una o mas moléculas de acido nucleico tales como, por ejemplo,
ADN desnudo u oligonucleétidos. EI ADN desnudo puede ser un agente de transfeccion util en determinadas
aplicaciones in vivo como describié por primera vez Wolff (1990).

Preferentemente, el vector comprende ademas de la(s) molécula(s) de acido nucleico compuestos adecuados para
facilitar la transfeccién de células y/o potenciar su eficacia. En particular, estos vectores se refieren vehiculos no
viricos, sintéticos o semisintéticos para transferencia génica. La mayoria de estos vectores no viricos imitan
caracteristicas importantes de la entrada celular virica para superar las barreras celulares frente a la infiltracion de
material genético exdgeno. Entre estas barreras se encuentran la membrana plasmatica, las membranas de las
vesiculas internas tales como endosomas y lisosomas y las membranas nucleares. Entre las funciones viricas
imitadas en vectores no viricos estan la capacidad de dirigirse a receptores, de unirse a ADN y de compactarse, de
liberacion intracelular desde vesiculas internas y de dirigirse al nicleo. Estas funciones individuales estan
representadas en madulos sintéticos o semisintéticos que habitualmente se ensamblan mediante interacciones
electrostaticas y/o hidréfobas para formar una particula de vector. En lo sucesivo, se hace referencia a los vectores
génicos no viricos de acuerdo con la nomenclatura propuesta por Feigner et al. (1997). En consecuencia, los
vectores pueden contener, enlazados con la(s) molécula(s) de acido nucleico, uno o mas grupos funcionales
capaces de promover la transferencia génica.

En una posibilidad y como una realizacién preferida de la invencion, el vector puede comprender como un grupo
funcional de este tipo uno 0 mas componentes oligo- o policatidnicos para formar un poliplexo. Tales compuestos
catiénicos pueden ser, por ejemplo, pero no exclusivamente, poli(lisina), poli(etilenimina) (PEI), dendrimeros de
poli(amidoamina), quitosano, protamina, espermina y espermidina y sus derivados, péptidos catidnicos de union a
ADN o proteinas catidnicas tales como histonas. Otra posibilidad se refiere a un conjunto de la(s) molécula(s) de
acido nucleico con uno o mas componentes lipidicos, preferentemente lipidicos catidnicos, para formar un lipoplexo.
Los ejemplos de lipidos adecuados incluyen DOTAP, DMRIE, DOGS, DLRIE, DC-CHOL, GL-67, DOSPA por
nombrar algunos, o sus formulaciones comercialmente disponibles tales como Lipofectamine, Transfectam,
GenePorter o Fugene, por nombrar algunas (para revisiones, véanse (Lee y Huang 1997; Zabner 1997)). El vector
también puede comprender componentes tanto oligo- o policatidnicos como lipidicos, que después forman un lipo-
poliplexo o un poli-lipoplexo.

Ademas, el vector puede ensamblarse con una o més proteinas, preferentemente proteinas catiénicas, para formar,
p. €j., complejos de proteina-ADN, por lo que la(s) proteina(s) puede(n) ser recombinante(s) o de origen natural. Los
ejemplos incluyen HMG-1, histonas, protaminas y dominios de unién a gal-4. Los ejemplos de los vectores génicos
no viricos identificados anteriormente incluyen complejos de lipido catiénico-ADN (Feigner y Ringold 1989),
complejos de polication-ADN tales como poli(lisina)-ADN (Wu y Wu 1987), poli(etilenimina)-ADN (Boussif et al.
1995), dendrimero de poli(amidoamina)-ADN (Haensler y Szoka 1993), complejos de péptido catiénico-ADN (Planck
et al. 1999), complejos de proteina catidnica-ADN (histonas, proteinas HMG) (Zenke et al. 1990).

Una posibilidad adicional de un vector no virico es un liposoma, en el que se incluye(n) la(s) molécula(s) de &cido
nucleico en el lumen acuoso como se describe en Nicolau (1989). Opcionalmente, puede(n) compactarse la(s)
molécula(s) de acido nucleico asociada(s) con membranas lipidicas por uno o mas componentes (poli)cationicos;
véanse, por ejemplo, Gao (1996) o Li (1998), o por cationes divalentes. Opcionalmente, la membrana lipidica puede
contener o estar enlazada a componentes no lipidicos tales como proteinas, hidratos de carbono o
glucosaminoglucanos. Estos componentes pueden ser sintéticos o puede tomarse de fuentes naturales tales como
membranas celulares o viricas, tales como por ejemplo en liposomas HVJ (Kaneda, 1998).

El vector comprendido en un complejo junto con particulas magnéticas de acuerdo con el procedimiento de la
presente invencion también puede ser un vector virico. Los ejemplos de tales vectores viricos incluyen, entre otros,
adenovirus recombinantes, virus adenoasociados, retrovirus, virus herpes simplex, virus de hepatitis y lentivirus. La
informacién genética necesaria para el ciclo de duplicacién natural de un virus de este tipo puede eliminarse del
genoma virico y reemplazarse con el/los gen(es) de interés que, por ejemplo, ejerce(n) algun efecto terapéutico en el
caso de aplicaciones de tratamiento génico. Sin embargo, el uso de virus capaces de duplicarse también se
encuentra dentro del alcance de la presente invencion.
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De forma alternativa, también pueden usarse virus o partes de ellos en asociacién con cualquiera de los vectores no
viricos descritos anteriormente, incluidos vectores que consisten s6lo en moléculas de acido nucleico tales como
ADN desnudo. Para producir tales vectores que son una combinacién de uno o mas virus o parte(s) de ellos y un
vector no virico de otro modo, pueden usarse virus naturales o recombinantes, vivos o inactivados.

De acuerdo con la presente invencion, el vector puede incluir adicionalmente moléculas efectoras que potencian la
administracion de genes y/o que facilitan la direccion intracelular de vectores génicos. Tales moléculas incluyen,
entre otras, moléculas desestabilizadoras de la membrana o permeabilizadoras de la membrana tales como péptidos
sintéticos, ligandos de receptores naturales o sintéticos, incluidos anticuerpos, o péptidos sefial tales como péptidos
sefial de localizacién nuclear. Ejemplos adicionales de tales moléculas vienen dados por un virus inactivado (Curiel
et al. 1991), una capsida virica o una proteina o péptido virico (Fender et al. 1997; Zhang et al. 1999) o un péptido
sintético que altera la membrana (Wagner et al. 1992; Plank et al. 1994).

A cualquiera de los vectores descritos anteriormente, se le pueden afiadir sales de cationes divalentes, en particular
en solucién, p. ej., cationes divalentes tales como cloruro de calcio o fosfato de calcio (precipitacion con fosfato de
calcio). Mas recientemente, se ha descubierto que los protocolos de precipitacién con fosfato de calcio también son
Utiles para potenciar la transferencia génica mediada por vectores tanto viricos como no viricos (Fasbender et al.
1998).

Ademas, a cualquiera de los vectores descritos anteriormente se le pueden afiadir o se le pueden enlazar
covalentemente polimeros o copolimeros para la estabilizacion estérica y/o la minimizacion de la opsonizacion o la
activacion del complemento durante la fase de administracion in vivo.

También pueden formularse los vectores usados en el presente documento para lograr un efecto de liberacion
sostenida o liberacion controlada. Para este propdsito, pueden incorporarse o encapsularse los vectores en
formulaciones de micro- o nanoparticulas tales como en copolimeros como poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA)
(Shea et al. 1999) (Cohen et al. 2000) o composiciones similares o en particulas, tales como nanoparticulas,
preparadas a partir de quitosano (Roy et al. 1999) o gelatina (Leong et al. 1998; TruongLe et al. 1998;
Kalyanasundaram et al. 1999; Truong-Le et al. 1999), o alginatos (Quong y Neufeld 1999; Rowley et al. 1999) o
biomateriales del estado de la técnica tales como los presentados en el 5" New Jersey Symposium on Biomateriales
Science (Somerset, NJ, EE. UU.; 9-10 de nov. de 2000), o nanoesferas de difusion (Hirosue et al. 2001) o en
polimeros sol-gel (Gill y Ballesteros 2000) o en fases lamelares lipidicas y no lipidicas (Bailey y Sullivan 2000;
Freund et al. 2000; Ponimaskin et al. 2000), o en hidrogeles (Petka et al. 1998). Ademas, los vectores descritos
anteriormente pueden inmovilizarse sobre/en o asociarse con materiales transportadores tales como colageno
(Bonadio et al. 1998), gelatina (Truong-Le et al. 1999) o adhesivo de fibrina, hidroxiapatitas naturales o sintéticas u
otros biomateriales sintéticos. Tales particulas de liberacion sostenida o liberacién controlada pueden prepararse
incorporando ya el/los vector(es) y/o la(s) particula(s) magnética(s) al preparar la matriz polimérica.

También se encuentran dentro del alcance de la invencion vectores que pueden ser bacterias (GrillotCourvalin et al.
1998) o fagos (Poul y Marks 1999), que recientemente se ha descrito que transfieren satisfactoriamente acidos
nucleicos a células.

El término "particula magnética" se refiere a fases sdlidas que responden magnéticamente que son particulas o sus
agregados de tamafio en un intervalo de micro a nandmetros (preferentemente no mayores de 100 um) que
contienen uno 0 mas metales o sus 6xidos o hidréxidos, que reaccionan a fuerzas magnéticas después de la
influencia de un campo magnético, dando como resultado, preferentemente, una atraccion hacia el origen del campo
magnético o a la aceleracion de la particula en una direccién preferida del espacio. El término "magnético”, como se
usa en el presente documento se refiere a materiales magnéticos temporalmente, tales como materiales
ferrimagnéticos o ferromagnéticos. El término, sin embargo, también engloba materiales paramagnéticos y
superparamagnéticos. Algunas propiedades fisicas de materiales de este tipo se han revisado en (Fahlvik et al.
1993).

Las particulas magnéticas son sintéticas, es decir, no pueden obtenerse a partir de una fuente bioldgica, lo que
significa a partir de un organismo vivo. Las propiedades de las particulas magnéticas que han de usarse en el
procedimiento de la presente invencidon deben ser tales que puedan asociarse con cualquiera de los vectores como
se describe en el presente documento. Debido a que la asociacion con vectores génicos puede lograrse mediante
una variedad de tipos de interaccion o formulacidon galénica, no se imponen requisitos muy especificos en la
composicion, la forma y el tamafio de las particulas. Con respecto a la aplicacién en administracion de genes in vivo,
preferentemente, las particulas y sus productos de degradacion no inducen toxicidad sistémica. Las particulas de
oxido de hierro estan clinicamente aprobadas como agente de contraste en formacion de imagenes de resonancia
magnética nuclear. La farmacocinética y el perfil de toxicidad de las particulas de 6xido de hierro se han descrito por
(Weissieder et al. 1989). Ademas, dado que tales aplicaciones suelen requerir movilidad bajo condiciones espaciales
altamente restringidas, el tamafio de particula no deberia ser mayor que un limite superior razonable.

En consecuencia, en una realizacion preferida del procedimiento, dichas particulas magnéticas tienen un tamafio (es
decir, extension maxima) de hasta 2000 nm, mas preferido de hasta 1500 nm, incluso més preferido de hasta 1000
nm, particularmente mas preferido de hasta 800 nm y lo més preferido de hasta 600 nm.
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Las particulas que pueden asociarse con vectores génicos y que son Utiles en la administracion de genes se fabrican
de uno o mas materiales, incluidos compuestos ferro, ferri- 0 superparamagnéticos, tales como hierro, cobalto o
niguel, 6xidos de hierro magnéticos o hidroxidos tales como FesO04, gamma-Fe;0s u dxidos/hidroxidos dobles de
hierro di- o trivalente con iones de otro metal di- o trivalente 0 mezclas de los 6xidos o hidroxidos mencionados.

De acuerdo con el estado de la técnica (U. Schwertmann y R.M. Cornell, Iron Oxides in the Laboratory, VCH
Weinheim 1991), las particulas de o6xido/hidroxido de hierro coloidales magnéticas se preparan por precipitacion a
partir de una solucién acida de sales de hierro(ll)/hierro(lll) tras la adiciéon de bases.

Las particulas magnéticas usadas en los ejemplos descritos mas adelante se compraron de Chemicell, Berlin,
Alemania. La preparacion de tales particulas se divulga en el documento DE 196 24 426: Las particulas de
Oxido/hidroxido de hierro se derivan tras la adicion de cantidades equivalentes de carbonatos alcalinos
(hidrogenocarbonato de sodio, carbonato de sodio y/o carbonato de amonio) a una solucion &cida de sales de
hierro(ll)/hierro (Ill) seguido de oxidacién térmica a hidréxido de hierro y posteriormente a 6xido de hierro. El tamafio
de particula final puede ajustarse mediante control térmico de la velocidad de reaccion y eligiendo concentraciones
apropiadas de los reactivos. Asi, se obtienen particulas de diametro pequefio de 20 - 100 nm mediante la formacion
oportunamente separada de carbonato de hierro (l1,1ll) a temperaturas de 1 - 50 °C, preferentemente de 5 - 10 °C y
calefaccion posterior. Se obtienen particulas mas grandes de 100 - 1000 nm a temperaturas de reacciéon de 60 -
100 °C, lo que implica una transformacién mas rapida del carbonato de hierro (I1,111) en hidréxido de hierro (l1,111).

También pueden prepararse particulas magnéticas nanocristalinas a partir de 6xidos dobles o hidréxidos de hierro
di- o trivalente con iones de metales di- o trivalentes distintos del hierro o mezclas de los 6xidos o hidroxidos
correspondientes de acuerdo con los procedimientos mencionados anteriormente usando una solucion salina de los
metales di- o trivalentes. Preferentemente, los 6xidos dobles o hidroxidos magnéticos de hierro trivalente se
preparan con iones de metales divalentes seleccionados de la primera fila de metales de transicion (tales como
Co(ll), Mn(ll), Cu(ll) o Ni(ll)), mientras que los 6xidos dobles o hidroxidos magnéticos de hierro divalente se
preparan, preferentemente, con iones de metales trivalentes tales como Cr(lll), Gd(IIl), Dy(l11) o Sm(lll).

Las particulas magnéticas producidas de este modo pueden recubrirse con electrolitos cargados positivamente o
negativamente, tales como fosfatos, citratos o aminas, con silanos (véanse los documentos US 4.554.088 y
4.554.089), acidos grasos (véase el documento US 4.208.294) o polimeros, tales como polisacaridos (en el
documento US 4.101.435), poliamino&cidos, proteinas o polimeros sintéticos (véase el documento DE 196 24 426).
Estos compuestos de recubrimiento pueden tener grupos funcionales reactivos o derivatizables o pueden
introducirse por modificacion quimica después del procedimiento de recubrimiento. En este contexto, también se usa
el término "acoplamiento” como sindnimo de "recubrimiento” con el fin de describir la presente invencién.

Los grupos funcionales pueden tener propiedades de intercambio catidnico, tales como las que se encuentran los
grupos xantato, xanturo, dicarboxilo, carboximetilo, sulfonato, sulfato, triacetato, fosfonato, fosfato, citrato, tartrato,
carboxilato o lactato de polimeros naturales o sintéticos. De forma alternativa, pueden introducirse estos grupos
funcionales en polimeros naturales y sintéticos antes de recubrir o después de recubrir particulas magnéticas.
Ejemplos de polimeros naturales son polisacéaridos, tales como almiddn, dextrano, glucosaminoglucanos, agar, goma
gatti o goma guar o sus andlogos. Los derivados adecuados de polimeros sintéticos pueden ser a base de
poli(alcohol vinilico) o poli (vinilpirrolidona) o poli(etilenglicol), poli(acido lactico), poli(acido lactico-co-glicélico) o
poli(caprolactona). Proteinas como la caseina, el colageno, la gelatina, la albumina o sus derivados anélogos
también son compuesto de recubrimiento Utiles. Otros ejemplos de polimeros adecuados con caracteristicas de
intercambio iénico son &cidos poliacrilicos, poli(acido estirenosulfénico), poli(acido vinilfosférico) o acido arabinico
polimérico, alginato, pectina o acido poliaspartico o poliglutamico.

Los polimeros de intercambio aniénico portan en posicion terminal o interna grupos de amina primaria o secundaria,
imino o de amonio terciario o cuaternario, tales como grupos amino, alquilamina, dietilaminoetilo, trietilaminoetilo o
trimetilbencilamonio. De nuevo, estos polimeros pueden ser de origen natural o sintético y los grupos funcionales
catiénicos pueden ser inherentes o pueden injertarse mediante procedimientos sintéticos antes o después del
recubrimiento de las particulas magnéticas. Los ejemplos incluyen polisacaridos, proteinas o polimeros sintéticos y
sus derivados, tales como quitosano, poli(lisina), poli(etilenimina), poli(amina), poli(dialildimetilamonio) o
poli(vinilpiridina).

Los grupos funcionales para acoplamiento covalente pueden ser inherentes a tales polimeros o se pueden introducir
mediante procedimientos sintéticos bien conocidos para un experto en la técnica de la quimica sintética. Son
ejemplos los grupos aldehido, diazo, carbodiimida, diclortriazina, halogenuro de alquilo, carbonato de imino,
carboxilo, amino, hidroxilo o tiol.

Las particulas magnéticas para su uso en el procedimiento de la invencién se acoplan con uno o mas oligo- o
policationes u oligo- o polianiones.

En una realizacion preferida, dicho oligo- o policatién u oligo- o polianion es un compuesto seleccionado del grupo
gue consiste en poli(etilenimina) (PEI), PEl-estreptavidina, PEIl-biotina, almidén-fosfato, acido poliaspartico, acido
poliacrilico, acido poliacrilico-co-maleico y acido arabinico. La PEI, asi como otros compuestos mencionados por su
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utilidad para recubrir las particulas magnéticas se pueden modificar. Los ejemplos incluyen PEI-etoxilada (siendo
etoxilada una monocapa de PEI que recubre la particula magnética), PEl-epiclorhidrina (PEI modificada con
epiclorhidrina) o PEI-dodecil sulfato (PEI modificada mediante un acoplamiento covalente de dodecilsulfato de sodio
(SDS) por activacion de carbodiimida (N-etil-N'-(dimetilaminopropil)-carbodiimida).

El término "complejo” usado en el contexto del procedimiento de la presente invencién se refiere a una entidad finita
gue comprende uno 0 mas vectores y una o mas particulas magnéticas como se define anteriormente en el presente
documento, que son adecuadas para su puesta en contacto con células con el fin de transfectarlas. La proporcién de
vector y particulas magnéticas en un complejo puede variar y depende principalmente de las cantidades de vector y
particulas magnéticas mezcladas al preparar el complejo.

El término "transfeccién" se refiere a un procedimiento de introduccién de una o mas moléculas de acido nucleico en
una célula. De este modo, "transfeccién” engloba todo tipo de técnicas para la introduccién de moléculas de acido
nucleico en células conocidas en la técnica anterior, incluidas también, por ejemplo, transduccién, transformacion y
similares. Preferentemente, dichas una o mas moléculas de acido nucleico son exdgenas a la célula. El término
"exdgeno" puede referirse a moléculas de acido nucleico que no forman parte del genoma de la célula ni de ninguna
otra molécula de acido nucleico que esté presente en la célula antes de dicha transfeccién, tales como ADN
extracromosémico, plasmidos, césmidos o cromosomas artificiales. Asimismo, el término "exégeno” puede referirse
a moléculas de acido nucleico que son al menos parcialmente homélogas con respecto a la célula diana, aunque
aparecen en el vector en un entorno molecular diferente de los naturales de la célula. Tales moléculas de &cido
nucleico homélogas incluyen, p. €j., construcciones de sobreexpresion o antisentido. El término "magnetofeccion”
como se usa en relacién con la presente invencion se refiere a la transfeccion usando complejos de particula(s)
magnéticas(s) y vector(es) como se describe en el presente documento, preferentemente, implicando la aplicacion
de un campo magnético.

El término "célula" se refiere a cualquier célula procariota o eucariota, preferentemente a células de mamifero, lo
mas preferentemente a células humanas. Si las células se originan a partir de organismos pluricelulares, pueden
transfectarse dichas células en su tejido original o la transfeccion tiene lugar in vitro, es decir, las células estan fuera
del organismo, preferentemente fuera del tejido y lo mas preferentemente en cultivo celular, tal como células
primarias recién aisladas o lineas celulares inmortalizadas o tumorales. En principio, no existen limitaciones en
cuanto al tamafio, la forma y la composicion de dicho complejo, aparte de las caracteristicas de que comprendan
vector(es) y particula(s) magnética(s) y de que sean adecuados para su puesta en contacto con las células. La
expresion "poner en contacto con las células" significa que se pone un complejo tan préximo a una célula que puede
tener lugar la transfeccién, es decir, que es posible el paso a través de la membrana plasmatica. Esta expresion
también significa aumentar localmente la presencia de dichos complejos dentro del alcance de las células que se
van a transfectar, que de otro modo, en ausencia de un campo magnético adecuado, difundirian y, por lo tanto,
tendrian una concentracion notablemente méas baja dentro del alcance de las células diana. El término "alcance" se
refiere al espacio que rodea a las células, desde donde las células son accesibles para los vectores para la
transfeccion.

De acuerdo con el procedimiento de la invencién, pueden entrar en la célula el complejo entero o sélo una parte de
él, que contiene al menos la(s) molécula(s) de acido nucleico o el vector pero que estd desprovista de la(s)
particula(s) magnética(s). Por tanto, la incorporacion celular de la(s) particula(s) magnética(s) puede estar o no
incluida en dicho procedimiento. En el dltimo caso, el enlace entre particula(s) magnética(s) y vector(es) se puede
disefar reversible.

La(s) particula(s) magnética(s) y el/los vector(es) se ensamblan en dicho complejo por agregacion inducida por sal.

La preparacion de los complejos que comprenden una o mas particulas magnéticas y uno o mas de los vectores
descritos anteriormente puede lograrse mediante procedimientos de agregaciéon inducida por sal adecuados
comunes para el experto en la técnica y disponibles a partir de la literatura. Preferentemente, con respecto a la
preparacién de algunos de los complejos posibles, puede usarse cualquiera de los siguientes procedimientos de
mezcla.

Por ejemplo, puede prepararse un complejo en el que el vector es ADN desnudo mediante la adicion de dicho ADN
desnudo a particulas magnéticas cationicas.

Puede prepararse un complejo que comprende un vector de poli- o lipoplexo mediante la adicion, en primer lugar, de
ADN desnudo a particulas magnéticas catiénicas o aniénicas, seguida de la adicién de los policationes o polianiones
o lipidos catiénicos o anionicos adecuados. De forma alternativa, pueden obtenerse tales complejos mediante la
preparacion, en primer lugar, de un poli- o lipoplexo, es decir, mediante la adicion de ADN desnudo a policationes o
lipidos catidnicos, seguida de la adicion de particulas magnéticas cationicas o anidnicas. Otro procedimiento para
obtener complejos que comprenden un lipoplexo es a través de la preparacion intermedia de liposomas. En
consecuencia, se incorporan particulas magnéticas catiénicas o anionicas en liposomas cationicos, aniénicos o
neutros, lo cual va seguido por la adicion de ADN desnudo o cualquier tipo de vector descrito en el presente
documento.
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Para el ensamblaje del vector, se aprovecha el procedimiento de agregacion inducida por sal, un fenémeno bien
conocido en la ciencia de coloides (Hiemenz 1986): Los sistemas coloidales con superficies cargadas tienen a
agregarse (flocular) debido a la sobrecompensacion de fuerzas de repulsion (electrostaticas) por fuerzas de
atraccion tras el aumento de la fuerza ionica. Para los vectores génicos descritos en el presente documento, esto no
requiere nada mas que mezclar los componentes en un disolvente que contenga sal o mezclarlos en disolventes sin
sal, seguido de la adicion de sal.

Preferentemente, puede aplicarse a un complejo de este tipo un componente o efector adicional, tal como mediante
la incorporacién de un adenovirus del que se ha eliminado E1A, biotinilado, quimicamente inactivado o un péptido
desestabilizador de la membrana (divulgado en el documento US 5.981.273). De forma similar, pueden conectarse
las particulas magnéticas con los vectores usando interacciones antigeno-anticuerpo. El procedimiento de la
presente invencién comprende la aplicacion de un campo magnético adecuado. La expresién "campo magnético
adecuado" se refiere a campos magnéticos que, en cuanto a la forma del campo y su fuerza, son adecuados para
atraer los complejos descritos anteriormente en contra de otras fuerzas que actdan sobre los complejos, tales como
fuerzas de difusion o hidrodindmicas. Si, por ejemplo, se van a transfectar células en cultivo que estan diseminadas
por todo el fondo de una placa de cultivo, un campo magnético adecuado seria un campo que conduzca a los
complejos hacia el fondo. Si, en ese caso, se aplica un campo heterogéneo, que, por ejemplo, sélo afecta a una
parte de las células, sélo se transfectaran aquellas células de la placa por las que pase a través un campo de
intensidad lo suficientemente alta. Los campos magnéticos adecuados, preferentemente cuando se aplican in vivo,
tienen una intensidad de mas de 0,5 Tesla, preferentemente de mas de 1 Tesla. Para aplicar el procedimiento
descrito en el presente documento in vivo a una determinada regién del organismo, se dirige un campo magnético
heterogéneo a dicha region, de forma que los complejos puedan aumentar su presencia alli. Para acelerar particulas
superparamagnéticas, como se menciona en el presente documento, en una direccion deseada del espacio, se
aplican campos magnéticos en gradiente (Zborowski et al. 1995). La teoria fisica de la actuacion de la fuerza
magnética sobre particulas superparamagnéticas y similares de fluidos puede encontrarse en libros de texto tales
como L.D. Landau et al. (The Field Theory. vol 2, Moscu, Nauka (1973), 128-136) o en publicaciones tales como
Zborowski et al. 1995.

Una realizacion preferida se refiere al procedimiento de la presente invencion, en el que dicho campo magnético es
un campo magnético permanente o un campo electromagnético.

El término "campo permanente" se refiere a campos magnéticos generados por un iman permanente. Los ejemplos
de imanes permanentes adecuados incluyen imanes de alta energia, permanentes, p. ej., fabricados de materiales
que contienen neodimio, o imanes como los que se usan en los ejemplos adjuntos. Con el fin de adaptar la
geometria de la region diana, pueden construirse tales imanes permanentes como matrices, como yugo y trayectoria
de retorno magnético o en configuraciones de apertura o sandwich. Puede controlarse la intensidad con un
instrumento de medida adecuado tal como una sonda Hall.

El término "campo electromagnético” se refiere en el contexto de la presente invencion a campos magnéticos
generados por corriente eléctrica. Los ejemplos aplicables incluyen tomdgrafos de resonancia magnética nuclear.
Los dispositivos de este tipo puede ser al mismo tiempo Utiles para generar el campo y para diagnosticar, supervisar
y documentar la distribucion y el aumento local de la presencia de los complejos aplicados.

Una realizacion preferida adicional se refiere al procedimiento de la invencién, en el que dicho campo
electromagnético oscila.

El término "oscila" se refiere a campos magnéticos que cambian de direccion periédicamente. Tal oscilacion puede
inducir energia cinética en los complejos que puede ser Util en casos donde los vectores deberian liberarse del
complejo y el movimiento promueve su difusion. Por ejemplo, puede usarse oscilacion de alta frecuencia en el
intervalo de kHz a GHz para inducir una hipertermia local con el fin de apoyar, p. €j., un tratamiento génico
antitumoral. Se han usado clinicamente campos electromagnéticos pulsatiles débiles de baja frecuencia (1 - 250 Hz;
4 - 10 mT) para la curacion de huesos (Gossling et al. 1992; Rubin et al. 1993). Los efectos fisioldgicos a escala
molecular, asi como macroscoépica, estan bien documentados (Trock 2000). Se ha demostrado una influencia sobre
los niveles de calcio intracelular en cultivo celular (Carson et al. 1990). Dado que el tratamiento con campo
electromagnético pulsatil (CEMP) también mejora el suministro de sangre, por ejemplo, en tejido hipoxémico, puede
usarse de forma ventajosa con la aplicacién de dicho complejos.

El procedimiento de la presente invencién como se describe anteriormente en detalle constituye una importante
mejora con respecto a los procedimientos de transfecciéon de la técnica anterior en cuanto a aplicaciones tanto in
vitro como in vivo. En los experimentos que se documentan en los ejemplos adjuntos, se descubrié
sorprendentemente que, bajo la influencia de un campo magnético, los vectores que estan en un complejo con
particulas magnéticas se transfieren a células con una eficacia significativamente potenciada. La fuerza de atraccién
de un campo magnético promueve al menos el enriquecimiento de la concentracion de vectores en la regiéon que
rodea a las células diana, lo que por si solo pueden contribuir a la potenciacién de la eficacia de la transfeccion. Sin
embargo, el ejemplo 20 proporciona pruebas de que el campo magnético puede promover la transfeccion mas alla
de concentrar un vector en la region que rodea a las células diana, p. €j., introduciendo a la fuerza un vector en la
célula diana.
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Se mostrdé potenciaciéon para cada tipo de vector probado hasta ahora. Los ejemplos 2 y 24-27 describen la
aplicacion con éxito del procedimiento de la invencién usando lipoplexos o liposomas. El ejemplo 4, muestra lo
mismo para poliplexos, donde los poliplexos estaban equipados adicionalmente con un copolimero protector. Los
ejemplos 5 y 6 describen experimentos con complejos a base de poliplexos que estan asociados ademas con
adenovirus inactivados.

Por ejemplo, la transfeccién con lipoplexos o liposomas como se muestra en el ejemplo 2, dio como resultado al
menos un aumento de dos veces de la transfeccién mediante la aplicacion de un campo magnético en comparacion
con la configuracion experimental sin campo magnético correspondiente. En estos experimentos, se demostré que el
mayor aumento fue de 43 veces y se obtuvo para la diluciéon mas alta de liposomas que contienen ADN y particulas
magnéticas. El hecho de que en el ejemplo 2 las diluciones mas altas siempre produjeran el mayor aumento relativo
puede interpretarse como prueba de que el efecto positivo del campo magnético se basa esencialmente en un
enriquecimiento local de los vectores cerca de las células diana.

Los datos presentados en el presente documento obtenidos en experimentos de transfeccién in vitro pueden
transferirse directamente a condiciones in vivo. Los experimentos con animales descritos en el ejemplo 17
demostraron con éxito que la magnetofeccién mejora la expresion génica dirigida en un sitio deseado del organismo,
es decir, tejido u érgano. Como se esperaba, un enriquecimiento local de vectores de administraciéon génica en la
region deseada del organismo dara lugar a un aumento de la eficacia de la transfeccién en el tejido u érgano
correspondiente. Ademas, es posible que la magnetofeccién no sélo potencie la transferencia de genes a células,
sino que también facilite la transferencia de genes que no se produciria en ausencia de un campo magnético. Se
contempla ademas que el uso del complejo de la invencion in vivo, como por ejemplo en tratamiento génico, que
permite la localizacién especifica de vectores principalmente en cualquier region del organismo deseada, supere
muchas de las limitaciones relacionadas con los procedimientos convencionales de tratamiento génico, analizadas
anteriormente. Un obstaculo principal era la disponibilidad limitada de especificidad de diana para los vectores de
tratamiento génico, p. €]., debido a la ausencia de marcadores moleculares adecuados para dirigirse a una regién del
organismo deseada. Con las provisiones de la presente invencién, se supera este obstaculo, ya que, debido a la
neutralidad de los tejidos biolégicos en cuanto a los campos magnéticos, en principio, cualquier regién del organismo
deseada puede ser el diana de la localizacion especifica de vectores y de la transfeccion en ella. Como
consecuencia, el complejo de la invencién es muy adecuado para reducir otra limitacion que es el resultado de la
inactivacion rapida de vectores bajo condiciones in vivo. El enriquecimiento localizado especificamente en los sitios
deseados reduce el periodo de tiempo promedio que, por ejemplo, debe permanecer un vector dirigido
molecularmente en el aparato circulatorio sanguineo hasta que alcanza su diana. Por consiguiente, se reduce el
tiempo durante el cual un vector de este tipo es accesible a los mecanismos de inactivacion. Este tiempo se reduce
adicionalmente por medio de la potenciacion de la eficacia de transfeccion, lo que se expresa, sobre todo, mediante
una transferencia mas rapida a la célula.

La presente invencion puede considerarse en el marco de la evolucion de los avances en la administracion de
farmacos clasica, donde un régimen de localizacion de farmacos recientemente redescubierto es su inmovilizacion
sobre una particula magnética y la concentracion en un lugar en particular del organismo del "paciente" mediante un
campo magnético (Lubbe et al. 1996; Liibbe et al. 1996; Babincova et al. 2000). A partir de la técnica anterior se
conocen algunos enfoques donde se usaban particulas magnéticas en relacion con procedimientos de transfeccion.
Entre los investigadores se conocen bien las perlas "Dynabeads” (Dynal, Hamburgo, Alemania), que se usan
comunmente para la separacion de biomoléculas y células basandose en interacciones de tipo receptor-ligando bajo
la influencia de un campo magnético. Mas recientemente, se han aprovechado tales particulas en la administracion
de genes, aparentemente creando orificios en membranas celulares mediante fuerzas mecénicas, facilitando asi la
transfeccion (Bildirici et al. 2000). En un enfoque adicional, se ha adsorbido ADN desnudo a particulas magnéticas
mediante interaccidon electrostatica y particulas magnéticas y, en consecuencia, se ha introducido por
electroporacion en células CIK con el diana de una separacion subsiguiente de las células transfectadas y no
transfectadas mediante un campo magnético (Bergemann et al. 1999). Esta comercialmente disponible un kit para la
separacion de células transfectadas y no transfectadas con la ayuda de particulas magnéticas de Miltenyi, Alemania
(http://www.miltenvibiotec.com). El principio técnico es coexpresar un antigeno de superficie celular junto con el gen
de interés y después usar particulas magnéticas recubiertas con un anticuerpo especifico que reconoce este
antigeno para unir tales células y separarlas de las no transfectadas (Padmanabhan et al. 1993). En una reciente
reunion de expertos, se informé de la incorporacion de organulos bacterianos magnéticos, los llamados
magnetosomas, en complejos de lipido catiénico-ADN y la administracion génica con éxito (Reszka et al. 2000).
Asimismo, se han asociado microesferas magnéticas con virus adenoasociados (VAA), proporcionando
caracteristicas de transferencia génica favorables (Mah et al., resumen del pdster en: Mol. Therapy 1(5) (2000), p.
S239).

Sin embargo, en ninguno de los enfoques mencionados se aplic6 un campo magnético durante la transfecciéon. Por
tanto, no pudieron percibirse las sorprendentes ventajas con respecto a la potenciacion de la eficacia de la
transfeccién y, opcionalmente, de la localizacién especifica en aplicaciones in vitro e in vivo, de las que se informa
en relacién con la presente invencion. Ademas, en cuanto al enfoque de magnetosomas, puede preverse que la
aplicabilidad comercial y rutinaria de este avance se vera afectada por la dificil disponibilidad de los magnetosomas,
mientras que las particulas magnéticas usadas en el procedimiento de la invencidn estan disponibles de forma en
principio ilimitada a costes de produccion bajos.
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El procedimiento de la invencion se aplica in vitro.

La definicion del término "in vitro" ya se ha dado anteriormente. La realizacion preferida incluye también aplicaciones
"ex vivo" en el sentido de que las células transfectadas (transducidas) de acuerdo con el procedimiento de la
invencion con una molécula de acido nucleico recombinante se (re)implantan después en dicho sujeto.

Otra realizacion preferida de la invencion se refiere al procedimiento descrito anteriormente, que se aplica in vitro
para transfeccion y transduccion de alto rendimiento. Por tanto, la presente invencién se refiere ademas al uso de las
particulas magnéticas y/o complejos mencionados anteriormente para la transfeccion de células en un ensayo de
alto rendimiento. En particular, dicha transfeccion implica la aplicacion de un campo magnético. La realizacion
preferida incluye la automatizacion del procedimiento para propdsitos tales como, entre otros, el rastreo de genes de
alto rendimiento. El término rastreo de genes "de alto rendimiento” se refiere a procedimientos donde se llevan a
cabo varias transfecciones, preferentemente en paralelo y preferentemente de manera automatizada, con el fin de
identificar o asignar una funciéon a secuencias de acidos nucleicos conocidas o desconocidas o con el fin de
seleccionar entre secuencias de acidos nucleicos conocidas o desconocidas aquellas que ejercen una funcion en
particular cuando se introducen en una célula. La funcién en particular puede ser ejercida mediante la expresion de
dicha secuencia de &cidos nucleicos en la célula transfectada, pero también mediante otros mecanismos como
consecuencia de la presencia del acido nucleico en la célula, tales como, entre otros, de ribozimas o accion
antisentido. Tales secuencias de acidos nucleicos pueden representarse, pero no exclusivamente, en colecciones de
ADNC, colecciones de expresion viricas y no viricas, colecciones de fagos o colecciones bacterianas.

En relacién con esta realizacion, pero también aplicable para otras realizaciones descritas en el presente
documento, pueden usarse las particulas magnéticas para aislar y/o purificar y/o concentrar moléculas de acido
nucleico, vectores o complejos antes de la transfeccién. Un procedimiento de este tipo implica la aplicacion de
particulas magnéticas para unir las moléculas de acido nucleico, vectores o complejos y separarlos del medio
circundante mediante la aplicacion de un campo magnético, seguido del uso de estos materiales purificados para
magnetofeccion. Se han descrito procedimientos similares de aislamiento, purificacion y concentracién para el
aislamiento, p. €j., de plasmidos, productos de PCR o0 ARNm y son conocidos por los expertos en la técnica (véase
por ejemplo, la pagina de Internet http://www.dynalbiotech.com).

El complejo de la invencion puede formularse para administracion in vivo.

El término "in vivo" se refiere a cualquier aplicacion que se efectda en el cuerpo de un organismo vivo en el que
dicho organismo es pluricelular, preferentemente un mamifero y lo mas preferentemente un ser humano.

En consecuencia, la etapa de poner el complejo en contacto con una célula puede ir precedida de la administracion
de dicho complejo en forma farmacéuticamente aceptable a un sujeto.

El término "administrar" engloba cualquier procedimiento adecuado para introducir el complejo en el organismo de
un sujeto de forma que el complejo sea manejable después en su interior. La administracion de las composiciones
adecuadas puede efectuarse de diferentes maneras, p. )., mediante administracion intravenosa, intraperitoneal,
subcutanea, intramuscular, topica, intradérmica, intranasal, intrabronquial u oral.

El término "forma farmacéuticamente aceptable" quiere decir que el complejo se formula como una composicién
farmacéutica, en la que dicha composicién puede comprender ademas un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente
aceptable. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen
soluciones salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos tipos
de agentes humectantes, soluciones estériles etc. Pueden formularse composiciones que comprenden tales
vehiculos por procedimientos convencionales bien conocidos. Estas composiciones farmacéuticas pueden
administrarse al sujeto a una dosis adecuada. El régimen de dosificacion sera determinado por el médico encargado
y los factores clinicos. Como se conoce bien en la técnica médica, las dosificaciones para cualquier sujeto dependen
de muchos factores, incluidos la talla del sujeto, el area de superficie corporal, la edad, el compuesto concreto que
se ha de administrar, el sexo, el tiempo y la via de administracion, la salud general y otros farmacos que se estén
administrando simultineamente. Una dosis tipica de sustancias activas puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 1
ng a varios gramos. Aplicado al tratamiento génico, la dosificacion de acido nucleico para la expresion o la inhibicion
de la expresion deberia corresponder a este intervalo; sin embargo, se contemplan dosis por debajo o por encima de
este intervalo ejemplar, especialmente teniendo en cuenta los factores mencionados anteriormente. En general, el
régimen como administracion regular de la composicion farmacéutica deberia estar en el intervalo de unidades de 1
ug a 10 mg al dia. Si el régimen es una infusidén continua, también deberia estar en el intervalo de unidades de 1 pg
a 10 mg por kilogramo de peso corporal, respectivamente. Se puede monitorizar el progreso por una evaluacion
periédica. Las dosificaciones variaran, pero una dosificacion preferida para la administracion intravenosa de ADN es
desde aproximadamente 10° hasta 10" copias de la molécula de ADN. Las composiciones de la invencion se
pueden administrar localmente o sistémicamente. Preferentemente, la administraciéon sera por via parenteral, p. €j.,
por via intravenosa, aunque la formulacion para otros modos de administracién se encuentra dentro del alcance de
la invencion; también puede administrarse ADN directamente al sitio diana, p. €j., mediante un catéter a un sitio en
una arteria. La administraciéon puede producirse también, por ejemplo, mediante inyeccion directa en un tumor.
También se encuentra dentro del alcance de la invencién la formulacién para administracion por aerosolizacion o
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nebulizacién. Las preparaciones para administracién parenteral incluyen emulsiones, suspensiones y soluciones
estériles acuosas 0 no acuosas. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites
vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los vehiculos
acuosos incluyen agua, soluciones alcoholicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, incluidos medios salinos y
tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen soluciéon de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio, Ringer con lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos incluyen regeneradores de fluidos y
nutrientes, regeneradores de electrolitos (tales como los basados en la dextrosa de Ringer) y similares. También
pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes, gases inertes y similares. Ademas, la composicién farmacéutica puede comprender otros
agentes tales como interleucinas o interferones en funcion del uso previsto de la composicién farmacéutica.

Cuando se usa el complejo de la invencion in vivo, puede aplicarse el campo magnético a una regién del organismo
donde dicho(s) vector(es) tendran un efecto. Con ese propésito, puede usarse cualquiera de los imanes
mencionados anteriormente que son adecuados para llevar a cabo el procedimiento de la presente invencion.

La presente invencion se refiere ademas al uso del complejo de la invencién para la preparacion de una composicion
farmacéutica para evitar, tratar o vacunar contra una enfermedad mediante la administraciéon de un vector
terapéuticamente Util, es decir, un vector que tiene un efecto terapéuticamente (til, que comprende una 0 mas
moléculas de acido nucleico en un sujeto, implicando dicha prevencién, tratamiento o vacunacion la transfeccién de
células con el/los vector(es) presente(s) en dicho complejo por medio de la aplicacién de un campo magnético
adecuado.

La expresion "vector(es) que tiene(n) un efecto terapéuticamente Util" se refiere a cualquiera de los vectores
definidos anteriormente en los que la funcidon deseada que ejercen es terapéuticamente (til. En particular, dicho
efecto lo presenta(n) la(s) molécula(s) de acido nucleico comprendida(s) en dicho vector. Un efecto de este tipo lo
puede llevar a cabo cualquiera de la(s) molécula(s) de acido nucleico definida(s) anteriormente en el presente
documento, tales como oligonucleétidos, ARN antisentido, ribozimas o secuencias codificantes capaces de dar lugar
a la expresion de una proteina o (poli)péptido terapéuticamente Util. Los expertos en la técnica conocen las
secuencias nucleotidicas correspondientes, asi como medios y procedimientos para combinarlas, en caso necesario,
con elementos de secuencia que permiten la transcripcion y/o la expresion de dicha molécula de &cido nucleico en la
célula diana. Pueden usarse procedimientos que son bien conocidos por los expertos en la técnica para la
construccién recombinante de tales moléculas de acido nucleico; véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en
Sambrook et al., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. y Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates y Wiley Interscience, N.Y. (1989). En la
literatura se describen vectores y procedimientos de tratamiento génico adecuados y el experto en la técnica puede
adaptarlos para aplicar el procedimiento correspondiente de la presente invencion; véanse, p. €j., Giordano, Nature
Medicine 2, (1996), 534-539; Schper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813; Isner,
Lancet 348 (1996), 370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-
716; el documento WO 94/29469; el documento WO 97/00957 o Scharper, Current Opinion in Biotechnology 7
(1996), 635-640, y las referencias citadas en ellos.

Puede usarse el complejo de la invencion en un procedimiento de tratamiento que comprende

(a) la etapa del procedimiento de la presente invencién, en la que dicho(s) vector(es) tiene(n) un efecto
terapéuticamente Util y en la que la transfeccion de dichas células tiene lugar ex vivo; y

(b) administrar dichas células transfectadas a un sujeto.

El término "ex vivo" se refiere a cualquier procedimiento de tratamiento génico en el que se transfectan células in
vitro con la intencion de administrar las células transfectadas a un sujeto. Las definiciones relativas a "vector(es) que
tiene(n) un efecto terapéuticamente Gtil" e "in vitro" ya se dan anteriormente. La administracion de las células
transfectadas se puede lograr mediante cualquiera de los procedimientos conocidos en la técnica. Para este fin,
pueden mezclarse las células con vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables como se define
anteriormente.

Preferentemente, el procedimiento de tratamiento anterior comprende las etapas (a) y (b) y ademas la etapa

(c) aplicar un campo magnético adecuado a la regién del organismo donde tendran un efecto dichas células
transfectadas ex vivo; en la que se han incorporado particulas magnéticas a las células durante la transfeccion.

El complejo de la presente invencién abre la posibilidad de aplicar el efecto de enriquecimiento local en un
organismo también al tratamiento génico ex vivo. Con el fin de aplicar esta caracteristica, deben incorporarse las
particulas magnéticas del complejo en las células, una condicidn que se engloba, aunque no de forma inherente, en
el procedimiento de la presente invencion. Para incorporarse, las particulas magnéticas deberian tener un tamafio
que no exceda del intervalo bajo de los micrometros, preferentemente no deberian ser mayores de 1000 nm. La
aplicacion del campo magnético se puede llevar a cabo como se describen anteriormente para el tratamiento génico
N VIVO.
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En una realizacion adicional, la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de un complejo util para
transfectar una célula, comprendiendo dicho procedimiento la etapa de enlazar uno 0 mas vectores que comprenden
una o mas moléculas de acido nucleico y una o mas particulas magnéticas que se acoplan con uno o mas oligo- o
policationes u oligo- o polianiones, en el que los componentes de dicho complejo se ensamblan por agregacion
inducida por sal.

Para llevar a cabo este procedimiento, se da anteriormente toda la informacién necesaria al experto en la técnica,
donde se describe el complejo y, en particular, los vectores, las particulas magnéticas y los modos de enlazarlos, en
relacion con el procedimiento de transfeccion de la invencion.

Ademas, una realizacion de la invencién se refiere a un complejo Util para transfectar una célula, comprendiendo
dicho complejo

(&) uno o mas vectores que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico; y
(b) una o mas particulas magnéticas que se acoplan con uno o mas oligo- o policationes u oligo- o polianiones;

en el que dicha(s) particula(s) magnética(s) y dicho(s) vector(es) se ensamblan en el complejo por agregacion
inducida por sal o pueden obtenerse mediante el procedimiento para su preparacibn como se describe
anteriormente.

Dicho complejo corresponde a cualquiera de las caracteristicas dadas anteriormente con respecto al complejo, asi
como a los vectores y particulas magnéticas comprendidos en relaciéon con el procedimiento de transfeccién de la
presente invencion.

La invencion se refiere en una realizacion adicional a una composicion farmacéutica que comprende el complejo de
la invencién y, opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.

Las caracteristicas de la composicion farmacéutica ya se dan al definir el término "forma farmacéuticamente
aceptable". Ademas, la composicién farmacéutica de la invencion puede estar preferentemente en una forma
liofilizada, opcionalmente mezclada con un azlcar, tal como sacarosa o0 dextrosa, en una cantidad que proporciona
una solucion lista para usar con una concentracion fisiolégica. La composicién también puede estar en forma de un
crioconcentrado o una solucién enfriada.

El uso mencionado anteriormente del complejo de la presente invencion para la preparacion de una composicion
farmacéutica se refiere a la administracion de un vector terapéuticamente (til a un sujeto.

El término "administracion" se refiere a la introduccion de un vector terapéuticamente Util en un sujeto por medio de
la administracion del vector directamente o a través de la transfeccion de células in vitro y la aplicacion de las células
al sujeto, de acuerdo con la aplicacion in vivo y ex vivo del complejo de la invencion descrita anteriormente.

Ademas de la preparacion de una composicion farmacéutica para uso médico mencionada anteriormente, las
provisiones de la invencion pueden ser la preparacion de una composicion farmacéutica para su uso para evitar
enfermedades que no se ha manifestado todavia y para vacunar, como una forma especial de prevencién, para
permitir que el sistema inmunitario proteja frente a determinados patégenos.

El experto en la técnica es capaz de seleccionar moléculas de acido nucleico adecuadas que se pueden usar para
aplicaciones preventivas o de vacunacion o pueden tomarse de la literatura.

La divulgacion también se refiere al uso de particulas magnéticas o el complejo de la presente invencion para
transfectar una célula poniendo uno o mas vectores enlazados a una o mas de dichas particulas magnéticas o dicho
complejo en contacto con una célula mediante la aplicacién de un campo magnético adecuado. Preferentemente,
dicho uso se realiza para procedimientos de rastreo que implican transfeccion de alto rendimiento como se menciona
anteriormente.

Ademas, la invencién se refiere al uso del complejo de la presente invencién para transfectar una célula in vitro, en el
gue se pone en contacto el complejo con una célula mediante la aplicacion de un campo magnético adecuado.

Ademas de los efectos positivos sorprendentes con respecto a la eficacia de la transfeccion que se han logrado
mediante la aplicacion de un campo magnético, se pudo observar que los complejos de la presente invencion dan
como resultado una potenciacion de la eficacia de la transfeccién en comparacion con la misma construccién sin una
particula magnética cuando no se aplica ningln campo magnético. Tal efecto se demuestra, por ejemplo, en los
ejemplos 7, 8, 9y 10.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un kit que comprende el complejo de la presente invencion vy,
opcionalmente, particulas magnéticas y/o vectores que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico y/o
componentes de vector adecuados para incorporar una molécula de acido nucleico que se quiere expresar e
instrucciones para la aplicacion de un procedimiento de la presente invencion y, opcionalmente, adyuvantes
terapéuticos celulares y/o génicos e imanes Utiles para aplicar los procedimientos descritos anteriormente.
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En la descripcion y los ejemplos de la presente invencion se divulgan y se engloban estas y otras realizaciones. Se
puede recuperar literatura adicional concerniente a cualquier de los procedimientos, usos y compuestos que han de
emplearse de acuerdo con la presente invencion de bibliotecas publicas usando, por ejemplo, dispositivos
electrénicos. Por ejemplo, se puede utilizar la base de datos publica "Medline" que esta disponible en Internet, por
ejemplo en http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/medline.html. El experto en la técnica conoce bases de datos y
direcciones adicionales, tales como http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.infobiogen.fr/,
http://www.fmi.ch/biology/research_tools.html, http://www.tigr.org/ y también se pueden obtener usando, p. €j.,
http://www.lycos.com. Una vision general de la informacion de patentes en biotecnologia y una recopilacion de
fuentes relevantes de informacién de patentes Utiles para la busqueda retrospectiva y para el conocimiento actual se
dan en Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364.

La presente invencion se describe adicionalmente por referencia a las siguientes figuras y ejemplos no limitantes.
Las figuras muestran:

Figural Capacidad de union de ADN de particulas magnéticas recubiertas de polietilenimina (IMAG-PEI). Se
alcanza la saturacién de union por encima de proporciones en peso de particulas y ADN de 2. Sin
embargo, la transfeccion optima sélo se observa a proporciones superiores (véase la fig. 3).

Figura 2 Comparaciones de eficacias de transfeccion de diferentes complejos de la invencion, llevadas a cabo con
y sin aplicar un campo magnético. Los complejos usados difieren con respecto al recubrimiento de la
particula magnética (grupos fosfato en posicién terminal (= PO4) en un recubrimiento de almidon: 2.1, 2.3,
2.5y 2.6, 0 PEI: 2.2 y 2.4); con respecto al orden de mezclado y la concentracion de los complejos de
ADN usados (en las figuras 2.1 a 2.4) o la cantidad de liposomas de fIMAG-DOCHOL a la que se afiadié
ADN (figura 2.5 y 2.6). La toxicidad fue alta a las concentraciones de ADN mas altas. En consecuencia,
los niveles de proteina fueron bajos en estos pocillos, dando lugar a una eficacia s6lo aparentemente
mayor de la transfeccion especifica con mayores cantidades de ADN. Los niveles de luciferasa absolutos
no se vieron practicamente afectados por el uso de cantidades menores de ADN. Los nimeros de color
blanco sobre las barras negras indican las veces que se potencia la transfeccion por la accién del campo
magnético, ejemplificado por la actividad luciferasa.

Figura 3 Comparaciones de eficacias de transfeccion obtenidas con complejos de ADN desnudo y fIMAG-PEI con
y sin aplicar un campo magnético. Los ndmeros de color negro sobre las barras grises indican las veces
gque aumentan las transfecciones con campo magnético en comparacion con aquellas sin campo
magnético.

Figura4 Comparaciones de eficacias de transfecciobn obtenidas con complejos que comprenden PEIl y el
copolimero protector (PROCOP) P6YESC (Finsinger et al. 2000). Los numeros de color blanco sobre las
barras negras indican la veces que aumenta la tasa de transfeccion inducida por un campo magnético.

Formulaciones aplicadas:

1. PEI-ADN afiadido a fIMAG-PEI, recubierto finalmente con copolimero protector P6YE5C. Complejos en
glucosa al 5 %.

2. PEI-ADN afiadido a fIMAG-PEI®™, recubierto finalmente con copolimero protector P6YE5C. Complejos
en glucosa al 5 %.

3. PEI™™.ADN afadido a solucion madre de fIMAG, recubierto finalmente con copolimero protector
P6YESC. Complejos en glucosa al 5 %.

4. PEI™M_ADN afiadido a solucién madre de fIMAG-PEIF®®, recubierto finalmente con copolimero protector
P6YESC. Complejos en glucosa al 5 %.

5. Premezcla de PEI y fIMAG-PEI a concentracion alta, adicion posterior de ADN. Recubierto finalmente con
copolimero protector P6YE5C. Complejos en glucosa al 5 %.

6. Premezcla de PEI'y IMAG-PEI®™® a concentracién alta, adicion posterior de ADN. Recubierto finalmente
con copolimero protector P6YESC. Complejos en glucosa al 5 %.

7. Premezcla de PEI®™ y fIMAG-PEI a concentracion alta, adicién posterior de ADN. Recubierto finalmente

con copolimero protector PEYE5C. Complejos en glucosa al 5 %.

8. Premezcla de PEI®™™ y fIMAG-PEI®® a concentracion alta, adicion posterior de ADN. Recubierto
finalmente con copolimero protector P6YESC. Complejos en glucosa al 5 %.

9. 12: Igual que 1-4, pero los complejos se mezclan en HBS.

Con los tipos de complejos aplicados en el ejemplo 4, no se observa ninguna influencia beneficiosa de un
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puente de biotina-estreptavidina entre los componentes individuales del complejo.

Resultados de la transfeccion de células NIH3T3 obtenidas con PEI"".ADN asociado con particulas de
adenovirus inactivadas (Adv”*"™) y complejos con fIMAG-PEI (pocillos 2 y 3) o IMAG-PEI®® (pocillos 4 y
5). Pocillos 2 y 5 sin iman, pocillos 3 y 4 con iman. El pocillo 6 esta vacio, el pocillo 1 son células no
transfectadas. La actividad 3-galactosidasa (color oscuro en los pocillos 3 y 4) indica transfeccion eficaz.
La forma rectangular oscura de los pocillos 3 y 4 muestra el area bajo la cual se situé el iman. El ejemplo
demuestra que, con ayuda de un campo magnético, puede dirigirse la transfecciéon a una zona concreta
dentro de una poblacién celular mayor.

Transfeccion potenciada por adenovirus de células NIH3T3 con complejos de PEI"®™@-ADN que contienen
particulas magnéticas con luciferasa como gen indicador. Los complejos de ADN se prepararon en HBS.
El adenovirus usado esta quimicamente inactivado y biotinilado. Resulta claramente evidente un efecto de
potenciacion de un puente de biotina-estreptavidina entre componentes individuales del complejo. Las
barras grises indican niveles de transfeccion bajo la influencia de un campo magnético, las barras
blancas, sin campo magnético. Los nimeros de la parte inferior de las barras grises indican las veces que
se potencia por el campo magnético. Para su comparacion, la transfeccion con PEI"®™-ADN (b-PEI-DNA)
o lo mismo asociado con un adenovirus pero sin particulas magnéticas, proporciona tasas
significativamente mas bajas (filas 5y 6).

Transfeccion de células NIH3T3 con complejos de PEI-ADN y pL-ADN que contienen particulas
magnéticas, potenciada por el péptido endosomolitico INF7. Las barras grises indican niveles de
transfeccion bajo la influencia de un campo magnético, las barras blancas, sin campos magnéticos. Los
nameros de la parte inferior de las barras grises indican las veces que se potencia por el campo
magnético. Aparte de una potenciacion adicional por la influencia del péptido, también resulta evidente
que, incluso en ausencia de un campo magnético, la incorporacién de particulas magnéticas en complejos
de ADN potencia la transfeccion (compérense la fila 4 y las filas 5-7).

Transfeccion de células NIH3T3 y células HepG2 con complejos de PEI-ADN que contienen cantidades
crecientes de particulas magnéticas cargadas negativamente. Los complejos se mezclaron en glucosa al
5 %. Las barras grises indican niveles de transfeccion bajo la influencia de un campo magnético, las
barras blancas, sin campo magnético. Los nimeros de la parte inferior de las barras grises indican las
veces que se potencia por el campo magnético. La figura muestra que diferentes tipos de particulas
pueden tener diferentes influencias sobre la transfeccion y esto diferir de nuevo entre lineas celulares.
Con la mayoria de las composiciones se observa una potenciacién mediante un campo magnético. Aparte
de eso, también resulta evidente que, incluso en ausencia de un campo magnético, la incorporacion de
particulas magnéticas en complejos de ADN puede potenciar la transfeccion (las barras mas a la derecha
de cada gréafico muestran la transfeccion sin particulas magnéticas).

Transfeccion de células NIH3T3 y células HepG2 mediante coprecipitacion con fosfato de calcio en
presencia y en ausencia de particulas magnéticas. Adicionalmente, se incorporé el copolimero protector
P6YESC en las particulas con el fin de estabilizar el tamafio de particula (partes derechas de los graficos).
De nuevo, la potenciacién por un campo magnético es claramente evidente para la mayoria de las
composiciones, en particular si los vectores estan estabilizados con P6YESC.

Figura 10 Transduccion de células NIH3T3 con un adenovirus recombinante portador del gen lacZ. (AdLacZ)

1. Control: Tampén PBS
la Control: AdLacZ, sin particulas magnéticas

2. AdLacZ + fIMAG-PEI, afiadido a ADN plasmidico (que codifica GFP), afiadido a PEI; con iman,
incubacién durante 20 min.

2a = 2 sin iman

3. adenovirus quimicamente inactivado, biotinilado (sin lacZ) + fIMAG-PEI, afiadido a ADN plasmidico
(que codifica GFP), afladido a PEI; con iman, incubacion durante 20 min.

3a =3 siniman

4. AdLacZ + 0,75 pg de fIMAG-PEI por pocillo; con iman, incubacién durante 20 min.
4a =4 sin iman.

5. AdLacZ + 1,5 pg de fIMAG-PEI por pocillo; con iman, incubacién durante 20 min.

5a =5 sin iman.
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6. AdLacZ + 3 ug de fIMAG-PEI por pocillo; con iman, incubacién durante 20 min.
6a = 6 sin iman.

7. AdLacZ + 6 pg de fIMAG-PEI por pocillo; con iman, incubacion durante 20 min.
7a =7 sin iméan.

8. AdLacZ + 12 pg de fIMAG-PEI por pocillo; con iman, incubacién durante 20 min.
8a =8 sin iméan.

9. AdLacZ + 24 ug de fIMAG-PEI por pocillo; con iman, incubacién durante 20 min.
9a =9 sin iméan.

La figura demuestra que también se puede potenciar la administracion génica virica con particulas
magnéticas bajo la aplicacion de un campo magnético. Ademas, demuestra que se puede dirigir la
administracion de genes a una zona en particular dentro de una poblacion celular mayor. Ademas,
también resulta evidente la potenciacion de la administracion génica sin la aplicacion de un campo
magnético (pocillos 8a y 9a, en comparacion con el pocillo 1a). Lo mas notable es que no se observa
administracion génica en absoluto sin particulas magnéticas (pocillo 1a), ya que la linea celular aplicada
(NIH3T3) no se infecta por el adenovirus. Con la ayuda de particulas magnéticas, las particulas viricas se
pueden unir a las células y, en consecuencia, se internalizan conduciendo a una transfeccion funcional.

Figura 11 Isotermas de uniébn a ADN de complejos ternarios de transMAG-PEI/ADN/PEI y transMAG-

PEI/ADN/DOCHOL

Los complejo ternarios se prepararon en agua. Se inicio la agregacién inducida por sal mezclando con un
% de volumen cloruro sédico 600 mM y se continué durante 20 - 30 minutos seguido de 30 min de
sedimentacion magnética. Se cuantific6 el ADN radiomarcado de los sobrenadantes por triplicado. La
figura demuestra que a la proporcién de transMAG-PEI:ADN de 2 (p/p) usada frecuentemente, aprox. el
70 - 80 % de la dosis de ADN se puede sedimentar magnéticamente, lo que significa asociar con
particulas magnéticas. Los puntos de datos son promedios de triplicados * la desviacion estandar (las
barras de error son demasiado pequefias para que puedan verse).

Figura 12 Agregacion inducida por sal de complejos ternarios de transMAG-PEI/ADN/PEI

El complejo ternario se prepar6 en agua (10 pg de ADN/ml de concentracion final) y tenia un tamafio de
217,0 £ 2,0 nm antes de la adicion de sal. Se indujo la agregacién inducida por sal mediante el ajuste de
la fuerza ibnica a 150 mM de cloruro soédico. El complejo ternario se agrega con una cinética
aproximadamente lineal, permaneciendo en el intervalo de submicrémetros en un plazo de dos horas. Se
muestra la linea de regresion lineal junto con su ecuacion, lo que permite precalcular tamafios de particula
en puntos temporales dados tras la induccion de la agregacion.

Figura 13 Isoterma de unién de adenovirus y transMAG-PEI

Se mezclaron adenovirus marcados con yodo-125 y particulas magnéticas en proporciones que
abarcaban el intervalo y bajo condiciones aplicadas en experimentos de transferencia génica. Después de
20 min de incubacién, se sometieron las mezclas a sedimentacibn magnética durante 1 hora. Se
determind el virus no unido en sobrenadantes de triplicados usando un contador gamma. La figura
muestra que bajo las condiciones usadas en los experimentos de transferencia génicas, el 70 por ciento y
mas de los virus se asocian con particulas magnéticas. Se ha aplicado un ajuste de curva logaritmica a
los puntos de datos que son promedios de triplicados + la desviacion estandar (las barras de error son
demasiado pequefias para que puedan verse).

Figura 14 Biobiodistribucion adenovirus marcado con 125 en ratones

Se inyectaron en ratones aprox. 6,5 x 108 particulas viricas, asociadas con 0,3 pg de transMAG-PEI
(equivalente aprox. a una union de virus del 73 % de acuerdo de con la isoterma de union) por las venas
de la cola. Un subconjunto de los animales (n = 3) tuvo un blogue de iman unido al lado derecho del
pecho durante una hora después de la inyeccion. Se determinaron los virus en los diversos 6rganos
usando un contador gamma. La acumulacién relativa en porcentaje (eje y) que aqui se presenta es el
cociente de las cuentas (CPM) por peso del 6rgano y la dosis recuperada total (CPM) por peso total de
6rgano, multiplicado por 100 (peso total de érgano = suma de los pesos todos los érganos). Aunque el
mayor porcentaje de dosis absoluta se acumula en el higado, la acumulacion especifica por peso de tejido
es mas pronunciada en el bazo. La asociacién del virus con particulas magnéticas da como resultado una
acumulacion relativa no significativa en el bazo en comparacion con el virus "desnudo” y una acumulacion
relativa 5 veces mayor en el pulmon. Si, ademas, se aplicaba el campo magnético a la zona de los
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pulmones, se observaba una ligera acumulacién adicional en los bazos por causas desconocidas y se
observaba una acumulacién 10 veces mayor en comparacion con el virus "desnudo” en los pulmones. El
experimento demuestra la aplicabilidad de la magnetofeccion in vivo.

Figura 15 Magnetofeccion en venas auriculares de cerdos

Una variedad de cardiovasculopatias son indicaciones prometedoras para tratamiento génico. Por lo
tanto, la vasculatura es un diana importante para la administracion génica localizada en lugar de
sistémica. Actualmente, la transfeccion localizada de vasos sanguineos se logra con cateterizacion y/o
técnicas de pinzamiento (Isner et al. 1996). La magnetofeccién puede proporcionar una complementacion
Gtil para tales técnicas o incluso una alternativa. Esto esta respaldado por los resultados obtenidos cuando
se infundié transMAG E'+ADN+PEI (dosis de ADN de 500 ug) en las venas auriculares derecha e
izquierda de cerdos y se uni6é un bloque de iman permanente de Nd-Fe-B por encima de las venas
derechas, cercas de los sitios de inyeccién. No se observé expresion del gen indicador (luciferasa) en los
vasos sanguineos de control (orejas izquierdas) ni distal con respecto a las posiciones del iman (orejas
derechas), mientras que se descubrid expresion de luciferasa reproducible, si bien variable (741,897 +
693,298 ULR/g) en todas las muestras de venas que se encontraban bajo influencia directa del campo
magnético. No se encontré sefial de luciferasa (emision de luz) en muestras de ningln otro 6rgano
principal. La figura muestra al animal anestesiado con el sitio de inyeccién y el iman unido.

Figura 16 Magnetofeccion no virica en el ileon de ratas

(A)-(B) Se aplico ADN-transMAG-PEI al ileon de ratas en ausencia (A) y bajo la influencia de un campo
magnético durante 20 min (B). La tinciébn con X-Gal realizada 48 horas después de la administracion
génica revela administracién de genes eficaz sélo en presencia del iman (B), tanto a escala macroscopica
(panel superior) como a escala microscépica (panel inferior). Panel superior: conductos intestinales tras
tinciébn con X-Gal. Insertos: secciones transversales de conductos incluidos en parafina. Panel inferior:
Secciones de parafina con contratincion con eosina, aumento 400 x. Se observa tincién con X-Gal en la
lamina propia. L: lumen; L.P. lamina propia.

Figura 17 Magnetofeccion en las arterias auriculares de conejos

(A) Configuracion experimental para la administracion de vectores génicos. En primer plano se puede ver
el sitio de inyeccion y més distal la ubicacién del bloque de iméan.

(B) Se inyecta una preparacion de vector con 2 pg de transMAG-PE116/1 por pg de ADN en glucosa al
5 % en la arteria auricular. Se observé una expresion de gen indicador 24 veces mayor en la seccion del
iman de la arteria cuando se colocd el iman en comparacién con la seccion analoga de la arteria de
control (oreja izquierda), que recibié el mismo vector pero sin el iman colocado.

(C) Se inyecta una preparacion de vector con 1 pg de transMAG-PEI por pg de ADN en cloruro sédico 150
mM en la arteria auricular. Se observo expresion del gen indicador en la posicion del iman y en secciones
distales de la arteria, mientras que se observé poco o nada de expresion (s6lo en secciones distales) en la
arteria de control. La expresion en las secciones distales de las orejas tanto con iman como de control
pueden reflejan la influencia del tamafio de particula del vector en la administracion génica. Al contrario
que en (B), se preparé el vector por agregacion inducida por sal que implicaba un tamafio de particula de
varios cientos de nm en el momento de la administracion del vector. Como consecuencia, estas particulas
pueden quedarse atascadas en los capilares que se encuentran méas adelante de los sitios de inyeccion.

Figura 18 Transfeccion de células NIH3T3 con Superfect + transMAG-PEI (ejemplo 19)

Se transfectaron las células con complejos de transMAG-PEI/ADN/Superfect preparados por agregacion
inducida por sal. Las proporciones de Superfect:ADN (N/P) fueron de 2, 4y 6. Las columnas etiquetadas
como "Superfect" en el extremo derecho muestran los resultados de transfecciones estandar con
Superfect con y sin particulas magnéticas a las proporciones N/P correspondientes y a la dosis de ADN
de 1 pg/pocillo. En comparacion con estos controles, la asociacion con particulas magnéticas dio lugar a
una disminucidn de las eficacias de transferencia de genes (barras blancas del extremo izquierdo de cada
gréfico). Esta disminucién, no obstante, se sobrecompensdé mediante la aplicacion de un campo
magnético (barras negras). Los nameros sobre las columnas muestran las veces que se potencia con
respecto a la transfeccion con complejos que contienen particulas magnéticas sin la aplicacion del campo
magnético. En presencia del campo magnético, existe una fuerte dependencia de dosis-respuesta.

Figura 19 Transfeccion de células NIH3T3 con Superfect + transMAG-PEI para estudiar la influencia de un campo

magnético aparte de su papel en la concentracion de particulas en la célula diana (ejemplo 20)

Se transfectaron células con complejos de Superfect-ADN que contenian transMAG-PEI (N/P = 6)
preparados por agregacion inducida por sal. Se incubaron las células con los complejos en dos placas
diferentes durante 20 min, seguido de lavado con medio. Posteriormente, se colocé una de las dos placas
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sobre la placa magnética durante 40 minutos. Este procedimiento garantiza que las células de ambas
placas se unen, en promedio, a la misma cantidad de vectores génicos durante los primeros 20 min de
incubacién. Para la placa sin influencia de un campo magnético, la incorporacion de vector génico
depende totalmente de los procesos naturales de transporte, mientras que en la otra placa, la entrada en
la célula y la transfeccion se ven afectadas por el campo magnético. Los datos muestran que existe un
fuerte efecto potenciador consistente del campo magnético, en particular a la dosis de ADN mas baja. A
las dosis de ADN mas altas, parece ser necesaria una cantidad umbral de transMAG en los complejos de
ADN para observar el efecto potenciador del campo magnético (0,8 ug de transMAG por ug de ADN bajo
los ajustes aplicados en este caso). La barras muestran promedios de cuadruplicados + desviacion
estandar. Las barras negras muestran resultados con campo magnético aplicado, las barras blancas, sin
campo magnético.

Figura 20 Transfeccion de células CHO-K1 con PEI-DNA+transMAG con diversos recubrimientos de superficie

policatiénicos (ejemplo 21)

Se transfectaron células con complejos de ADN preparados por agregacion inducida por sal que
contenian PEI libre a una proporcion N/P de 8 y transMAG con diversos recubrimientos de superficie. Se
valoré el contenido en transMAG de los complejos. La barras muestran promedios de cuadruplicados *
desviacion estandar. Las barras negras muestran resultados con campo magnético aplicado, las barras
blancas, sin campo magnético. Los nimeros sobre las barras representan las veces que se potencia por
la aplicacion del campo magnético. Las cifras muestran que cualquier de estas particulas magnéticas
puede mediar la magnetofeccién a érdenes de magnitud similares. Sin embargo, la dependencia de la
eficacia de transfeccion del contenido en particulas magnéticas varia entre formulaciones. Para todas las
formulaciones, existe una disminucién de las eficacias de transfeccidon por encima de proporciones de
transMAG:ADN de 1, probablemente debido al aumento de la toxicidad para las células.

Figura 21 Transfeccion de células NIH3T3 con ADN+transMAG con diversos recubrimientos de superficie de PEI.

Preparacion del vector en glucosa y soluciones que contienen sales. Valoracién de proporciones éptimas
de transMAG:ADN (ejemplo 22)

(A) Complejos preparados en glucosa al 5 %; (B) complejos preparados en cloruro sodico 150 mM
(agregacion inducida por sal). Los puntos de datos muestran promedios de triplicados + desviaciones
estandar. Ambos gréaficos muestran administracion de genes bajo la influencia del campo magnético.

La valoracién muestra que la eficacia de la transferencia génica depende drasticamente de si los vectores
se preparan en solucidon que contiene sales o no. Pueden distinguirse dos clases de particulas: las
transMAG 18/1, 19/1, 37 y 38 son mejores bajo condiciones sin sales pero comparativamente inactivas
bajo condiciones que contienen sales. Las transMAG 21/1, 23/1, 24/1 y 25/1 presentan el comportamiento
opuesto. Estas particulas llevan un recubrimiento de superficie de PEI de 800 kD (Fluka), mientras que la
otra clase de particula lleva recubrimiento de superficie de PEI de bajo peso molecular (2 kD; Aldrich). Las
transMAG 21/1, 23/1, 24/1 y 25/1 son una buena eleccion para transfecciones donde no hay que aplicar
un tercer componente ademas del ADN vy las transMAG.

Figura 22 Transfeccién de células NIH3T3 y HepG2 con transMAG-pASP-ADN vy diversas cantidades de PEI

(ejemplo 23)

Se prepararon complejos de ADN que contenian una cantidad constante de transMAG-pASP (1 ug por pg
de ADN) y cantidades crecientes de PEI mediante agregacion inducida por sal. La barras muestran
promedios + desviaciones estandar de cuadruplicados. Las barras negras son transfecciones bajo la
influencia de un campo magnético, las barras blancas, sin campo magnético. En ambas lineas celulares,
la eficacia de transfeccion depende del contenido en PEI de los complejos de ADN. La 6ptima se
encuentra aproximadamente a una proporcion N/P de 8. En este experimento en concreto, se observo
muy poca transfeccion, si la hubo, sin aplicacion de un campo magnético.

Figura 23 Transfeccion de células CHO-K1 con GenePorter-ADN + transMAG-PEI (ejemplo 24)

Se prepararon complejos de ADN que contenian cantidades crecientes de transMAG-PEI y una cantidad
constante de reactivo de transfeccion GenePorter esencialmente de acuerdo con las instrucciones del
fabricante del reactivo de transfeccion con la excepcion de que se preincubd el ADN con transMAG-PEI.
Se realizaron diluciones seriadas de complejos de ADN con el fin de obtener un perfil de dosis-respuesta
en dos dimensiones. Se incubaron células con formulaciones de vector durante 10 min o 4 h,
respectivamente, en presencia y en ausencia de un campo magnético con el fin de obtener datos sobre la
cinética de la transfeccion.

(A) Tablas que muestran las veces que se potencia la transfeccion mediante la aplicacién del campo
magnético. Los datos muestran que las potenciaciones son fuertes después de 10 min de incubacién,
moderadas y evidentes soélo a las dosis mas bajas de vector después de la incubacién de larga duracion.
También durante la incubacion de corta duracién, las potenciaciones dependen de la formulaciéon de
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vector. A las dosis de ADN mas altas con alto contenido en transMAG, las formulaciones de vector fueron
téxicas para las células, en particular tras la incubacion de larga duracién con campo magnético.

(B) Perfiles de dosis-respuesta en términos de dosis de ADN. Los puntos de datos representan los
promedios de triplicados + desviaciones estandar. La fuerte relacion dosis-respuesta a los 10 min sélo en
la presencia del campo magnético pero no en su ausencia, demuestra la gran influencia del campo sobre
la cinética de la transfeccion.

(C) Perfiles de dosis-respuesta en términos de dosis de transMAG. La eficacia de transfeccion disminuye
a las dosis de transMAG mas altas, probablemente debido a la toxicidad. Una proporcién de transMAG y
ADN de 4 resulta util a todas las dosis de ADN. Los puntos de datos representan los promedios de
triplicados + desviaciones estandar.

Figura 24 Transfeccion de células CHO-K1 con Lipofectamine-ADN + transMAG-PEI (ejemplo 25)

El experimento se llevé a cabo de manera andloga al ejemplo 24 (figura 23) con reactivo de transfeccion
Lipofectamine en lugar de GenePorter. Las tendencias generales son similares a las de este Ultimo
experimento.

De nuevo, la toxicidad fue pronunciada a proporciones altas de transMAG:ADN a dosis de ADN altas (no
mostrado). La potenciaciones maximas de la transfeccién por el campo magnético se observan a
proporciones de transMAG:ADN de 1 a 4.

Figura 25 Transfeccion de células CHO-K1 con DOCHOL-ADN # transMAG-PEI (ejemplo 26)

Se llevaron a cabo transfecciones de forma analoga a la de los ejemplos 24 y 25 (figuras 23 y 24) con
liposomas de DOTAP-colesterol como reactivo de transfeccion, aunque a proporciones menores de
transMAG:ADN y con un intervalo de dosis de ADN méas amplio.

A. Tabla que muestra las veces que se potencia la transfeccion mediante la aplicacion del campo
magnético. Los datos muestran que las potenciaciones son fuertes después de 10 min de incubacién.
Asimismo, las potenciaciones dependen de la formulaciéon de vector. A dosis de ADN mas altas, las
formulaciones de vector fueron téxicas para las células (no mostrado), aunque las mayores expresiones
del gen indicador se observaron bajo estas condiciones. Las potenciaciones son particularmente
pronunciadas a dosis de ADN més bajas, lo que demuestra de nuevo la fortaleza del procedimiento en la
transfeccion rapida a una dosis baja de ADN.

B. Perfiles de dosis-respuesta en términos de dosis de ADN. Los puntos de datos representan los
promedios de cuadruplicados + desviaciones estandar. La fuerte relacion dosis-respuesta a los 10 min
s6lo en la presencia del campo magnético pero no en su ausencia, demuestra la gran influencia del
campo magnético sobre la cinética de la transfeccion. La composicion con la mayor proporcion de
transMAG-ADN (4) resulté ser la mas favorable y da lugar a altos niveles de expresién aun a dosis bajas
de ADN.

C. Perfiles de dosis-respuesta en términos de dosis de transMAG. El grafico revela que la eficacia de
transfeccidn pasa por un minimo a aproximadamente 0,8 ug de transMAG por pug de ADN flanqueado por
un maximo a 0,6 pyg y un maximo potencial a 4 ug en presencia del campo magnético, identificando
formulaciones adecuadas para una administracion génica rapida y eficaz.

Figura 26 Cinética de magnetofeccion con lipidos catiénicos en células NIH3T3 (ejemplo 27)

Como una extension de los ejemplos 24 y 25, se examind la cinética de transfeccion de una formulacién
de vector en particular con cada uno de GenePorter y Lipofectamine (dosis de ADN: 0,1 pg/pocillo y
transMAG-PEI:ADN = 2:1 p/p). Se retiraron las formulaciones de vector de las células y se lavaron las
células después de 5, 10, 20, 40 y 240 minutos de incubacién. Bajo las condiciones probadas, se observo
la expresion méaxima ya después de 5 min con Lipofectamine, mientras que con GenePorter la eficacia de
transfeccion aumenté a lo largo del tiempo, pero con una pendiente moderada (el 40 % del nivel de
expresion final del gen indicador ya se habia alcanzado después de 5 min). En cualquier punto temporal,
las formulaciones de GenePorter fueron mas eficaces que las formulaciones de Lipofectamine.

Figura 27 Magnetofeccién retrovirica (ejemplo 28)

Se incubaron células NIH3T3 durante 3 h con alicuotas de 1 ml de sobrenadantes de 24 h de células
empaquetadoras ecotropicas productoras de MuLV de valoracién baja. Se aplicaron estos sobrenadantes
tratados o no tratados con transMAG-PEI (3 pg/ml durante 20 min) y/o polibreno (8 pg/ml inmediatamente
antes de la infeccién). Se aplicaron imanes a grupos especificos durante 1 h. Después de 48 h, se tifieron
las células con X-Gal y se contaron los nucleos azules. Los resultados se expresan como eficacia de
transduccion en relacion con la eficacia de una transduccion estandar (virus + polibreno). En comparacion
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con la transduccién estandar en presencia de polibreno, la asociacién con transMAG"®' solo potencié dos

veces la eficacia del vector. La aplicaciéon adicional de un campo magnético dio como resultado un
aumento de 7 veces de células transducidas. Cuando se omitid el polibreno de la preparacién de
transduccion, no se observé practicamente transduccién con virus solo. En contraste, la omision del
polibreno mejoré la transduccién guiada por particulas superparamagnéticas en ausencia de un campo
magnético 4 veces con respecto a la transduccion estandar (virus + polibreno) y culminé en una
potenciacion de 20 veces en presencia de un campo magnético. Estos resultados demuestran que puede
aplicarse la magnetofeccion a la administracion génica retrovirica, lo que indica que las nanoparticulas
catiénicas son mejores mediadores de la transduccion retrovirica en comparacion con el polibreno.

Figura 28 Magnetofeccién retrovirica - comparaciéon con la concentracion de vector en la superficie de la célula
diana mediante fuerza centrifuga (ejemplo 29).

Se incubaron células con sobrenadantes de 24 h de una linea celular productora que genera valoraciones
bajas de MuLV. Los sobrenadantes se mezclaron con 3, 9 y 15 pg de transMAG-PEI por ml de
sobrenadante o con 8 pg/ml de polibreno. Se incubaron células NIH3T3 en placas de 96 pocillos durante 1
h con preparaciones que contenian transMAG al mismo tiempo que se colocaban sobre la placa
magnética con formato de 96 pocillos. Se incubaron dos placas durante 48 h con sobrenadantes
mezclados con polibreno, donde se centrifugd una placa durante 90 min a 1330 x g. Se cuantificé la
expresion de B-galactosidasa después de 48 h usando el ensayo de CPRG (Planck et al. 1999). Los datos
confirman que la magnetofeccidn retrovirica es mejor que transduccion mediada por polibreno estandar.
La transfecciobn asistida por centrifugacion estdndar mejora la eficacia de la transduccion
aproximadamente 2 veces. Sin embargo, los niveles de transduccion mas altos se logran por
magnetofeccion, dependiente de la proporcién de transMAG vy virus.

Los ejemplos ilustran la invencion:
Configuracion experimental
1. Particulas magnéticas

Se compraron nanoparticulas magnéticas con un tamafio promedio de 200 nm o 100 nm (por dispersién de luz
dindmica) de Chemicell, Berlin, Alemania. De acuerdo con una nomenclatura anterior, estas particulas se han
denominado particulas fluid-MAG con una extension en su nombre tal como -PEl, que hace referencia al
recubrimiento de superficie del nacleo de 6xido de hierro. En lo sucesivo, estas particulas también se denominan
fIMAG-*. De acuerdo con la nomenclatura actual de Chemicell, Berlin, estas particulas se denominan particulas
transMAG-*, con extensiones por lo demas idénticas a las de la nomenclatura de fluidMAG. Por consiguiente, la
Unica diferencia entre fluidMAG y transMAG es la nomenclatura. A continuacién se usa la nomenclatura de
transMAG empezando con el ejemplo 11 y los ejemplos siguientes. A menos que se indique lo contrario, todas las
particulas son a base de magnetita (FezOa).

A. fluidMAG-PEI, HCI; (fIMAG-PEI; transMAG-PEI)
recubiertas con una monocapa de polietilenimina (Pm 800 kDa; Fluka)

B. fluidMAG-&cido poliaspartico; (IMAG-pASP; transMAG-pASP)
recubiertas con acido poliaspartico, sal sédica, Pm 3000 kDa

C. fluidMAG-fosfato; (AMAG-P04)
recubierta con fosfato de almidén, Pm 20 kDa

D. fluidMAG-acido poliacrilico; (IMAG-pACRYL)
recubiertas con &cido poliacrilico, sal sédica, Pm 20 kDa

E. fluidMAG-acido poliacrilico-co-acido maleico; (IMAG-pACRYL-MAL)
recubiertas con acido poliacrilico-co-acido maleico, sal sédica, Pm 50 kDa

F. fluidMAG-acido arabinico; (fIMAG-ARA)
recubiertas con acido arabinico, sal sédica, Pm 250 kDa

G. transMAG-16/1; recubiertas con una multicapa de PEI de 800 kD (Fluka)

H. transMAG-18/1y -19/1; recubiertas con una multicapa de PEI de 2000 kD (Aldrich). La diferencia entre las 18/1y
las 19/1 es el procedimiento de recubrimiento

I. transMAG-37 es analogo a transMAG-18/1 pero se ha autoclavado
J. transMAG-38; igual que -37 pero con nucleo de magnetita oxidada a y-Fe>O3

K. transMAG-20/21/23/24/25; recubrimiento multicapa con PEl de 800 kD (Fluka) usando procedimientos de
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recubrimiento diferentes
L. transMAG-PEI-etoxilada; recubrimiento de monocapa con PEI de 50 kD (Aldrich) que se ha etoxilado (al 80 %)

M. transMAG-PEI-epiclorhidrina; recubrimiento de monocapa con PElI de 20 kD (Aldrich) modificado con
epiclorhidrina

N. transMAG-PEI-bajo PM, recubrimiento de monocapa con PEI, PM 1700 (Aldrich)

O. transMAG-PEI-SDS; recubrimiento de monocapa con PElI de 800 kD (Aldrich) modificado mediante un
acoplamiento covalente de dodecilsulfato de sodio (SDS) mediante activacion de carbodiimida (N-etil-N'-
(dimetilaminopropil)-carbodiimida)

P. transMAG-ALMIDON-PEI, recubrimiento multicapa con dextrina, PM 60 kD (Fluka) seguido de acoplamiento
covalente de PEI a través de grupos amino a la capa de almidén peryodado-oxidado.

Q. transMAG-DEAE; recubrimiento monocapa con dextrina, introduccion de grupos DEAE en posicién terminal con
cloruro-clorhidrato de 2-dietilamino-etilo

R. transMAG-DAEA, recubiertas con un polimero preparado a partir de dimetilamina, epiclorhidrina y etilendiamina.
S. transMAG-C1/1; particulas recubiertas con PEI de tamafio de aprox. 100 nm (por dispersion de luz dindmica).
2. Polietilenimina (PEI)

Se disolvié la PEI (25 kD) tal como se suministra por el fabricante (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Alemania) a 10
mg/ml en agua y se ajusté el pH a 7,4 mediante la adicion de acido clorhidrico. Se dializ6 el material con agua
seguido de filtracién estéril (0,20 um de membrana CA; Peske, Aindling-Pichl, Alemania). Se determind la
concentracion de PEI con relacion a la solucion original usando el ensayo de ninhidrina.

3. Biotinilacién de PEI (PEI”°""?)

Se liofiliz6 una alicuota de solucion de PEI (17,2 mg) y redisolvi6 en 0,5 ml de HEPES 20 mM a pH 7,4. Se
afiadieron dos equivalentes de NHS-LC-Biotina (Pierce, Rockford, IL, EE. UU., N.° 21226T; 68,8 ul de una solucion
20 mM en DMSO). Después de reaccionar a temperatura ambiente durante 3 h, se purific6 el material por filtracién
en gel (columna 10/10 con relleno de Sephadex G-25, Pharmacia. Caudal de 1 ml/min con agua como eluyente). De
acuerdo con un ensayo de ninhidrina, la concentraciéon de PEI de la fraccion de producto fue de 4,39 mg/ml.

4. Biotinilacion de fIMAG-PEI (fIMAG-PEI”*""?)

Se afadieron 8,38 pl de una solucién madre de NHS-LC-Biotina 8 mM (Pierce) a una dispersion de 2,5 mg de
fIMAG-PEI en 125 pl de agua, seguido de la adicién de 250 pl de HEPES 20 mM a pH 7,4. Después de reaccionar
durante la noche, se retird el reactivo en exceso mediante lavado exhaustivo con agua, donde se recuperé el
producto fIMAG-PEI”®™ mediante sedimentacion magnética y se desecharon los sobrenadantes.

5. Acoplamiento de estreptavidina a fIMAG-PEI (fIMAG-PEI®'®")

Estreptavidina-SPDP: Se disolvieron 5 mg de estreptavidina (Molecular Probes, S-888) en 500 pl de HBS (HEPES
20 mM/cloruro sodico 150 mM a pH 7,4) y se purificé por filtracion en gel (Sephadex G-25; columnas PD-10,
Pharmacia, Suecia) usando el mismo tampdn. Se concentraron las fracciones de producto agrupadas hasta 520 pl
gue contenian 3,4 mg (56 nmol) de estreptavidina usando un Speed-vac. A esta solucion, se le afiadio un exceso de
3,5 veces de ditiopropionato de succinimidilpiridilo (SPDP; 32 mM en aus. de etanol). Después de reaccionar a
temperatura ambiente durante la noche, se purificé el material por filtracion en gel en HBS (en una columna 10/10
HR con relleno de Sephadex G-25; Pharmacia, Suecia; caudal de 0,5 ml/min). La concentracién de ditiopropionato
de piridilo acoplado fue de 75 puM, la concentracion de estreptavidina fue de 1,6 mg/ml, lo que equivale a una
sustitucion de aprox. 2,8 PDP por molécula de estreptavidina.

fIMAG-PEI-SH: La tiolacion de fIMAG-PEI se llevé a cabo afiadiendo 4 pl de SPDP (10 mM en etanol) a 5 mg de
fIMAG-PEI en 250 pl de agua, seguido de la adicion de 246 pl de HEPES 20 mM a pH 7,4. La reaccion se llevo a
cabo en un tubo de microcentrifuga que se agité durante la noche a toda velocidad a 37 °C en un agitador de
Eppendorf (Thermomixer 5436). Posteriormente, se lavd el material exhaustivamente con TFA al 0,1 %. Tras la
reduccion mediante la adicion de B-mercaptoetanol, se determind que la cantidad total de ditiopropionato de piridilo
acoplado era de aprox. 13 nmol. Se volvio a lavar el material exhaustivamente con TFA al 0,1 %.

Se afiadi6 un exceso de 3 veces de estreptavidina-SPDP (grupos tiopiridilo sobre grupos tiol). Después de
reaccionar durante la noche, habian reaccionado un tercio de los grupos tiopiridilo disponibles, lo que indica una
reaccion cuantitativa. Se lavo el producto exhaustivamente con agua.
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6. Liposomas de DOTAP-colesterol

Se compr6 DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilamoniopropano) de Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, EE. UU.). Se
prepararon liposomas de DOTAP/Colesterol (1:1 mol/mol) esencialmente como se describe (Meyer et al. 1995).
Brevemente, se evaporaron hasta sequedad 5 ml de una solucién 5 mM de DOTAP y colesterol (1:1 mol/mol) en un
tubo de vidrio con tap6n de rosca silanizado usando un evaporador rotatorio. Adicionalmente, se mantuvieron los
tubos bajo alto vacio durante la noche. Se rehidraté la pelicula de lipidos secada con 5 ml de glucosa al 5 % en agua
agitando en vortex durante 30 segundos. Se obtuvo una emulsién de liposomas estable por sonicacién durante 30
min usando un bafio de agua ultrasénico enfriado en hielo (Sonorex RK510H, Bandelin, Berlin, Alemania).

Los complejos de ADN con liposomas de DOTAP-Colesterol también se denominan complejos de DOCHOL-ADN en
lo sucesivo.

7. Liposomas de DOTAP-Colesterol que contienen fIMAG-PO4 (IMAG-DOCHOL)

La preparacion de liposomas se llevd a cabo como se describe anteriormente, excepto porque la soluciéon de
rehidratacion fue de 5 ml de glucosa al 5 % en agua que contenia 825 pg de fIMAG-PO,. El tiempo de sonicacion
aumenté a 60 min.

8. Células NIH3T3, células Hep G2, células CHO-K1

Se hicieron crecer fibroblastos NIH-3T3 de ratén (DSMZ N.° ACC 59) a 37 °C en una atmosfera de CO; al 5 % en
DMEM complementado con suero bovino fetal al 10 %, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y
glutamina 2 mM (en lo sucesivo también se denomina "DMEM completo"). Las células Hep G2 (hepatoblastoma
humano; ATCC N.° HB-8065) y CHO-K1 se hicieron crecer en las mismas condiciones.

9. Tipos de iman

Iman de tipo A: Iman permanente de neodimio-hierro-boro sinterizado de 30 x 10 x 6 mm (NeoDelta Magnet; IBS
Magnet, Berlin, Alemania. Niumero de pedido NE3010). (B x H)max. = 220 - 245 kd/m>. Br = 1080 - 1150 mT. gHc =
795 - 860 kA/m. jHc = >1300 kA/m.

Iméan de tipo B: Mismo material que el tipo A. Cilindrico; d = 6 mm, a = 5 mm (ndimero de pedido NE65). Se
practicaron orificios de 6 mm de diametro con un formato de 96 pocillos en una placa de vidrio acrilico de 5 mm de
espesor. Se uniod la placa de vidrio a una placa de acero galvanizado de 1 mm de espesor, con dimensiones por lo
demas iguales a las de la placa de vidrio acrilico. Se insertaron los cilindros de iman en los orificios de la placa de
vidrio acrilico alternando estrictamente la polarizacion. En lo sucesivo, este formato de placa magnética también se
denomina "placa magnética con formato de 96 pocillos".

Iméan de tipo C: MPC®-96 (Dynal, Hamburgo, Alemania). (B X H)max. = 220 - 210 kd/m®. Br = 1100 mT. gHc = 765
kA/m. jH; = >900 kA/m.

Iman de tipo D: Construido de forma similar al iman de tipo B con imanes cilindricos de NeoDelta (d =15 mm,a=5
mm; IBS Magnet, Berlin, Alemania). Se practicaron orificios con un formato de placa de 24 pocillos en una placa de
vidrio acrilico, por lo demas la placa se fabricé se manera idéntica a la de la placa en formato de 96 pocillos. En lo
sucesivo, este formato de placa magnética también se denomina "placa magnética con formato de 24 pocillos".

10. ADN plasmidico

El ADN plasmidico p55pcMV-IVS-luc+ usado, que codifica la luciferasa de luciérnaga como gen indicador, lo
suministr6 amablemente Andrew Baker, Bayer Corp., EE. UU. En lo sucesivo, el plasmido también se denomina
pCMV-Luc. El pldsmido pCMV-B-gal lo suministré amablemente Walter Schmidt, Intercell, Viena, Austria. Los
plasmidos se purificaron por gradiente de cloruro de cesio.

11. Adenovirus quimicamente inactivado, sistema de transfeccion potenciada por adenovirus (AVET)

Los componentes individuales del AVET los proporcion6 amablemente Ernst Wagner (Boehringer Ingelheim Austria,
Viena, Austria). En este sistema, se usa un adenovirus humano de serotipo 5 del que se ha eliminado E1A,
biotinilado, quimicamente inactivado, que se ha tratado con psoraleno. EI AVET se describe en detalle en el
documento US 5.981.273. La solucién madre de adenovirus contenia 2,87 x 10'? particulas viricas por ml.

12. Ensayo de luciferasa

Veinticuatro horas después de la transfeccion, se lavaron las células una vez con PBS y después se incubaron con
100 pl de tampon de lisis (Tritdbn X-100 al 0,1 % en Tris 250 mM a pH 7,8). Se transfirieron de diez a cincuenta
microlitros de cada uno de los lisados celulares a placas de 96 pocillos negras, se mezclaron con 100 pl de tampon
luciferina (ditiotreitol 60 mM, sulfato de magnesio 10 mM, ATP 1 mM, D(-)-luciferina 30 puM, en glicil-glicina 25 mM a
pH 7,8) y se sometieron a ensayo para evaluar la bioluminiscencia usando un instrumento TopCount (Canberra
Packard). Se determin6 el contenido proteico de los lisados celulares usando el ensayo de proteinas de Bio-Rad
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adaptado para su uso en un formato de placa de 96 pocillos. Se calculd la actividad luciferasa especifica en
nanogramos de luciferasa por mg de proteina a partir de una curva de calibracién que se obtuvo a partir de la
luminiscencia de una dilucién seriada de luciferasa (Boehringer Mannheim).

13. Tampdn HBS
A menos que se indique lo contrario, tampdn HBS significa HEPES 20 mM a pH 7,4/cloruro s6dico 150 mM.
14. Tampo6n HBSa

Se ha usado en experimentos con adenovirus recombinantes. 8 g/l de cloruro sédico, 0,37 g/l de cloruro potasico,
0,27 g/l de dihidrato de hidrogenofosfato disddico, 1 g/l de dextrosa.

15. Reactivo de transfeccion GenePorter

Se compré el reactivo de Gene Therapy Systems, Inc. (San Diego, CA, EE. UU.) y se rehidraté de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

16. Reactivo de transfeccién Lipofectamine

Se compro el reactivo de Life Technologies (Karlsruhe, Alemania).
17. Reactivo de transfeccién Superfect

Se compro el reactivo de Qiagen (Hilden, Alemania).

18. Agregacion inducida por sal

En lo sucesivo se usa este término para describir un procedimiento de ensamblaje de vectores que aprovecha la
agregacion/floculacion coloidal tras el aumento de la fuerza iénica. Este fenédmeno es particularmente pronunciado
con particulas formadas a partir de polielectrolitos y se conoce desde hace mucho tiempo (Hiemenz 1986). En el
ensamblaje de vectores, es suficiente con mezclar los componentes del vector en una solucién que contenga sales o
mezclarlos en agua, seguido de mezclarlos con una solucion que contenga sales.

Ejemplo de referencia 1: Isoterma de unidon de ADN de fIMAG-PEI

Marcaje de mella de ADN plasmidico: Se marcé un pug de ADN plasmidico por reaccion con ¥p usando el kit de
traduccion de mella de Amersham-Pharmacia con el protocolo del proveedor modificado de forma que el tiempo de
incubacion fue de 15 min a 15 °C en lugar de 2 h. Se us6 a-**P-dATP (Hartmann Analytic, Braunschweig, Alemania)
con una actividad especifica de 3.000 Ci/mmol, para la reaccion de marcaje. Se purifico el plasmido marcado usando
columnas MicroSpin™ (Pharmacia, Friburgo, Alemania) y el sistema de purificacion de ADN PCR Preps Wizard™ de
Promega (Promega, Mannheim, Alemania) para eliminar los nucleétidos y enzimas no incorporados de la mezcla de
reaccion. El volumen final del producto fue de 100 ul con una actividad de 234.248 CPM/ul, determinada como se
describe a continuacion. EI ADN producto tenia el mismo tamarfio que el plasmido de partida, como se confirmé por
electroforesis en gel.

AO0,1,23,4,5,6, 7, 8,9y 10 microgramos de particulas magnéticas recubiertas con polietilenimina (fIMAG-PEI),
suministradas por Chemicell, Berlin, Alemania, suspendidas en 40 pl de agua en tubos Eppendorf, se les afiadieron
a cada uno 40 pl de una solucion madre de ADN plasmidico (125 pg/ml en agua) que contenia en cada caso
200.000 CPM de plasmido marcado (< 0,1 pg) y se mezclaron pipeteando. Después de 15 min de incubacién, se
centrifugaron las muestras a 20.000 x g durante 20 minutos. Se transfirieron cuarenta ul de cada uno de los
sobrenadantes a una placa de 96 pocillos blanca (Costar) y se mezclaron con 160 pl de céctel Microscint 20
(Canberra Packard). Se determiné la radioactividad en los pocillos usando un instrumento TopCount (Canberra
Packard; retardo del recuento 10 min, el tiempo de recuento fue de 3 x 5 min). Los resultados se muestran en la
figura 1.

Ejemplo 2: Lipomagnetofeccién de células NIH3T3

Se sembraron células en placas de 96 pocillos a una densidad de 30.000 células por pocillo 7 horas antes de la
transfeccion. Inmediatamente antes de la transfeccién, se cambié el medio por 150 pl de medio recién preparado. Se
afadieron complejos de ADN en un volumen de 50 pl por pocillo.

Soluciones de partida para preparar complejos de ADN:

solucién madre de DOTAP-Col:

90,91 ul de solucion madre de liposomas (véase anteriormente) por ml de HBS

solucién madre de liposomas de fIMAG-DOCHOL:
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90,91 ul de solucion madre (véase anteriormente) por ml de HBS

solucién madre de ADN:

30 pg de plasmido p55pcMV-IVS-luc+ por ml de HBS
solucién madre de DOTAP-Col-ADN:

se afiadieron volimenes iguales de solucion madre de ADN a voliumenes iguales de solucién madre de
DOTAP-Col y se mezclaron pipeteando

dispersién de fIMAG-POg:

30 pg por ml de HBS

dispersién de fIMAG-PELI:

30 pg por ml de HBS

Orden de mezcla para las formulaciones probadas:

1. Se afiadieron 560 pl de solucién madre de DOTAP-Col-ADN a 280 pl de dispersion de fIMAG-PQO4

2. Se afiadieron 280 pl de solucién madre de ADN a 280 pl de dispersiéon de fIMAG-PO,4. La mezcla resultante se
afiadio a 280 pl de solucion madre de DOTAP-Col.

3. Anélogo a 1. con FIMAG-PEI.
4. Analogo a 2. con FIMAG-PEI.

5. Se afiadieron 160 pl de solucién madre de ADN a 160 pl de solucion madre de liposomas de DOTAP-Col-fIMAG-
PO..

6. Se afiadieron 160 pl de solucion madre de ADN a 320 pl de solucién madre de liposomas de DOTAP-Col-fIMAG-
POa.

Series de dilucion

Se llevd a cabo una serie de dilucion para las formulaciones 1-4. Se afiadieron alicuotas de 360 pl cada una de los
complejos de ADN a una fila de una placa de 96 pocillos. Las filas B - D contenian 180 pl de HBS cada una. Se
transfirieron alicuotas de 180 pl de la fila A a la fila B con un pipeteador multicanal, se mezclaron pipeteando, se
transfirieron 180 pl de la fila B a la fila C y asi sucesivamente.

Transfeccién

Se afiadieron cincuenta pl de cada una de las diluciones resultantes a las células por triplicado (en cuadruplicado
para las formulaciones 5 y 6) en dos placas de 96 pocillos diferentes. Después de la adicion de complejo de ADN, se
coloc6 una placa sobre un iman de tipo B. Después de 10 min de incubacién, se retird el medio de transfeccién, se
lavaron las células con 150 pl de medio recién preparado y se incubaron durante la noche en medio recién
preparado. Los resultados se muestran en la figura 2.

Ejemplo de referencia 3: Magnetofeccion de células NIH3T3 con fIMAG-PEI y ADN desnudo

Se sembraron células en placas de 96 pocillos a una densidad de 30.000 células por pocillo 2 dias antes de la
transfeccion. En el momento de la transfeccion las células eran confluentes. Inmediatamente antes de la
transfeccion, se cambid el medio por 150 pl de medio recién preparado. Se afiadieron complejos de ADN en un
volumen de 50 pl por pocillo.

Solucién de partida para preparar complejos de ADN:

Solucion madre de ADN: 25 ug de p55pcMV-IVS-luc+ en 562,5 ul de agua

Se afiadid solucion madre de ADN (112,5 pl en cada caso) a 112,5 ul de cada una de una serie de diluciéon de
fIMAG-PEI en agua que contenian 20, 40, 60 o 80 pg de fIMAG-PEI. Después de 15 min de incubacion, se
afiadieron a cada una 60 pl de glucosa al 50 % en agua. Se afadieron cincuenta pl (0,5 pg de ADN en cada caso)
de la suspension resultante a cada una de las células. Se colocé la fila H de la placa bajo imanes de tipo A. Después
de 1,5 h de incubacion, se cambi6 el medio. Se llevo a cabo el ensayo de luciferasa 24 h después de la transfeccion,
los resultados se muestran en la figura 3.
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Ejemplo 4. Magneto-PEl-polifeccion de células NIH3T3 en presencia de copolimero protector (PROCOP)
PBYESC (Finsinger et al. 2000)

Se sembraron células en placas de 96 pocillos a una densidad de 30.000 células por pocillo 7 horas antes de la
transfeccion. Inmediatamente antes de la transfeccion, se cambié el medio por 150 pl de medio recién preparado. Se
afadieron complejos de ADN en un volumen de 50 pl por pocillo.

Soluciones de partida para preparar complejos de ADN:

solucién madre de PELI:

46,3 ug por ml de agua o HBS, respectivamente

Variante a): 1 mg/ml en agua

solucién madre de PEI”*"™;

46,3 pg por ml de agua o HBS, respectivamente
Variante a): 4,39 mg/ml en agua

solucién madre de ADN:

44,4 ug de plasmido P55pcMV-IVS-luc+ por ml de agua o HBS, respectivamente

solucién madre de PEI-ADN (PEIP®""_ADN):

Se afadieron volimenes iguales de solucion madre de ADN a volimenes iguales de solucion madre de PEI-
ADN (PEI"®™_ADN, resp.) y se mezclaron pipeteando

solucién madre de P6YESC:

269 nmol de carga negativa por ml de agua o HBS, respectivamente

dispersién de fIMAG-PEI: 44,4 ug por ml de agua o HBS, respectivamente

Variante a): 1 mg/ml en agua

dispersién de IMAG-PEI®™®: 44,4 pg por ml de agua o HBS, respectivamente

Variante a): 0,9 mg/ml en agua

Orden de mezcla para las formulaciones probadas:

1.

Se afadieron 216 pl de solucién madre de PEI-ADN (agua) a 108 pl de solucion madre de fIMAG-PEI y se
mezclaron pipeteando. Después de 15 min, se afiadié el complejo de ADN a 108 pl de solucion madre de
P6YESC y se mezclaron pipeteando. Finalmente, se afiadieron 48 pl de glucosa al 50 % en agua.

Estav

Se afiadieron 216 pl de solucién madre de PEI-ADN (agua) a 108 pul de solucién madre de fIMAG-PEI y se
mezclaron pipeteando. El resto, como en 1.

Se afiadieron 216 pl de solucion madre de PEI”®™_ADN (agua) a 108 pl de solucion madre de fIMAG-PEI y se
mezclaron pipeteando. El resto, como en 1.

Se afiadieron 216 pl de solucién madre de PEI”®™-ADN (agua) a 108 pl de solucién madre de fIMAG-PEIF® y
se mezclaron pipeteando. El resto, como en 1.

Premezcla de 5 pl de PEIl y 4,8 pl de fIMAG-PEI, variantes a) de las soluciones madre, llenado con 206,2 ul de
agua, adicion de 108 pl de solucion madre de ADN. Después de 15 min, se afiadio el complejo de ADN
resultante a 108 ul de solucion madre de P6YESC y se mezclaron pipeteando. Finalmente, se afiadieron 48 pl de
glucosa al 50 % en agua.

Premezcla de 5 pl de PEl y 5,33 pl de fIMAG-PEI®®™®, variantes a) de las soluciones madre, llenado con 205,7 pl
de agua, adicién de 108 pl de solucién madre de ADN. El resto, como en 5.

Premezcla de 1,14 pl de pE|Peina y 4,8 ul de fIMAG-PEI, variantes a) de las soluciones madre, llenado con 210 pl
de agua, adicion de 108 pl de solucién madre de ADN. El resto, como en 5.

Premezcla de 1,14 pl de PEI"™™ y 533 pl de IMAG-PEI®®, variantes a) de las soluciones madre, llenado con
209,5 pl de agua, adicion de 108 pl de solucion madre de ADN. El resto, como en 5.
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9. Andlogo a 1, pero llevado a cabo en HBS. En la etapa final, se afiadieron 48 pul de HBS en lugar de solucion de
glucosa.

10 Anélogo a 2, pero llevado a cabo en HBS. En la etapa final, se afiadieron 48 ul de HBS en lugar de solucion de
glucosa.

11 Anélogo a 3, pero llevado a cabo en HBS. En la etapa final, se afiadieron 48 pl de HBS en lugar de solucion de
glucosa.

12 Analogo a 4, pero llevado a cabo en HBS. En la etapa final, se afiadieron 48 ul de HBS en lugar de solucién de
glucosa.

Transfeccién

Se afiadieron cincuenta pl (que equivalen a 0,5 ug de ADN) de cada una de las diluciones resultantes a las células
por cuadruplicado en dos placas de 96 pocillos diferentes. Después de la adicion de complejo de ADN, se coloco
una placa sobre un iman de tipo B. Después de 10 min de incubacion, se retiré el medio de transfeccion, se lavaron
las células con 150 pl de medio recién preparado y se incubaron durante la noche en medio recién preparado. Los
resultados se muestran en la figura 4.

Ejemplo 5: Magnetofeccion potenciada por adenovirus (AVEM)-transferencia génica con fIMAG-PEI:PEI”°"?.
ADN:AdV"°"" y fIMAG-PEIF™®: PEI"°"" . ADN: AdVv"°"" a células NIH3T3; gen indicador: B-galactosidasa

Se sembraron células en placas de seis pocillos a una densidad de 350.000 células por pocillo el dia antes de la
transfeccién. Se cambi6 el medio por 1,5 ml de medio recién preparado por pocillo inmediatamente antes de la
transfeccion. Se afiadieron complejos de ADN en volumenes totales de 500 pl.

Complejos de ADN:

Se afiadieron treinta ug de ADN (pCMV-Bgal) en 625 pl de HBS (HEPES 20 mM a pH 7,4/cloruro sédico 150 mM) a
31,25 pg de PEI™™ en el mismo volumen del mismo tampon. Se diluyeron quince microlitros de adenovirus
inactivado con psoraleno, biotinilado (Adv biotina), a 625 pl con HBS y se afiadieron a los complejos de ADN
preformados. Se afiadi6 la mitad del material resultante a 18 pg de fIMAG-PEI en 313 pl de HBS, se afiadio la otra
mitad a 18 pg de fIMAG-PEI®™® en 313 pl de HBS. Se afadieron alicuotas de 500 pl por pocillo de estas
preparaciones de complejo de ADN finales a las células, %ue equivalian a una dosis de ADN de 6 pg por pocillo
(pocillos 2y 3 con fIMAG-PEI; pocillos 4 y 5 con fIMAG-PEI®®®"). Se unieron imanes de tipo A bajo los pocillos 3y 4.
Después de 20 min de incubacién, se lavaron las células una vez con medio recién preparado y después se
incubaron durante 24 h. Se retiraron los imanes 30 min después de la adicién de los vectores génicos. Después de
24 h, se lavaron las células con PBS y se incubaron con solucién de sustrato X-gal (KsFe(CN)s 5 mM, KzFe(CN)g 5
mM, cloruro de magnesio 2 mM, 1 mg/ml de X-Gal en PBS). Después de 45 min de tincién, se escaneo la placa para
obtener datos (figura 5).

Ejemplo 6: Transferencia génica con fIMAG-PELPEI®®"-ADN:AdV"°" y fIMAG-PEI®"™:PE|*°"".
ADN:AdV"°"" a células NIH3T3. Gen indicador: luciferasa

Células:

Se sembraron células NIH3T3 (28.000 por pocillo) en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccion.
Inmediatamente antes de afiadir las soluciones de transfeccion (50 ul en cada caso), se cambid el medio por
150 pl de medio recién preparado.

Solucién madre de PEI"®™-ADN: Se afiadieron 25 ug de ADN de p55pcMV-IVS-luc+ en 625 pl de HBS a 26,06 pg
de PEIl en 625 pl de HBS y se mezclaron pipeteando.

Solucion madre A de fIMAG-PEI: 40 pg/ml en HBS.

Solucion madre B de fIMAG-PEI: 80 pg/ml en HBS.

Solucién madre A de fIMAG-PEI®*®": 40 pg/ml en HBS.

Solucién madre B de fIMAG-PEI®®®": 80 pg/ml en HBS.

Adenovirus quimicamente inactivado: 20 pl por ml en HBS.

Se mezclaron alicuotas de 240 pl cada una de solucién madre de PEI”®™-ADN con 120 pl en cada caso de solucién

madre A o B de fIMAG-PEI o fIMAG-PEI®®, respectivamente, se incubaron durante 15 min seguido de la adicion de
120 pl de soluciéon madre de virus.

AVET: Se afiadi6 solucién madre de virus (2,4 pl en 120 pl de HBS) a solucién madre de Estav-pL (240 ng en 120 pl
de HBS), se incubo durante 15 min, se afiadié a solucién madre de ADN (4,8 pg en 120 ul de HBS) seguido de la
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adicion de poli(lisina) (pL 170) (4,8 ug en 120 ul de HBS).

Después de una incubacion final de los complejos asi ensamblados durante 15 min, se afiadieron alicuotas de 50 pl
cada una a las células por cuadruplicado. Se incubaron las placas a 37 °C durante 5 min, se coloc6 una placa sobre
una placa magnética de 96 pocillos (imén de tipo C), la otra placa de dejé sin iman. Se lavaron las células una vez
con 150 pl de medio recién preparado y después se incubaron durante la noche en 150 pl de medio. Se llevé a cabo
el ensayo de luciferasa 24 h después de la transfeccion. Los resultados se muestran en la figura 6.

Ejemplo 7: Incorporaciéon adicional de un componente efector: Incorporacién del péptido desestabilizador de
membrana INF7 en poliplexos de polilisina (pL) y PEI junto con fIMAG-PEI

Células:

Se sembraron células NIH3T3 (28.000 por pocillo) en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccién.
Inmediatamente antes de afiadir las soluciones de transfeccién (50 pl en cada caso), se cambié el medio por 150
pl de medio recién preparado.

Solucién madre de pL-ADN:

Se afiadieron 28 pg de p55pcMV-IVS-luc+ en 700 pl de HBS a 141,9 ug de pL170 en 700 pl de HBS y se
mezclaron pipeteando (dando lugar a una N/P = 8).

Solucién madre de PEI-ADN:

Se afiadieron 16,8 pug de ADN en 420 pl de HBS a 17,5 pg de PEI en 420 pl de HBS (dando lugar a una N/P = 8).
Soluciéon madre de fIMAG-PEI:

33,6 ug de fIMAG-PEI en 840 pul de HBS.

Solucién madre de INF7:

24,2 uM de péptido INF7 que tiene la secuencia de aminoacidos GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYGC (SEQ ID
N.°: 1) en HBS (que equivalen a 121,1 uM de carga neg.).

Orden de mezcla para las formulaciones probadas:

1. PEI/ADN/fIMAG-PEI: se afiadieron 240 pl de solucion madre de PEI-ADN a 120 pl de solucion madre de fIMAG-
PEI, seguido de la adicién de 120 pl de HBS después de 15 min.

2. PEI/ADN/INF7/{IMAG-PEI: se afiadieron 240 pl de solucion madre de PEI-ADN a 120 pl de solucién madre de
INF7, se incubaron durante 10 min y se afiadieron a 120 pl de solucién madre de fIMAG-PEI.

3. PEI/ADN/IMAG-PEI/INF7: se afiadieron 240 pul de solucion madre de PEI-ADN a 120 pl de solucién madre de
fIMAG-PEI, se incubaron durante 10 min y se afiadieron a 120 pl de solucién madre de IFN7.

4. pL/ADN/INF7: se afiadieron 240 pl de solucién madre de pL-ADN a 120 pl de soluciéon madre de IFN7, seguido
de la adicion de 120 pl de HBS después de 15 min.

5. pL/ADN/fIMAG-PEI: se afiadieron 240 pl de solucion madre de pL-ADN a 120 pl de solucién madre de fIMAG-
PEI, seguido de la adicién de 120 pl de HBS después de 15 min.

6. pL/ADN/fIMAG-PEI/IINF7: se afiadieron 240 pl de solucién madre de pL-ADN a 120 pl de soluciébn madre de
fIMAG-PEI, seguido de la adicién de 120 pl de solucion madre de IFN7 después de 15 min.

7. pL/ADN/INF7/fIMAG-PEI: se afadieron 240 pl de solucion madre de pL-ADN a 120 pl de solucién madre de
IFN7, seguido de la adicion de 120 ul de solucién madre de fIMAG-PEI después de 15 min.

Después de 15 min de incubacion, se afiadieron alicuotas de 50 pl cada una a las células por cuadruplicado. Se
incubaron las placas a 37 °C durante 10 min, se colocé una placa sobre una placa magnética de 96 pocillos (iman de
tipo C), la otra placa de dejé sin iman. Se lavaron las células una vez con 150 pl de medio recién preparado y
después se incubaron durante la noche en 150 pl de medio. Se llevo a cabo el ensayo de luciferasa 24 h después de
la transfeccion. Los resultados se muestran en la figura 7.

Ejemplo de referencia 8: Magnetofeccion de células NIH3T3 y HepG2 con particulas magnéticas cargadas
negativamente (fIMAG-ARA; AMAG-pACRYL; fIMAG-pACRYL-MAL; fIMAG-pASP)

Células:

Se sembraron células NIH3T3 (28.000 por pocillo) y células Hep G2 (45.000 por pocillo) en placas de 96 pocillos
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el dia antes de la transfeccion. Inmediatamente antes de afiadir las soluciones de transfeccién (50 ul en cada
caso), se cambié el medio por 150 pl de medio recién preparado.

Solucién madre de PEI-ADN:

Se afiadieron 240 pg de ADN de p55pCMV-IVS-luc+ en 7200 pl de agua a 250,2 pug de PEI en 7200 pl de agua 'y
se mezclaron mediante agitacion en vortex.

Series de dilucién de fIMAG:

Se afiadieron alicuotas de 144 ul cada una de soluciones madre de fIMAG en agua que contenian cada una 38,4
Kg de fIMAG a las columnas 1y 7 de una placa de 96 pocillos de fondo en U por cuadruplicado. Todos los demas
pocillos contenian 72 ul de agua. Se transfirieron alicuotas de 72 ul cada una de la columna 1 a la columna 2 con
un pipeteador multicanal, se mezclaron pipeteando, se transfirieron 72 pl a la columna 3 y asi sucesivamente
hasta la columna 5. Se desechd el excedente de 72 pl de la columna 5. Se llevé a cabo el mismo procedimiento
desde la columna 7 hasta la columna 11. Las columnas 6 y 12 contenian sélo agua.

A cada una de las diluciones resultantes se les afiadieron 144 pl de solucion madre de PEI-ADN y se mezclaron
pipeteando. Después de 15 min de incubacion, se afiadieron a cada una 24 pl de glucosa al 50 % en agua (p/p).
De cada una de las muestras resultantes, se afiadieron 50 pl a las células por cuadruplicado. Se incubaron las
placas a 37 °C durante 10 min, se colocé una placa sobre una placa magnética de 96 pocillos (iman de tipo B), la
otra placa de dej6 sin iman. Se lavaron las células una vez con 150 pl de medio recién preparado y después se
incubaron durante la noche en 150 pl de medio. Se llevé a cabo el ensayo de luciferasa 24 h después de la
transfeccion. Los resultados se muestran en la figura 8.

Ejemplo 9: Transfeccion por coprecipitacién con fosfato de calcio de fIMAG-PEI y ADN en presencia y en
ausencia de copolimero protector P6YE5C

La precipitacién de ADN con fosfato de calcio se ha usado ampliamente para la transfecciéon de lineas celulares en
cultivo. Se diluye el ADN en una solucidén de cloruro de calcio y, posteriormente, se afiade gota a gota a un volumen
igual de tampdn que contenga fosfato. Se forma precipitados muy grandes, de los que se afiade una dispersion al
cultivo celular. Si el tampdén que contiene fosfato también contiene el copolimero protector P6YE5SC, se forman
nanoparticulas que son relativamente estables. Con el fin de demostrar que pueden incorporarse las fIMAG en
nanoparticulas o coprecipitados de fosfato de calcio, se llevo a cabo el experimento siguiente.

Células:

Se sembraron células NIH3T3 (28.000 por pocillo) y células Hep G2 (45.000 por pocillo) en placas de 96 pocillos
el dia antes de la transfeccion. Inmediatamente antes de afiadir las soluciones de transfeccién (50 pl en cada
caso), se cambié el medio por 150 pl de medio recién preparado.

Solucion madre de ADN: 45,6 ng/ul de p55pcMV-IVS-luc+ en agua.

Se afiadieron en cada caso cien pl de solucion madre de ADN a cada 100 pl de agua que contenian 0, 2,28,
4,56, 9,13, 18,25 y 36,5 pg de fIMAG-PEI y se mezclaron pipeteando. Se afiadieron alicuotas de 28,1 pl de
cloruro sodico 2,5 M cada una a estas muestras, dando lugar a una concentracion de ADN de 20 pg/ml en
cloruro célcico 308 mM. Este procedimiento se lleva a cabo por duplicado. Se afiadieron las muestras gota a gota
al mismo tiempo que se agitaba con voértex a volumenes iguales (228,1 ul) de HBS 2x (HEPES 50 mM a pH 7,1,
cloruro sédico 280 mM, hidrogenofosfato disédico 1,5 mM) o HBS 2x que contenia 3 equivalentes de carga de
copolimero protector P6YESC. Equivalentes de carga significa la proporcion de cargas negativas del copolimero
protector y de cargas negativas del ADN (Finsinger et al. 2000). Después de 15-30 min de incubacién, se
afadieron alicuotas de 50 pl cada una (que equivalen a 0,5 pg de ADN) a las células. Se incubaron las placas a
37 °C durante 10 min, se colocé una placa sobre una placa magnética de 96 pocillos (iman de tipo B), la otra
placa de dej6 sin iman. Se lavaron las células una vez con 150 pl de medio recién preparado y después se
incubaron durante la noche en 150 pl de medio. Se llevé a cabo el ensayo de luciferasa 24 h después de la
transfeccion. Los resultados se muestran en la figura 9.

Ejemplo 10: Magnetofeccidon con un adenovirus recombinante portador del gen lacZ

Ad LacZ es un adenovirus de serotipo 5 humano del que se ha eliminado E1A portador del gen de la B-galactosidasa
como gen indicador.

Se plaguearon células NIH3T3 en placas de 6 pocillos a una densidad de 500.000 células por pocillo el dia antes de
la transfeccion. Inmediatamente antes de la transfeccion, se afiadié medio recién preparado (1,5 ml) a las células. Se
afadieron cocteles de transfeccién (transduccién) en un volumen total de 500 pl por pocillo. Después de incubarlas
durante 20 min en medio de transduccion, se lavaron las células con 2 ml de medio recién preparado y después se
incubaron durante la noche. Veinticuatro horas después de la transduccion, se llevo a cabo la tincion con X-gal. Se
lavaron las células dos veces con PBS, se fijaron con 1 ml de solucién fijadora (glutaraldehido al 0,2 %, para-
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formaldehido al 2 %, cloruro de magnesio en PBS 2 mM) durante 1 h, se lavaron dos veces con HBS vy se tifieron
durante 1 h con 0,5 ml de solucién de tincién (KsFe(CN)s 5 mM, KsFe(CN)s 5 mM, cloruro de magnesio 2 mM, 1
mg/ml de X-gal en PBS).

Controles: Se afiadieron quinientos pl de HBS a las células de un pocillo. A un segundo pocillo, se le afiadieron 500
ul de tampén HBS que contenia aprox. 7,8 x 10° particulas viricas (AdLacZ). Bajo ambos pocillos se colocé un iman
de tipo A durante 20 min de incubacion.

Transfeccion de tipo AVET: se afadié soluciéon madre de virus (aprox. 1,81 x 10%° particulas viricas, AdLacZ, en
262,5 pl de HBS, equivalentes a 2,5 x 10® ufp) a solucién madre de fIMAG-PEI (14,4 ug en 300 pl de HBS), se
mezclaron pipeteando y se incubaron durante 10 min. A esto se le afiadieron 14,4 ug de ADN plasmidico (que
codifica proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor alfa del factor de elongacion) en 300 pul de
HBS, se incubaron durante 10 min seguido por la adicién de 14,4 ug de PEI en 300 ul de HBS. Después de 10 min
de incubacién, se afiadieron alicuotas de 500 pl a las células de dos pocillos. Se coloc6 un iman de tipo A bajo un
pocillo. Después 30 min, se lavaron las células con 2 ml de medio recién preparado y después se incubaron durante
la noche. Veinticuatro horas después de la transduccion, se llevé a cabo la tincion con X-gal (pocillos 2 y 2a de la
figura 10).

Se llevé a cabo el mismo procedimiento con adenovirus quimicamente inactivado, biotinilado (pocillos 3 y 3a de la
figura 10).

La construccion del gen GFP cotransfectada se expresé en cada una de las reacciones de transfeccién en las que
se uso (pocillos 2, 2a, 3 y 3a; datos no mostrados). En los pocillos, 2 y 3, la expresion de GFP se limité a la zona
bajo la cual se encontraba el imén, al igual que la actividad B-galactosidasa, por ejemplo en el pocillo 2. En los
pocillos 2a y 3a, también pudo observarse la tincion con GFP, aunque, en contraste con los pocillos
correspondientes con el campo magnético, con una intensidad més débil y diseminada por toda la zona del fondo del
pocillo. Por tanto, también pudo demostrarse el efecto positivo de potenciacion y localizacion especifica en este
caso, donde se transfectd junto con un virus un segundo gen indicador presente en un plasmido.

Valoracién de la proporcién de AdLacZ/fIMAG-PEI:

Solucién madre de AdLacZ:

Se afiadieron 1,09 x 10 particulas de AdLacZ en alicuotas de 1575 pl de solucién madre de AdLacZ (250 pl cada
una) a cada 300 pl de HBS que contenian 57,6, 28,8, 14,4, 7,2, 3,6 o 1,8 ug de fIMAG-PEI cada una,
respectivamente. Después de 10 min de incubacion, se afiadieron 250 pl de cada una de las muestras resultantes a
las células por duplicado, lo que equivale a 8,6 x 10° particulas viricas por pocillo y 24, 12, 6, 3, 1,5y 0,75 ug de
fIMAG-PEI por pocillo. Se colocaron imanes de tipo A bajo un pocillo de cada uno de los duplicados, durante 20 min
de incubacion. Después de eso, se lavaron las células una vez con medio recién preparado y después se incubaron
durante la noche. La tincidon con X-gal se llevé a cabo como se describe anteriormente. Los resultados se muestran
en la figura 10 (pocillos 4 a 9a).

Ejemplo 11: Isotermas de union a ADN de complejos ternarios de transMAG-PEI/ADN/PEI y transMAG-
PEI/ADN/DOCHOL

Solucién madre de ADN: 128.4 ug de ADN plasmidico mas 1,56 x 10’ CPM de plasmido marcado con **P
ADN en 3120 pul de agua.

solucion madre de PEI: 65.05 ug en 1560 pl de agua.

Suspension madre de liposomas de DOCHOL: 189,1 pl de solucién madre 5 mM en 1560 pl de agua.

En dos configuraciones separadas, se afiadieron 120 pl en cada caso de solucion madre de ADN (equivalentes a
aprox. 600.000 CPM) a 120 pl de cada una de las suspensiones que contenian las cantidades siguientes de
transMAG-PEI, dando como resultado las siguientes proporciones en peso de transMAG-PEI y ADN. Se prepararon
los complejos en tubos Eppendorf y se mezclaron pipeteando.

Hg de transMAG-PEI 0|09 |192|288|384|48|9,6|19,2|28,8|38,4 |48 |72

Proporcion p/p con ADN resultante | 0 | 0,2 | 04 | 06 | 0,8 | 1 2 4 6 8 |10| 15

Después de 15 min de incubacion, se afiadieron las mezclas a 120 pl en cada caso de soluciones madre de PEI o
de suspensiones madre de liposomas de DOCHOL en tubos Eppendorf y se mezclaron pipeteando. Esto da como
resultado proporciones de N/P de PEI:ADN de 8 o proporciones de carga de DOTAP:ADN de 5. Después de otros 15
min de incubacion, se afiadieron los complejos a 120 pl en cada caso de cloruro sddico 600 mM, iniciando la
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agregacion inducida por sal. Después de 20 min de incubacion, se transfirieron 120 pl de cada uno de los complejos
resultantes a los pocillos de una placa de 96 pocillos de fondo en U por triplicado. La placa se colocé sobre la placa
magnética con formato de 96 pocillos. Después de 30 min de sedimentacion magnética, se retiraron 80 pl de
sobrenadantes y se mezclaron con 125 pl de Microscint 40 (Canberra Packard, Dreieich, Alemania) en una placa de
96 pocillos opaca. De la misma manera, se afiadieron a la placa 80 ul de cada una de las muestras no sedimentadas
como referencia. Se contaron las muestras usando un instrumento Topcount (Canberra Packard, se fij6 el retardo del
recuento en 10 min, el tiempo de recuento por triplicado fue de 5 min cada uno). Se calculé la unién de ADN como

CPMmuestra
% unido = 100 x
CPMreferencia

Ejemplo 12: Agregacién inducida por sal

Se mezclaron diez pg de ADN plasmidico en 333 pl de agua con 10 ug de transMAG-PEI suspendidas en 333 ul de
agua. Después de 10 min de incubacién, se afiadié el complejo resultante y se mezclé con 10,42 ug de PEI disuelta
en 333 pl de agua. El tamafio de las particulas resultantes se determiné por dispersiéon de luz dinamica usando un
Zetasizer 3000 HS de Malvern (Malvern, Herrenberg, Alemania). El promedio del tamafio de particula medido a lo
largo de 9 medida fue de 217,0 + 2,0 y fue estable con el tiempo. Posteriormente, se afiadieron 30,9 ul de cloruro
sédico 5 M a la cubeta y se mezclaron con la suspensién de vector. Se acumularon medidas de tamafio con un
tiempo de adquisicién establecido en 90 segundos, dando un resultado registrado en el instrumento cada 98
segundos de media. Se llevaron a cabo sesenta medidas durante un plazo de tiempo de 1 h 48 min 22 s con un
tiempo de retardo tras la 302 medida.

Ejemplo 13: Isoterma de unidn de adenovirus y transMAG-PEI

Yodacién de adenovirus: Se diluyeron adenovirus recombinantes (10 pl de soluciéon madre, equivalentes a 7,2 x 10%°
particulas viricas 0 6,6 x 10® UFP. UFP = unidades formadoras de placas) a 100 ul con tamp6n HBSa, se mezclaron
con 7,8 MBq de **°I (2 pl; Amersham-Pharmacia, Friburgo, Alemania) y se incubaron durante 10 min a temperatura
ambiente en una tapa de iodogen (Pierce). Después de la adicién de 200 pl de tampdn HBSa, se separ6 el virus del
marcador no unido por filtracion en gel usando una columna PD-10 de Pharmacia. La calidad de la separacion, asi
como cuatro fracciones que contenian virus, se identificaron mediante la monitorizaciéon de la radioactividad. Se usé
la fraccion 1, que contenia 2,61 x 10" particulas viricas (determinado por absorbancia UV) y una actividad de 485
kBq por ml, para estudios de unién.

Se mezclaron treinta y seis microlitros de adenovirus marcado con 18 pl de suspensiones de transMAG-PEI en HBS
gue contenian las cantidades siguientes de transMAG y daban lugar a las siguientes proporciones de particulas
viricas (PV) por pg de transMAG:

ng de transMAG-PEI 0| 108 | 216 | 324 | 432 | 540 | 648 | 864 | 1080 | 1296 | 1512 | 1728
Proporcion resultante de 8700 | 4350 | 2900 | 2175 | 1740 | 1450 | 1088 | 870 | 725 | 621 | 544
PV por pg de transMAG

Después de 20 min de incubacion a temperatura ambiente, se llenaron las muestras hasta 432 pl con HBS. Se
transfirieron alicuotas de 120 pl cada una a una placa de 96 pocillos de fondo en U por triplicado, que posteriormente
se colocaron sobre la placa magnética con formato de 96 pocillos. Después de 1 h de sedimentacién magnética, se
transfirieron 80 pl de cada sobrenadante y de las muestras no sedimentadas a tubos de centelleo individuales
(Polyvials V, Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt, Alemania) y se contaron usando un contador gamma (Wallac, Turku,
Finlandia). Se calculd la isoterma de uniéon como anteriormente.

125

Ejemplo 14: Biodistribucién adenovirus marcado con ~*’l en ratones

Se mezclaron ochenta microlitros de virus marcado (fraccion 2, equivalentes a 5,23 x 10° PV y 97 kBq) con 2,4 pg de
transMAG-PEI suspendidas en 20 pl de HBSa (correspondientes aprox. al 73 % de la union del virus de acuerdo con
la isoterma de unién). Después de 20 min de incubacion, se llené la mezcla hasta 800 pl con HBSa. Se inyectaron
cien microlitros en cada uno de los animales a través de la vena de la cola. Se anestesié a los animales con una
inyeccion i.p. de 100 mg/kg de peso corporal de cetamina / 8 mg/kg de xilazina. Un animal recibi6 virus marcado
solo, que no estaba unido a transMAG-PEI. Seis animales recibieron virus unido a particulas magnéticas. A tres
animales (2 ratones NMRI y un raton C57BL-6) se les unieron bloques de iman permanente de neodimio-hierro-boro
(2 x 1 x 0,5 cm) en la parte derecha del pecho, mientras que a tres animales (2 ratones NMRI y un ratén C57BL-6)
se les inyectd sin iman unido. Una hora después de la inyeccién, se abrid a los animales. Se extrajo la maxima
cantidad de sangre posible del ventriculo derecho. Se afiadieron la sangre, el corazon, los pulmones, el higado, los
rifiones, el bazo, el tubo digestivo (estdmago e intestinos), la cola, la cabeza, el térax y el conducto abdominal, a
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viales de centelleo individuales y se contaron usando un contador gamma (Wallac, Turku, Finlandia).
Ejemplo 15: Magnetofeccidn en venas auriculares de cerdos

Preparacién de vectores: Por cada animal tratado, se mezclé 1 mg de ADN (pCMV-Luc) en 2,5 ml de agua con 1
mg de transMAG-PEI en el mismo volumen de agua. Después de 15 min de incubacion, se afadi6 la mezcla a 1,042
mg de PEI diluida a 2,5 ml con agua al mismo que se agitaba con vortex. Después de otros 15 min, se mezclé la
preparaciéon con 2,5 ml de cloruro sédico 600 mM. Después de 30 min de incubacién, se inyectaron 5 ml en cada
caso de la preparacion de vector a través de la vena auricular magna a una velocidad de aprox. 1 ml/min en ambas
orejas de los animales anestesiados. Se uni6é un bloque de iman permanente de Nd-Fe-B (3 x 1 x 0,5 cm, NeoDelta,
IBS Magnet, Berlin, Alemania) por encima de las venas derechas, cerca de los sitios de inyeccion. Se aislaron
secciones de las venas después de 24 horas y se sometieron a ensayo para detectar expresion de luciferasa como
se describe en el ejemplo 17. No se observé expresion del gen indicador (luciferasa) en los vasos sanguineos de
control (orejas izquierdas) ni distal de las posiciones del iman (orejas derechas), aunque se observé expresion de
luciferasa reproducible, si bien variable (741,897 + 693,298 RLU/g de tejido; promedio + desviacion estandar de 4
animales), en todas las muestras de venas que estaban bajo la influencia directa del campo magnético. No se
encontré sefial de luciferasa (emision de luz) en muestras de ningln otro 6rgano principal. Medicacion previa de los
animales: Se anestesio a los animales con 2 mg/kg de peso corporal de azaperona (Stresnil®, Janssen-Cliag, Neuss,
Alemania) / 15 mg/kg de cetamina (Narketan®, Chassot, Ravensburg, Alemania) / 0,04 mg/kg de atropina (Eifelfango,
Bad Neuenahr - Ahrweiler, Alemania). La anestesia se mantuvo con propofol al 1 % (Fresenius, Bad Homburg,
Alemania).

Ejemplo de referencia 16: Magnetofeccion no virica en el ileon de ratas

Preparacién de vectores: Se afiadié una solucién madre de 800 pg de transMAG-PEI 16/1 por ml de glucosa al
5 % a una soluciéon madre de 400 pg de ADN plasmidico (pCMV-Bgal) por ml en glucosa al 5 % al mismo tiempo que
se agitaba con vortex. Se inyectaron dosis de 1 ml (equivalente 200 ug de ADN por animal) 30 min después de la
preparacion de vectores.

Anestesia: 75 pg/kg de peso corporal de medetomidina / 1 mg/kg midazolam / 2,5 pg/kg fentanilo 25.

Tras practicar una laparotomia a las ratas Wistar anestesiadas en la regién de la linea alba, se expusieron el ileon y
el ciego y se pinzaron 8 cm de intestino de la union ileocecal en direccion oral. Se aclaré cuidadosamente el material
ingerido hacia el ciego mediante la aplicacion de 1 ml de solucién salina isotonica. Después, se coloc6 una segunda
pinza en posicion aboral a 3 cm de la primera pinza. Se inyect6 la preparacion de vectores con una aguja de 20G
adyacente a la primera pinza. Se cerro el sitio de inyeccién con sutura quirdrgica, al mismo tiempo que se colocaba
un bloque de iman estéril (20 x 10 x 5 mm; NeoDelta, IBS Magnet, Berlin, Alemania) bajo la seccién pinzada para su
magnetofeccion, mientras que en animales de control, se realiz6 el tratamiento sin colocar un iman. Cinco minutos
después de la inyeccion se retiraron ambas pinzas. Se dejé el iman durante un total de 20 min. Posteriormente, se
devolvieron los intestinos cuidadosamente a la cavidad abdominal, que se cerrd con sutura quirdrgica. Se antagoniz6
la anestesia con 375 pg/kg de peso corporal de atipamezol / 100 pg/kg de flumazenilo / 60 pg/kg de naloxona. Se
sacrifico a los animales después de 48 h.

Se aislaron la seccién tratada de los intestinos y las zonas adyacentes, se aclararon exhaustivamente con PBS y se
fijaron durante 30 min con formaldehido al 2 % y glutaraldehido 0,2 % en PBS. Se aclaré el tejido de nuevo con PBS,
seguido de 4 h de tincién con X-Gal a 37 °C. Posteriormente, se volvié a aclarar el tejido exhaustivamente con PBS y
se almacend durante la noche a 4 °C en formaldehido al 2 %/PBS seguido de inclusién en parafina y obtencion de
criosecciones. Se tifieron las secciones con eosina (véase la figura 16).

Ejemplo de referencia 17: Magnetofeccion en las arterias auriculares de conejos

Preparacion de vectores: Se afiadioé una solucién madre de 800 pg de transMAG-PEI 16/1 por 750 pl de glucosa al
5 % a una solucion madre de 400 pug de ADN plasmidico (pCMV-Luc) por 750 pl en glucosa al 5 % al mismo tiempo
gue se agitaba con vartex. Se inyectaron dosis de 1,5 ml (equivalente 400 pug de ADN por animal) 30 min después
de la preparacién de vectores.

Se anestesié a los animales con una inyeccién i.m. de 40 mg/kg de peso corporal de cetamina / 20 mg/kg de
xilazina. En una oreja, se colocé un bloque de iméan (NeoDelta, 2 x 1 x 0,5 cm, IBS Magnet, Berlin, Alemania) distal
del sitio de inyeccion por encima de la arteria auricular usando un dispositivo adaptado que evit6 la obstruccion de la
arteria. La dosis de vector (1,5 ml en cada caso) se infundié durante 1,5 min en ambas orejas. Una hora después de
la inyeccion, se retird el iman. Se sacrificé a los animales después de 42 horas y se aislaron segmentos de las
arterias auriculares de posiciones anteriores al iman, de la posiciéon del iman y de posiciones posteriores al iman. A
partir de las orejas de control, se aislaron los segmentos topolégicamente analogos. Se aclararon las muestras con
tampon PBS y se homogeneizaron 2 veces durante 30 segundos en tubos con tapdn de rosca de 2 ml (VWR
scientific products, West Chester, EE. UU.) rellenados con 500 pl de tampdn de lisis (Promega, Mannheim,
Alemania; que contenia un comprimido de Complete Protease Inhibitor Cocktail por 50 ml, Roche, Penzberg,
Alemania) y aprox. 800-850 mg de perlas de circonia (diametro de 2,5 mm, Biospec Products, Inc., Bartlesville, EE.
UU.). La homogeneizacién se llevd a cabo usando un Mini Bead Beater (Biospec Products, Inc., Bartlesville, EE.
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UU.). Tras centrifugar a 20.000 x g a 4 °C durante 10 min, se mezclaron alicuotas de 50 ul con 100 ul de tampén de
luciferasa (Promega Luciferasa Assay System, Promega Corporation, Madison, EE. UU.) en una placa de 96 pocillos
negra de Costar® (placa opaca-negro sélido de 96 pocillos, Corning Costar Corporation, Cambridge, EE. UU.) y se
contd la bioluminiscencia usando un instrumento TopCount (Packard Canberra, Dreieich, Alemania). Tiempo de
cuenta fijado en 12 s, retardo de cuenta de 1 min). Los resultados se muestran en las Figuras 17By C.

Ejemplo 18: Magnetofeccidn de traquea porcina ex vivo
Preparacioén de vectores:

(A) Se mezclaron doce microlitros de adenovirus quimicamente inactivado (aprox. 3,4 x 10%° particulas viricas)
diluidos a 200 pl en tampdén HBS con 1200 ng de estreptavidina-polilisina (también disueltos en 200 pl de HBS).
Después de 15 min, esto se mezclé con 24 ug de ADN (pCMV-Luc) disueltos en 300 ul de HBS. Después de otros
15 min, se mezcl6 el complejo resultante con 24 ug de transferrina-polilisina disueltos en 300 pul de HBS que se
habian mezclado con 48 pg de transMAG-PEI inmediatamente antes de eso. Después de 30 min, se aplico el
complejo de ADN a la muestra de traquea como se describe a continuacion.

(B) Se mezclaron veinticuatro pg de transMAG-PEI suspendidas en 250 yul de DMEM (sin aditivos) con 12 pg de
ADN en el mismo volumen de DMEM seguido de la adicién inmediata y la mezcla con 60 pl de GenePorter™ (Gene
Therapy Systems, Inc., San Diego, CA, EE. UU.). Después de 30 min, se aplicé el complejo de ADN a la muestra de
trdquea como se describe a continuacion.

Se aislaron secciones de traquea inmediatamente después de sacrificar a los animales. Posteriormente, se separ6
por diseccion la capa epitelial de la mayoria del musculo y la adventicia y se colocaron los tejidos diseccionados en
placas de Petri que contenia DMEM complementado con FCS al 10 % y penicilina/estreptomicina. Después, se
disecciono el tejido en trozos de aprox. 2 x 1,5 cm. Se coloco un iman Neodelta (2 x 1 x 0,5 cm; IBS Magnet, Berlin,
Alemania) en un pocillo de una placa de seis pocillos que después se llené con DMEM (que contenia FCS al 10 %,
penicilina y estreptomicina) hasta el borde superior del iman. Se disemin6 una muestra de traquea directamente
sobre el iman, de forma que su lado basolateral estaba en contacto con el medio, mientras que el epitelio de las vias
respiratorias se expuso a la interfaz aire-liquido. Se cubri6 el fondo de una segunda placa con medio y se coloco en
ella una muestra de traquea. Se afiadio por goteo el complejo de ADN (250 pl en cada caso, equivalente a 6 ug de
ADN) sobre las muestras de traquea desde arriba. Después de 30 min, se retir6 el iman. Se lavo la muestra de
trAquea con medio recién preparado y se cultivé durante la noche. Se llevo a cabo el ensayo de luciferasa después
de la homogeneizacion del tejido como se describe en el ejemplo 17. La expresién de luciferasa fue de 150.390
unidades luminicas en 50 pl del homogeneizado de tejido a partir de la muestra bajo la influencia del iméan y de 3785
unidades luminicas en la muestra en la que no se aplicd ningln campo magnético.

En una segunda configuracion, se colocaron dos muestras de trdquea en dos pocillos de dos placas de 24 pocillos
diferentes con el lado basolateral hacia abajo. Se coloc6 una placa sobre una placa magnética con formato de placa
de 24 pocillos. Se distribuy6 cuidadosamente el complejo de ADN (250 pl de ADN/transMAG-PEI/GenePorter en
DMEM, que equivalen a 6 ug de ADN) sobre la superficie de las muestras de traquea. Después de 20 minutos, se
retir la placa magnética, se lavaron las muestras de traquea y se cultivaron durante la noche con DMEM completo
(que contenia FCS al 10 % y penicilina/estreptomicina). El ensayo de luciferasa se llev6 a cabo como se describe en
el ejemplo 17. La expresién de luciferasa fue de cero unidades luminicas sin campo magnético y de 5.870 unidades
luminicas con campo magnético.

Ejemplo 19: Transfeccion de células NIH3T3 con Superfect + transMAG-PEI

Células: se sembraron 18.000 células en placas de 96 pocillos 6 h antes de la transfeccion.
Concentracion de partida: 1 pg de ADN / pocillo

Se afiadieron 50 pl de cdctel de transfeccion por pocillo a células en 150 pl de DMEM completo.
Proporciones N/P de Superfect/ADN =2, 4y 6.

Proporcion de transMAG-PEIL:ADN (p/p) = 1:1

Solucion madre de ADN: 80 ug/ml de pCMV-Luc en agua.

Solucion madre de transMAG-PEI: 80 pg/ml en agua.

Soluciones madre de Superfect: 40/80/120 ug como los suministra el fabricante diluidos a 250 ul en cada caso con
agua.

Preparaciéon del complejo de ADN: Para los experimentos de control, se afiadieron 4,8 pg de ADN en 80 pul de
agua en cada caso y se mezclaron con 3,2, 6,4 y 9,6 pl de Superfect como lo suministra el fabricante diluido a 80 pl
cada uno con agua. Después de 15 min, se afiadieron los complejos resultantes y se mezclaron con 80 pl de
solucion de cloruro sodico 450 mM en cada caso.
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Magnetofeccion: Para cada proporcion N/P, se afiadieron en cada caso 250 ul de solucion madre de transMAG-PEI
y se mezclaron con un volumen igual de solucién madre de ADN. Después de 15 min de incubacién, se afiadi6 la
suspension resultante y se mezcld con soluciones madre de Superfect correspondientes. Después de otros 15 min
de incubacién, se afadieron los complejos resultantes y se mezclaron con 250 pl de solucién de cloruro sédico 600
mM en cada caso.

Series de dilucion: Después de 25 min de incubacion, se afiadieron cuatro alicuotas de 240 pl cada una de cada
proporcion N/P a la fila A de una placa de 96 pocillos de fondo en U. Todos los demas pocillos se llenaron con 120 pl
de cloruro sédico 150 mM. Usando un pipeteador multicanal, se transfirieron 120 pl en cada caso de la fila A a la fila
B, se mezclaron pipeteando, después se transfirieron 120 pl en cada caso de la fila B a la fila C, etc.

Transfeccion: Se complementaron las células con DMEM completo recién preparado antes de la transfeccion. Se
transfirieron cincuenta microlitros en cada caso de complejos de ADN por pocillo a las células de 2 placas diferentes.
Se coloco una placa sobre la placa magnética con formato de 96 pocillos. Después de 15 min de incubacion, se
lavaron las placas una vez con 150 pul de DMEM completo recién preparado por pocillo y después se incubaron en
DMEM completo hasta el ensayo de luciferasa después de 24 h. Los resultados se muestran en la figura 18.

Ejemplo 20: Transfeccion de células NIH3T3 con Superfect + transMAG-PEI para estudiar la influencia de un
campo magnético aparte de su papel en la concentracion de particulas en la superficie celular

Células: se sembraron 18.000 células en placas de 96 pocillos 6 h antes de la transfeccion.
Concentracion de partida: 0,5 pug de ADN / pocillo

Se afiadieron 50 pl de cdctel de transfeccion por pocillo a células en 150 pl de DMEM completo.
Proporcién N/P de Superfect/ADN = 6.

Proporcion de transMAG-PEIL:ADN (p/p) = 1:1

Soluciones madre de ADN: Seis tubos que contienen 10 pg de pCMV-Luc en 250 pl de agua cada uno.

Soluciones madre de transMAG-PEI: Seis tubos que contienen 0, 2, 4, 6, 8, y 10 pg de transMAG-PEI en 250 pl de
agua cada uno.

Soluciones madre de Superfect: Seis tubos que contienen 60 pg de Superfect en 250 pl de agua cada uno.

Preparacion del complejo de ADN: se afadieron soluciones madre de transMAG-PEI y se mezclaron con
soluciones madre de ADN, se incubaron durante 15 min seguido de la adicion de los complejos resultantes y su
mezcla con las soluciones madre de Superfect, incubacién durante 15 min, seguido de la adicion de los complejos
resultantes y su mezcla con 250 ul de cloruro sddico 600 mM en cada caso.

Series de dilucion: Después de 25 min de incubacién, se afiadieron cuatro alicuotas de 240 pl de cada una de las
proporciones de transMAG-ADN a las filas A y E de una placa de 96 pocillos de fondo en U. Todos los demés
pocillos se llenaron con 120 pl de cloruro sédico 150 mM. Usando un pipeteador multicanal, se transfirieron 120 pl en
cada caso de la fila A a la fila B, se mezclaron pipeteando, después se transfirieron 120 pl en cada caso de lafilaB a
la fila C, etc., y de forma anéloga de la fila E a la fila F, etc.

Transfeccion: Se complementaron las células con DMEM completo recién preparado antes de la transfeccion. Se
transfirieron cincuenta microlitros en cada caso de complejos de ADN por pocillo a las células de 2 placas diferentes.
Después de 20 min de incubacion, se lavaron las células una vez con 150 pl de DMEM completo recién preparado
por pocillo y después se incubaron en DMEM completo hasta el ensayo de luciferasa después de 24 h. Una de los 2
placas, sin embargo, se colocé sobre la placa magnética con formato de 96 pocillos después del procedimiento de
lavado durante 40 min. Los resultados se muestran en la figura 19.

Ejemplo 21: transfeccion de células CHO-K1 con PEI-DNA + transMAG con diversos recubrimientos de
superficie policatidnicos

Células: se sembraron 19.000 células en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccion.
Ajustes generales: 0,5 ug de ADN / pocillo

Se afadieron 50 pl de cdctel de transfeccién por pocillo a células en 150 ul de DMEM completo.
Proporcion N/P de PEI:ADN = 8.

Proporciones de transMAG-PEI:ADN (p/p) = 0,4, 0,8, 0,1, 2, 4, 8.
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Solucién madre de ADN: 40 pg/ml en agua.
Solucién madre de PEI: 41,7 pg/ml en agua.

transMAG: transMAG-DEAE, transMAG-DAEA, transMAG-ALMIDON-PEI, transMAG-PEl-etoxilada, transMAG-PEI-
epiclorhidrina, transMAG-PEI-SDS, transMAG-PEI-bajo PM, transMAG-PEI-C1/1.

Preparacion de vectores: Se afiadieron 125 pl de solucion madre de ADN en cada caso a las cantidades siguientes
de suspensiones de transMAG, cada una en 125 pl de agua, y se mezclaron pipeteando:

transMAG:ADN 0,4 (0811 |2 |4 |8

(p/p)
Hg de transMAG en (2 4 5 (10 |20 |30

125 pl de agua

Después de 15-30 min de incubacion, se afiadieron y mezclaron 125 pl de solucién madre de PEI en cada caso.
Después de otros 15-30 min, se afiadieron 125 pl en cada caso de cloruro sédico 600 mM. Después de aprox. 45
min de incubacion, se afiadieron 50 pl de cada formulacién de complejo de ADN a las células por cuadruplicado en
dos placas diferentes. Justo antes de esto, se habian complementado las células con 150 pl de DMEM completo
recién preparado. Durante los siguientes 15 min de incubacion, se colocé una placa sobre la placa magnética con
formato de 96 pocillos. Después de eso, se lavaron las células una vez con DMEM completo seguido de incubacion
durante la noche hasta el ensayo de luciferasa. La figura 20 muestra que, en principio, cada tipo de particulas
magnéticas usadas para la magnetofeccién en esos experimentos provoca un aumento de la transferencia génica en
presencia de un campo magnético en comparacion con su ausencia.

Ejemplo 22: Transfeccién de células NIH3T3 con ADN + transMAG con diversos recubrimientos de superficie
de PEI. Preparacion del vector en glucosa y soluciones que contienen sales. Valoracion de proporciones
Optimas de transMAG:ADN

Células: se sembraron 18.500 células en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccion.

Ajustes generales: 1 ug de ADN / pocillo

Se afadieron 50 pl de cdctel de transfeccion por pocillo a células en 150 pul de DMEM completo.
Proporciones de transMAG-PEI:ADN (p/p) = 20, 13,33, 8,89, 5,93, 3,95, 2,63, 1,76, 1,17, 0,78, 0,52, 0,35, 0.
Soluciones madre de ADN: 40 pg/ml en glucosa al 5 % y en cloruro sédico 300 mM, respectivamente.

transMAG y series de dilucion: transMAG-18/1, transMAG-19/1, transMAG-PEI-21/1, transMAG-23/1, transMAG-
24/1, transMAG-25/1, transMAG-37, transMAG-38.

Se llevaron a cabo dos series de dilucion idénticas en glucosa al 5 % y en agua. Se afiadieron por triplicado noventa
ul de soluciones madre en glucosa al 5 % y agua, respectivamente, que contenian cada una 72 ug de transMAG a
las primeras columnas de placas de 96 pocillos con fondo en U.

Todos los demas pocillos se llenaron con 30 ul de glucosa al 5 % y agua, respectivamente. Usando un pipeteador
multicanal, se transfirieron 60 ul en cada caso de la columna 1 a la columna 2, se mezclaron pipeteando, se
transfirieron 60 pl en cada caso de la columna 2 a la columna 3 y asi sucesivamente.

La columna 12 se dejo con un contenido de 30 pl de glucosa al 5 % y agua, respectivamente.

Preparacion de vectores: Se afiadieron 30 pl en cada caso de solucién madre de ADN en glucosa al 5 % o cloruro
sédico 300 mM y se mezclaron con las series de dilucién en glucosa al 5 % y agua, respectivamente, usando un
pipeteador multicanal.

Transfeccion: Después de 30 min de incubacién, se transfirieron 50 pl en cada caso de las formulaciones de
complejo de ADN a las células en dos placas diferentes. Justo antes de esto, se habian complementado las células
con 150 pl de DMEM completo recién preparado. Durante los siguientes 20 min de incubacion, se colocaron las
placa sobre placas magnéticas con formato de 96 pocillos. Después de eso, se lavaron las células una vez con
DMEM completo seguido de incubacion durante la noche hasta el ensayo de luciferasa. Los resultados de estos
experimentos se muestran en la figura 21.

Ejemplo 23: Transfeccion de células NIH3T3 y HepG2 con transMAG-pASP-ADN y diversas cantidades de PEI

Células: se sembraron 35.000 células NIH3T3 y 45.000 células HepG2 por pocillo en placas de 96 pocillos 5 h antes
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de la transfeccion.

Ajustes generales: 0.5 ug de ADN / pocillo.

Se afiadieron 50 pl de coctel de transfeccion por pocillo a células en 150 pul de DMEM completo.
Proporciones N/P de PE:ADN =0, 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,910, 11.

proporcion de transMAG-pASP:ADN (p/p) = 1.

Solucién madre de ADN: 40 ug/ml en HEPES 20 mM a pH 7,4.

Solucién madre de transMAG-pASP: 40 ug/ml en HEPES 20 mM a pH 7,4.

Soluciones madre de PEI:

PEI:ADN 0 1 2 3 4 5

(proporcién N/P)
PEI (ug/ml en 0 5,21 | 10,42 | 15,64 | 20,85 | 26,06

HEPES 20 mM)
PEI:ADN 6 7 8 9 10 | 11

(proporcién N/P)
PEI (ug/ml 31,27 | 36,49 | 41,70 | 46,91 | 52,12 | 57,33

en HEPES 20 mM)

Preparacién de vectores: Se mezclaron las soluciones madre de ADN y transMAG-pASP a una proporcién vol/vol de
1:1. De la mezcla resultante, se afiadieron 430 pl en cada caso a cada 215 pl de las soluciones madre de PEl y se
mezclaron. Después de 15 min de incubacién, se mezclaron los complejos resultantes con 215 pl en cada caso de
cloruro sédico 600 mM en HEPES 20 mM a pH 7,4.

Transfeccion: Después de aprox. 30 min de incubacion, se afiadieron 50 pl de cada formulacion de complejo de ADN
a las células por cuadruplicado en dos placas diferentes de cada linea celular. Justo antes de esto, se habian
complementado las células con 150 pl de DMEM completo recién preparado. Durante los siguientes 10 min de
incubacién, se colocé una placa por linea celular sobre la placa magnética con formato de 96 pocillos. Después de
eso, se cambié el medio por DMEM completo recién preparado sin lavado. Se hicieron crecer las células durante 24
h hasta el ensayo de luciferasa. El resultado de estos ensayos se presenta en la figura 22.

Ejemplo 24: Transfeccion de células CHO-K1 con GenePorter-ADN + transMAG-PEI

Células: se sembraron 19.500 células por pocillo en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccion.
Concentracion de partida: 0,1 ug de ADN / pocillo

100 pl de volumen de transfeccion / pocillo DMEM sin suero.

5 pl de GenePorter / 1 ug de ADN.

Solucion madre de ADN: 24 g en 1,2 ml de DMEM.

Se afiadieron 144 pl de solucion madre de ADN en cada caso a las cantidades siguientes de suspensiones de
transMAG-PEI en 144 pl de DMEM y se mezclaron pipeteando:

transMAG:ADN (p/p) 0 (05 |1 2 4 6 8 10

Hg de transMAG-PEI 0 |1,44 |2,88 |576 [11,52 (14,4 [23,03 |28,8

en 144 yl de DMEM

La incubacion no fue méas prolongada del tiempo de manipulaciéon necesario. Inmediatamente, se afiadieron las
mezclas de transMAG-ADN y se mezclaron en 8 tubos que contenian 14,4 pl de GenePorter diluido a 288 pl con
DMEM. Después de 20 min de incubacién, se llenaron los complejos de ADN hasta 2880 pl con DMEM. Después, se
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afiadieron 3 x 230 ul de cada composicion (por triplicado) de forma consecutiva a las filas Ay E, respectivamente, de
4 placas de 96 pocillos de fondo redondo. Todas las demas filas se llenaron con 115 pl de DMEM.

Series de dilucién: Usando un pipeteador multicanal, se transfirieron 115 pl en cada caso de la fila A y E,
respectivamente, a las filas B y F, respectivamente, se mezclaron pipeteando, después se transfirieron 115 pl en
cada caso de la fila B y F, respectivamente, a las filas C y G, etc. El tiempo total de manipulacién fue de
aproximadamente 20 min.

Transfeccion: Se retir6 medio que contenia suero de 4 placas y se reemplaz6 con 100 ul en cada caso de las series
de diluciéon de complejo de ADN. Se incubaron dos placas durante 10 min, seguido de lavado con DMEM completo
(FCS al 10 %, pen, estrep). Se incubaron dos placas durante 4 h, seguido de la adicién de 100 pl en cada caso de
DMEM que contenia FCS al 20 % (no se retiraron los complejos de las células). Para cada tiempo de incubacién, se
mantuvo una placa sobre la placa magnética durante todo el tiempo de incubacion. Se recogieron las células para el
ensayo de luciferasa 24 h después de la transfeccion. Los resultados se muestran en la figura 23.

Ejemplo 25: Transfeccién de células CHO-K1 con Lipofectamine + transMAG-PEI
Células: se sembraron 19.500 células en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccion.
Concentracidn de partida: 0,1 ug de ADN / pocillo

100 pl de volumen de transfeccion / pocillo DMEM sin suero.

4 pl de Lipofectamine / 1 pg de ADN.

Solucion madre de ADN: 24 pg en 1,2 ml de DMEM.

Se afiadieron 144 pl de soluciébn madre de ADN en cada caso a las cantidades siguientes de suspensiones de
transMAG-PEI en 144 pl de DMEM y se mezclaron pipeteando:

transMAG:ADN 0 |05 |1 2 4 6 8 10

(p/p)
Hg de transMAG-PEI [0 [1,44 [2,88 |5,76 [11,52 (14,4 [23,03 (28,8

en 144 yl de DMEM

La incubacion no fue mas prolongada del tiempo de manipulacion necesario. Inmediatamente, se afadieron las
mezclas de transMAG-ADN y se mezclaron en 8 tubos que contenian 11,52 pl de Lipofectamine diluido a 288 pl con
DMEM. Después de 20 min de incubacién, se llenaron los complejos de ADN hasta 2880 pl con DMEM. Después, se
afiadieron 3 x 230 pl de cada composicidn (por triplicado) de forma consecutiva a las filas A y E, respectivamente, de
4 placas de 96 pocillos de fondo redondo. Todas las demas filas se llenaron con 115 pl de DMEM.

Series de dilucién: Usando un pipeteador multicanal, se transfirieron 115 pl en cada caso de la fila A y E,
respectivamente, a las filas B y F, respectivamente, se mezclaron pipeteando, después se transfirieron 115 pl en
cada caso de la fila B y F, respectivamente, a las filas C y G, etc. El tiempo total de manipulaciéon fue de
aproximadamente 20 min.

Transfeccion: Se retiré medio que contenia suero de 4 placas y se reemplaz6 con 100 pl en cada caso de las series
de dilucion de complejo de ADN. Se incubaron dos placas durante 10 min, seguido de lavado con DMEM completo
(FCS al 10 %, pen, estrep). Se incubaron dos placas durante 4 h, seguido de la adicién de 100 pl en cada caso de
DMEM que contenia FCS al 20 % (no se retiraron los complejos de las células). Para cada tiempo de incubacién, se
mantuvo una placa sobre la placa magnética durante todo el tiempo de incubacion. Se recogieron las células para el
ensayo de luciferasa 24 h después de la transfeccion (véase la figura 24).

Ejemplo 26: Transfeccion de células CHO-K1 con DOCHOL-ADN * transMAG-PEI
Células: se sembraron 19.500 células en placas de 96 pocillos el dia antes de la transfeccion.
Concentracion de partida: 0,5 ug de ADN / pocillo

Se afiadieron 50 pl de cdctel de transfeccion / pocillo a células en 150 pl de DMEM completo.
Proporcion de carga de DOTAP:ADN = 5:1.

Solucién madre de ADN: 92,16 ug en 2304 ul de agua

Solucién madre de DOCHOL: 279,3 pl de liposomas de DOTAP-colesterol 5 mM diluidos a 2304 pl con agua.
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Se afiadieron 250 pl de solucion madre de ADN en cada caso a las cantidades siguientes de suspensiones de
transMAG-PEI en 250 pl de agua y se mezclaron pipeteando:

transMAG:ADN 0O (0,2 |04 |06 (08 (1 |2 |4

(p/p)
Mg de transMAG-PEI |0 |2 4 6 8 10 (20 |40

en 250 ul de agua

Después de 15 min de incubacién, se afiadieron las mezclas resultantes a 250 pul en cada caso de solucién madre
de DOCHOL y se mezclaron. Después de otros 15 min, se afiadieron los complejos de ADN resultantes y se
mezclaron con 250 ul de solucion de cloruro sédico 600 mM en cada caso, seguido de 30 min de incubacion.

Series de dilucidon: Se afiadieron cuatro veces 240 pl de cada preparacién de vector por pocillo en las columnas 1y
7, respectivamente, de dos placas de 96 pocillos con fondo en U. Todos los demas pocillos se llenaron con 120 pl de
cloruro sédico 150 mM. Usando un pipeteador multicanal, se transfirieron 120 pl en cada caso de las columnas 1y 7,
respectivamente, a las columnas 2 y 8, respectivamente, se mezclaron pipeteando, después se transfirieron 120 pl
en cada caso de las columnas 2 y 8, respectivamente, a las columnas 3y 9, etc.

Transfeccion: Se complementaron las células con DMEM completo recién preparado antes de la transfeccion. Se
transfirieron cincuenta microlitros en cada caso de complejos de ADN por pocillo a las células 2 veces en 2 placas
diferentes. Se coloc6 una placa de cada una de las 2 veces 2 placas que habian recibido cocteles de transfeccion
idénticos sobre la placa magnética con formato de 96 pocillos. Después de 10 min de incubacion, se lavaron todas
las placas una vez con 150 pl de DMEM completo recién preparado por pocillo y después se incubaron en DMEM
completo hasta el ensayo de luciferasa después de 24 h (véase la figura 25).

Ejemplo 27: Cinética de magnetofeccion con lipidos cationicos en células NIH3T3

Células: se sembraron 22.000 células NIH3T3 por pocillo en dos placas de 96 pocillos diferentes el dia antes de la
transfeccion.

Dosis de ADN: 0,1 pg de pCMV-Luc por pocillo.
Proporcion de TransMAG-PEI:ADN (p/p): 2:1.
Solucion madre de ADN: 20 pg/ml en DMEM.

Preparacién de vectores: En dos configuraciones diferentes en dos veces, se mezclaron 216 ul de solucion madre
de ADN (equivalentes a 4,32 ug de ADN) a) con un volumen igual de DMEM, b) con un volumen igual de DMEM que
contenia 8,64 pg de transMAG-PEI. Las suspensiones de transMAG-PEI en DMEM se prepararon justo
inmediatamente antes de esta etapa.

Inmediatamente, se mezclaron las suspensiones resultantes con a) 17,28 pul de Lipofectamine® diluido a 432 pl con
DMEM, b) con 21,6 pl de GenePorter™ diluido a 432 pyl con DMEM. Después de 20 min de incubacion, se diluyeron
los complejos resultantes a 4320 pul con DMEM. Esto dio lugar a las cuatro preparaciones de vectores siguientes: 1.
Lipofectamine-ADN (4 pl de Lipofectamine por pg de ADN); 2. Lipofectamine/transMAG-PEI/ADN (4 pl de
Lipofectamine y 2 ug de transMAG-PEI por pg de ADN); 3. GenePorter/ADN (5 pl de GenePorter por ug de ADN); 4.
GenePorter/transMAG-PEI/ADN (5 pl de GenePorter y 2 pg de transMAG-PEI por pg de ADN).

Transfeccion: Se retir6 el medio de cultivo de las células de dos placas de 96 pocillos diferentes. Se llenaron
dieciocho pocillos de cada placa con 100 pl cada uno de las cuatro preparaciones de complejo de ADN diferentes.
Se coloc6 una de las dos placas sobre la placa magnética con formato de 96 pocillos. Cinco, 10, 20, 40 y 240
minutos después de la adicion de complejo de ADN, se retiraron los cocteles de transfeccion de 3 pocillos de cada
preparacion de complejo de ADN en ambas placas, después se lavaron las células una vez con medio completo
recién preparado (DMEM que contenia FCS al 10 % y penicilina/estreptomicina) y después se cultivaron en medio
completo hasta que se llevd a cabo el ensayo de luciferasa aprox. 20 h después de la transfeccion. Se retiré la placa
magnética después del Ultimo punto temporal (240 minutos). Los resultados de estos experimentos se presentan en
la figura 26.

Ejemplo 28: Magnetofeccidn retrovirica

Se incubaron células NIH3T3 (1 x 10° células plaqueadas en placas de 35 mm 24 h antes de la infeccion) durante 3
h con alicuotas de 1 ml de sobrenadantes de 24 h de células empaquetadoras ecotrépicas productoras de MuLV de
valoracién baja (subclon A6.LT GP86-NA.6; ~1-5 x 10° UFC Xgal/ml; Kruger et al. 1994). Se aplicaron estos
sobrenadantes tratados o no tratados con transMAG"® (3 pg/ml durante 20 min) y/o polibreno (8 pg/mi
inmediatamente antes de la infeccidn). Se aplicaron imanes a grupos especificos durante 1 h. Después de 48 h, se

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2391764 T3

tifleron las células con X-Gal y se contaron los nucleos azules (figura 27).

Ejemplo 29: Magnetofeccién retrovirica - acumulacion de vector en células diana mediante campo magnético
en comparacién con acumulacién de vector por fuerza centrifuga

Se sembraron células NIH3T3 en placas de 96 pocillos a una densidad de 7.000 células por pocillo el dia antes de la
transduccion. Alicuotas de tres mililitros de sobrenadantes de 24 h de células empaquetadoras ecotropicas
productoras de MuLV de valoracion baja (subclon A6.LT GP86-NA.6; ~ 1-5 x 10° UFC Xgal/ml) se mezclaron y se
incubaron con 9 g, 27 ug y 45 ug de transMAG-PEI. Se afiadieron alicuotas de cincuenta pl de estas preparaciones
a las células NIH3T3 de las que se acababa de retirar el medio. Esta placa de 96 pocillos se coloco sobre la placa
magnética con formato de 96 pocillos durante una hora. Después, se llenaron los pocillos con medio completo hasta
200 pl y se incubaron durante 48 h.

Para su comparacion, se mezcl6 el sobrenadante retrovirico con 8 pg/ml de polibreno y se incubaron las células con
dosis de virus idénticas a las de durante la magnetofeccion durante 48 h en dos placas. Se centrifugd una de las dos
placas a 1330 x g a 37 °C durante 90 minutos y después se devolvi6 a la incubadora. Se determiné la expresion de
B-galactosidasa después de 48 horas usando la tincion CPRG de lisados celulares (Planck et al. 1999). La figura 28
muestra los resultados de estos experimentos. Los datos confirman que la magnetofeccion retrovirica es mejor que
la transduccion mediada por polibreno estandar. La transfeccion asistida por centrifugacion estandar mejora la
eficacia de la transduccion aproximadamente 2 veces. Sin embargo, los niveles de transduccién mas altos se logran
por magnetofeccién, dependiente de la proporcién de transMAG vy virus.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para transfectar una célula que comprende la etapa de poner un complejo que
comprende

(i) uno o mas vectores que comprenden una 0 mas moléculas de acido nucleico; y
(i) una o mas particulas magnéticas que se acoplan con uno o mas oligo- o policationes u oligo- o polianiones

en contacto con una célula aplicando un campo magnético adecuado, en el que dicha(s) particula(s) magnética(s) y
dicho(s) vector(es) se ensamblan en el complejo por agregacién inducida por sal.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dichas particulas magnéticas tienen un tamafio de hasta 2000
nm.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 2, en el que dichas particulas magnéticas se acoplan con un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en poli(etilenimina) (PEI), PEl-estreptavidina, PEI-biotina, almidén-fosfato, acido
poliaspartico, acido poliacrilico, acido poliacrilico-co-maleico, acido arabinico, PEI-etoxilada, PEIl-epiclorhidrina y PEI-
dodecilsulfato sédico.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho campo magnético es un campo
permanente o un campo electromagnético.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicho campo electromagnético oscila.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la célula se transfecta en un ensayo
de alto rendimiento.

7. Un procedimiento para la preparacion de un complejo util para transfectar una célula, comprendiendo dicho
procedimiento la etapa de enlazar uno o mas vectores que comprenden una o0 mas moléculas de acido nucleico y
una 0 mas particulas magnéticas que se acoplan con uno o més oligo- o policationes u oligo- o polianiones, en el
que los componentes de dicho complejo se ensamblan por agregacion inducida por sal.

8. Un complejo util para transfectar una célula que comprende
(i) uno o mas vectores que comprenden una o0 mas moléculas de acido nucleico; y
(i) una o mas particulas magnéticas que se acoplan con uno o mas oligo- o policationes u oligo- o polianiones,

en el que dicha(s) particula(s) magnética(s) y dicho(s) vector(es) se ensamblan en el complejo por agregacion
inducida por sal.

9. El complejo de la reivindicacion 9, en el que dichas particulas magnéticas tienen un tamafio de hasta 2000 nm.

10. El complejo de la reivindicacién 8 o 9, en el que dichas particulas magnéticas se acoplan con un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en poli(etilenimina) (PEI), PEl-estreptavidina, PEI-biotina, almidén-fosfato, &cido
poliaspartico, &cido poliacrilico, &cido poliacrilico-co-maleico, acido arabinico, PEI-etoxilada, PEl-epiclorhidrina y PEI-
dodecilsulfato sédico.

11. Una composicion farmacéutica que comprende el complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10y,
opcionalmente, un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12.Uso del complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para la preparacion de una composicion
farmacéutica para la prevencion, el tratamiento o la vacunacion contra una enfermedad por medio de la
administracion de un vector terapéuticamente util que comprende una o mas moléculas de acido nucleico a un
sujeto, implicando dicha prevencién, tratamiento o vacunacion la transfeccion de células con elllos vector(es)
presente(s) en dicho complejo por medio de la aplicacion de un campo magnético adecuado.

13. El complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para su uso en un procedimiento de prevencion,
tratamiento o vacunacion contra una enfermedad por medio de la administracion de un vector terapéuticamente Util
gue comprende una 0 mas moléculas de acido nucleico a un sujeto, implicando dicha prevencion, tratamiento o
vacunacion la transfecciéon de células con el/los vector(es) presente(s) en dicho complejo por medio de la aplicacion
de un campo magnético adecuado.

14. Uso del complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para transfectar una célula in vitro, en el que
se pone en contacto el complejo con una célula mediante la aplicacién de un campo magnético adecuado.

15. Uso del complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 para transfectar células in vitro en un ensayo
de alto rendimiento en el que se pone en contacto el complejo con una célula mediante la aplicacién de un campo
magnético adecuado.
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16. Un kit que comprende
(i) el complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 y

(i) opcionalmente, particulas magnéticas y/o vectores que comprenden una o mas moléculas de acido nucleico y/o
componentes de vector adecuados para incorporar una molécula de acido nucleico que se quiere expresar e
instrucciones para la aplicacion de un procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,y

(iii) opcionalmente, células y/o adyuvantes de tratamiento génico y/o uno o mas imanes permanentes Utiles para
aplicar el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.
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Fig. 17A
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Fig. 17B
B M con iman
O sin iman
500
450
[=)
< 400
T 350
O 300
\
i 250
£ 200
=
g 150
2 100
50 A
O __L = ==
proximal |en posicion distal distal
i al imén del imdn | del imdn alejado
MW con iman 47,36 448,81 13.44
O sin iman 1,54 18,61 0,00 9,67
Fig. 17C
c B con iman
O sin iman
120
100
Q
2
e
@ 80
w)]
~ 60
4]
1]
5 40
£
g
= 20
a
0 proximal |en posicion distal distal
al iman del iman | del iman alejado
m con iman 8,38 72,99 60.59 111.47
0 sin iman 0,05 0.1 0,10 0,03

63



ES 2391764 T3

yoauadng
©
¥ 910'0 B
Z 2
< =
3 5
2 £
5 0
o 8
3 o
o
o o o o
© < o
eujsjold Buw ; eselsyon| Bu
jospadng
< =)
n =
E vevel %
<| 06ElL <
- g
=t cll
g. o€ e
= 89
o
gl
o o o o
© < Q
eujajold Buw ; eselsyon| Bu
'E}xoepadns
9100
N -LE0'0 B
" =
= €900 =
0 0
< -Gg1'0 <
°| H mSC0 o
£ 0 28
ST
@ o
o o ) )
© < X

eujsjold Buw / esessyon| Bu

64

A con iman

O sin iman

Fig. 18



ES 2391764 T3

.oo___ooq\zo< B

o
(0}
N
(o)}

0

-
)
o0

o
N o
o 2]

B /134-DvWsuen B |
.n,o___ooen_w_o,q 6ri
o - o
4 N ™ o
(4} ] o)) nw._ (6)]

i _H 0 b
1
- 1
1
— 1

Br 7 134-9vWsuen br o

)

F )
L]
: &
~0° L W
L0°01L w
L0001 &
B

£0'0001 S
o,
0‘000013
‘ O
1'0 ©
. &
-0 L m,.
o0k @
L0'001 2
2

[0°'0001 S
@
0‘00001 3

61 "Bid
o Olod/NAY br

0

S ™ o

(&) 3] 3 0 . -

_ . L0 @

; =

¢ Q.
it &
0'0L @
L0'00L @&

°
L to‘o00L S
o
¢ >
b/ I3d-DVNsuex; bl go 0'0000L®
uewi uIs 0 3
uewl uoo m

o o___oogo\zo< 6r

S = (=}

()] m 3 ™ . =
| | 51 10 @
€S L v b m

.O._‘ w

. o
‘0L &

1 =

: ! 1 L0001 &
1 . m

100001 z

0000013

bri / 1I3d-Dvsuen br 20

Sollvod/NaY Br

0

ST

o L
(o)) —
\*] N
nﬁ ()]
I

L

G0

L

-
o

ﬁ

F0°}
00k
F0°00+
-0°0001

eujajoid Bwyeselsyon| Bd

B / 134-DvWsuen bl 9°0

SolIod/NaY br

-G290°
gzLo
G20

0'00001}

a

S‘0

ES

L

1
~—
o

0°k
-0°0 4
-0°001
-0°0001

eujayold Bwyesessyion| Bd

Bl / |I3d-Dysues br o

v

0‘00001

65



ES 2391764 T3

Nay br ; oysuesy br

0'8 0'v 0 0'L .80 %O

-

1 1
- -
o

o
-

-00}

EPE[IX0}2-|3d-DYINSUB)

Nay br ; oywsues 6r

L S

a

‘8 0'v 0'C 0L 80 ¥‘O

Vava-ovinsues

000}

eujajoud Buw ; esessyion| Bu

eujajoud Buw / eselssyion| bu

0z b1

Nay br / pysuesn br

08 0 02 0L 80 ¥'0 5
-L0‘0 @
! =
2 ‘ Q.
(5 o 0] Ny
o
..v %
THlor 3
> =
001 oS
o @
tloooL B
1I3d-NOQINTV-OVINsSuUen
uew uis O 5
uBwI Uoo M
Nav 6r ; oywsues b
0'8 0'v 0C 0‘t 80 +O 5
) LH L0 @
F L = cP, s
© R - o)
i O N o
= w
H H 8
(0 ¢] (0]
-0 | o
: 2
o)
1 1 L m.
000} ©
Av3A-ODVINsues}

66



ES 2391764 T3

uoloenunuod oz “Bi4

NaY 6r / oywsuey 6r
0‘'8 0y 0z 0t 80 %O

I L
h o -
-
o

=
o
-

001

H1O-13d-OVINsues oot

NaV 6r ; oypsues b
0‘'8 0¥ 02 0t 80 +‘0

SAs-13d-DviNsuel o

eujejoid Buw / esessjion| Bu

eujsjoid B / eselssjion| Bu

NAaY 6 / oysuel; 6
0‘'8 0y 0z 0t 80 O 5
} ﬁ_..O Rul
c
o,
L1 N.m:
%
|O—. D/u
3
©
o]
00k 3
@
000} ©
Wd ofeq-j34-DyNsues
uewi uis 0 3

uewl Uoo m

Nav 6 ; oywsues; 6d
0‘'s 0¥ 02 0L 80 ¥'0

1
~—
o

L]
—

-00 1

LS
o
-
eulsjoid Bw ; eselsyion| Bu

0001
euLIpiylolIda -|3d-DvNsuEs)

= |

67



ES 2391764 T3

1600

-o—18/1
—--19/1
——21/1

1400
1200
1000

eujajoad Buw ; esesayion| bd

transMAG:ADN (p/p)

Fig. 21A
Fig. 21B

11nnmn

VA0 TN 0

wmmﬂﬂzaw_.?
TIQMA
—

o o

g 8 8 § 8

ROU nOU w Qo w
N N - -

euiajoid Bw ; esesayon| bd

transMAG:ADN (p/p)

68



ES 2391764 T3

- NIH3T3
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Fig. 23-Al GenePorter 10 min.

transMAG:ADN 0 0,5 1 2 4 6 8 10
—

dosis de ADN

(Mg/pocillo)|

0,1 1 21 15 13 38 68 36 11
0,05 0 30 26 48 38 73 170 33
0,025 1 132 76 27 49 74 55 46
0,0125 0 123 40 99 73 50 48 29
Fig. 23-A2 GenePorter 4h.

transMAG:ADN 0 0,5 1 2 4 6 8 10
—

dosis de ADN

(ug/pocillo)|

0,1 1 1 1 0 1 1 1 1
0,05 1 1 1 0 1 1 1 1
0,025 1 2 2 1 2 1 1 1
0,0125 1 3 3 2 4 3 3 1
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Fig. 23A Tabla

71



ES 2391764 T3

23B-1: 10 min, con iman

23B-2: 10 min, sin iman
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023C-1: 10 min, con iman 23C-2: 10 min, sin iman
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w
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transMAG: ADN (p/p) transMAG: ADN (p/p)

Dosis ADN/pocillo

—& 0,1 pg

—— 0,05 ug
—0— 0,025 pg

—&— 0,0125 pg

Fig. 23C
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Fig. 24-Al Lipofectamine 10 min.

transMAG:ADN 0 0,5 1 2 4 6 8 10

—

dosis de ADN

(Mg/pocillo)|

0,1 1 19 37 147 9 5 5 4

0,05 1 0 15 506 43 19 20 6

0,025 1 0 79 22 30 12 18 6

0,0125 1 0 23 42 9 5 17 6

Fig. 24-A2 Lipofectamine 4 h.

transMAG:ADN 0 0,5 1 2 4 6 8 10

—

dosis de ADN

(ug/pocillo)|

0,1 0 8 2 2 0 0 0 0

0,05 0 2 1 2 1 0 0 0

0,025 1 3 1 3 2 1 1 0

0,0125 1 2 1 1 1 1 1 1
Fig. 24A Tabla
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24B-1: 10 min, con iman

ES 2391764 T3

24B-2: 10 min, sin iman
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ng luciferasa / mg proteina

ng luciferasa / mg proteina

ES 2391764 T3

024C-1: 10 min, con iman

24C-2: 10 min, sin iman
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DOCHOL 10 min.

ES 2391764 T3

transMAG:ADN 0,2 0,5 0,6 0,8 2 4

d_;sis de ADN

(Mg/pocillo)|

0,5 3 2 6 3 12 11

0,25 10 4 14 8 33 19

0,125 1 13 29 48 14 54

0,0625 5 5 18 4 16 100

0,03125 9 40 3 2 76 93

0,015625 4 56 414 10 112 4300
Fig. 25A Tabla
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