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DESCRIPCION
Métodos para preparar copolimeros de ciclodextrina lineales

La invencion se refiere métodos de preparacion de copolimeros de ciclodextrina lineales hidrosolubles y copolimeros
de ciclodextrina hidrosolubles lineales oxidados.

Las ciclodextrinas son polisacaridos ciclicos que contienen unidades de D(+)-glucopiranosa de origen natural con
ligamiento a-(1,4). Las ciclodextrinas mas comunes son las alfad) -ciclodextrinas, beta (f3)-ciclodextrinas y gamma
(y)-ciclodextrinas que contienen, respectivamente, 6, 7 u 8 unidades de glucopiranosa. Estructuralmente, la
naturaleza ciclica de la ciclodextrina forma un toro o forma de tipo rosquilla que tiene una cavidad interna apolar o
hidrofébica, estando situados los grupos hidroxilo secundarios en un lado del toro de ciclodextrina y estando
situados los grupos hidroxilo primarios en el otro. Por tanto, usando (B)-ciclodextrina como ejemplo, a menudo se
representa la ciclodextrina esquematicamente como sigue:

2" hidroxilo

1* hidroxilo

HO oH

B~ ciclodextrina (CD)

El lado en el que estan localizados los grupos hidroxilo secundarios tiene un diametro mayor que el lado en el que
estan localizados los grupos hidroxilo primarios. La naturaleza hidrofdbica de la cavidad interna de la ciclodextrina
permite la inclusion de una variedad de compuestos (Comprehensive Supramolecular Chemistry, volumen 3, J.L.
Atwood et al., ed., Pergamon Press (1996); T. Cserhati, Analytical Biochemistry, 225: 328-332 (1995); Husain et al.,
Applied Spectroscopy, 46: 652-658 (1992); documento FR 2665169).

Las ciclodextrinas se han usado como vehiculo de suministro de diversos compuestos terapéuticos mediante la
formacion de complejos de inclusion con diversos farmacos que pueden ajustarse a la cavidad hidrofébica de la
ciclodextrina o mediante la formacion de complejos de asociacién no covalentes con otras moléculas biolégicamente
activas tales como oligonucleétidos y derivados de los mismos. Por ejemplo, la patente de EE.UU. 4.727.064
describe preparaciones farmacéuticas consistentes en un farmaco con hidrosolubilidad sustancialmente baja y una
mezcla basada en ciclodextrina amorfa hidrosoluble. El farmaco forma un complejo de inclusion con las
ciclodextrinas de la mezcla. En la patente de EE.UU. 5.691.316, se describe un sistema de suministro celular de
ciclodextrina para oligonucleétidos. En dicho sistema, se compleja no covalentemente un oligonucleétido con una
ciclodextrina o, como alternativa, el oligonucleétido puede unirse covalentemente con adamantina que, a su vez,
esta asociada no covalentemente con una ciclodextrina.

Son también conocidos en la materia diversos polimeros que contienen ciclodextrina y métodos para su preparacion
(Comprehensive Supramolecular Chemistry, volumen 3, J.L. Atwood et al., ed., Pergamon Press (1996)). Se
describe un proceso para producir un polimero que contiene ciclodextrina inmovilizada en la patente de EE.UU.
5.608.015. Segun el proceso, se hace reaccionar un derivado de ciclodextrina con un monémero de haluro de acido
de un acido a,B-insaturado o derivado del mismo que tiene un grupo isocianato terminal o un derivado del mismo. El
derivado de ciclodextrina se obtiene haciendo reaccionar ciclodextrina con compuestos tales como haluros de
carbonilo y anhidridos de acido. El polimero resultante contiene unidades de ciclodextrina como cadenas laterales
que parten de una cadena principal polimérica lineal.

La patente de EE.UU. 5.276.088 describe un método de sintesis de polimeros de ciclodextrina haciendo reaccionar
poli(alcohol vinilico) o celulosa o derivados de los mismos con derivados de ciclodextrina o mediante
copolimerizacién de un derivado de ciclodextrina con acetato de etilo o metacrilato de metilo. De nuevo, el polimero
de ciclodextrina resultante contiene un resto ciclodextrina como resto pendiente que parte de la cadena principal del
polimero.

Se describe en el documento WO 96/09073 A1 un ensamblaje polimérico medicinal biodegradable con estructura
supramolecular. El ensamblaje comprende una serie de compuestos ciclicos portadores de farmaco preparados
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uniendo un farmaco a unaaq, 8 o y-ciclodextrina y eslabonando entonces los compuestos de farmaco/ciclodextrina a
lo largo de un polimero lineal con los restos biodegradables unidos a ambos extremos del polimero. Dicho
ensamblaje es capaz, segun los informes, de liberar un farmaco en respuesta a una biodegradacién especifica que
ocurre en una enfermedad. Estos ensamblajes se designan cominmente como polimeros de ciclodextrina “de tipo
collar”.

Se describen en el documento JP 58167613 polimeros de ciclodextrina en que el resto ciclodextrina es parte de la
cadena principal y no un resto pendiente a partir de la cadena principal y un método para su preparacion, y se
obtienen haciendo reaccionar una ciclodextrina con un compuesto diepoxidico de manera aleatoria. Sin embargo,
sigue existiendo la necesidad de polimeros que contienen ciclodextrina lineales.

Esta invencion responde a esta necesidad al proporcionar un método para preparar un copolimero de ciclodextrina
lineal hidrosoluble que comprende:

proporcionar un precursor monomeérico de ciclodextrina diaminado y

copolimerizar el precursor monomérico de ciclodextrina diaminado con un precursor de ligador que contiene al
menos dos grupos funcionales mediante los cuales puede conseguirse un ligamiento con el precursor monomeérico
de ciclodextrina, en el que los restos ligadores comprenden un grupo polietilenglicol o un grupo que tiene la siguiente
estructura: -SCH2CHaNHC(NH,")(CH2)«C(NH2 )NHCH,CH,S-, en el que x= 1 a 50.

El copolimero de ciclodextrina lineal puede tener una unidad repetida de férmula la, Ib o una combinacion de las
mismas:

Un método posible implica yodar un precursor monomérico de ciclodextrina formando un precursor monomeérico de
ciclodextrina diyodado, aminar el precursor monomérico de ciclodextrina diyodado formando un precursor
monomeérico de ciclodextrina diaminado y copolimerizar entonces el precursor monomérico de ciclodextrina
diaminado con dicho precursor de ligador, produciendo el copolimero de ciclodextrina lineal.

El copolimero de ciclodextrina lineal oxidado como se define anteriormente puede ser un copolimero de ciclodextrina
lineal que contiene al menos un resto de ciclodextrina oxidado de férmula Vla o Vlb:
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Cada resto de ciclodextrina de un copolimero de ciclodextrina lineal puede oxidarse de modo que forme un
copolimero de ciclodextrina lineal oxidado que tiene una unidad repetida de formula Vla, VIb o una combinacion de
las mismas.

Se describe también un método para la preparacion de un copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de
ciclodextrina lineal oxidado reticulado con otro polimero que implica hacer reaccionar un copolimero de ciclodextrina
lineal o lineal oxidado con un polimero en presencia de un agente de reticulacion.

La invencidén proporciona adicionalmente un método para unir un copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de
ciclodextrina lineal oxidado que tiene al menos un ligando unido al copolimero de ciclodextrina. El ligando puede
estar unido al resto monomeérico de ciclodextrina o al resto comonomeérico del copolimero.

Un copolimero de ciclodextrina lineal es un polimero que contiene restos monoméricos de ciclodextrina como parte
integral de su esqueleto polimérico. Anteriormente, los restos de ciclodextrina no eran parte de la cadena principal
polimérica, si no que estaban unidos partiendo del esqueleto polimérico como restos pendientes. Segun la invencion,
un copolimero de ciclodextrina lineal puede tener una unidad repetida de formula la, Ib o una combinacién de las
mismas:
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C - (Ib)

L .

En la férmula la y Ib, C es un resto monomérico de ciclodextrina sustituido o no sustituido y A es un resto ligador
unido, concretamente unido covalentemente, al resto monomérico de ciclodextrina C. La polimerizacién de un
precursor monomeérico de ciclodextrina con un precursor de ligador da como resultado un copolimero de
ciclodextrina lineal de la invencion. En un copolimero de ciclodextrina lineal individual de la invencion, el resto
monomeérico de ciclodextrina puede ser el mismo o diferente e, igualmente, el resto ligador puede ser el mismo o
diferente.

El precursor monomeérico de ciclodextrina puede ser cualquier ciclodextrina o derivado de la misma conocida en la
materia. Como se discute anteriormente, una ciclodextrina se define como un polisacarido ciclico que contiene lo
mas comunmente de 6 a 8 unidades de D(+)-glucopiranosa con un ligamiento a-(1,4). Preferiblemente, el precursor
monomeérico de ciclodextrina es una ciclodextrina que tiene 6, 7 y 8 unidades de de glucosa, concretamente,
respectivamente una alfa (a)-ciclodextrina, una beta (f3)-ciclodextrina y una gamma (y)-ciclodextrina. Un derivado de
ciclodextrina puede ser cualquier ciclodextrina sustituida conocida en la materia en que el sustituyente no interfiera
con la copolimerizacion con el precursor de ligador como se describe a continuacion. Con los fines de la invencion,
un derivado de ciclodextrina puede ser neutro, catidnico o aniénico. Los ejemplos de sustituyentes adecuados
incluyen, pero sin limitacion, grupos hidroxialquilo tales como, por ejemplo, hidroxipropilo, hidroxietilo; grupos éter
tales como, por ejemplo, dihidroxipropiléteres, metilhidroxietiléteres, etilhidroxietiléteres y etilhidroxipropiléteres;
grupos alquilo tales como, por ejemplo, metilo; sacaridos tales como, por ejemplo, grupos glucosilo y maltosilo;
grupos acidos tales como, por ejemplo, acidos carboxilicos, acidos fosforosos, acidos fosfinosos, acidos fosfénicos,
acidos fosforicos, acidos tiofosfonicos, acido tiofosfénico y acidos sulfénicos; grupos imidazol y grupos sulfato.

Un precursor monomérico de ciclodextrina puede modificarse quimicamente adicionalmente (por ejemplo,
halogenarse o aminarse) para facilitar o afectar a la copolimerizacién del precursor monomérico de ciclodextrina con
un precursor de ligador, como se describe a continuacion. La modificacién quimica del precursor monomérico de
ciclodextrina permite la polimerizacion en solo dos posiciones de cada precursor monomérico de ciclodextrina,
concretamente, la creacion de un resto monomérico de ciclodextrina bifuncional. El esquema de numeracion para las
posiciones C1-C6 de cada anillo de glucopiranosa es el siguiente:

- —

x=6,70 &

En una realizacién preferida, ocurre la polimerizacion en dos de cualquiera de las posiciones C2, C3 y C6,
incluyendo combinaciones de las mismas, del precursor monomérico de ciclodextrina. Por ejemplo, un precursor
monomeérico de ciclodextrina puede polimerizarse en dos posiciones C6, mientras que otro precursor monomérico de
ciclodextrina puede polimerizarse en la posicion C2 y C6 del precursor monomérico de ciclodextrina. Us@ndo -
ciclodextrina como ejemplo, el esquema de caracterizacion para la posicion relativa de cada anillo de glucopiranosa
en una ciclodextrina es el siguiente:
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= anillo de glucopiranosa

[3- ciclodextrina

En una realizacion preferida de un copolimero de ciclodextrina lineal de la invencion, el resto monomérico de
ciclodextrina tiene la siguiente férmula general (I1)

CH HO OH

En la formula (1), n y m representan enteros que, junto con los otros dos anillos de glucopiranosa, definen el numero
total de unidades de glucopiranosa en el resto monomérico de ciclodextrina. La férmula (lll) representa un resto
monomeérico de ciclodextrina que puede polimerizarse en dos posiciones C6 del resto monomérico de ciclodextrina.

Los ejemplos de restos monomerlcos de ciclodextrina de férmula (II) |ncluyen pero sin limitacion: 6”6 -deSOXI 0(-
ciclodextrina (n=0, m=4), 6"6° -deSOXI 0(0|clodextr|na (n=1, m=3), 6,6 -deSOX| a-ciclodextrina (n=2, m=2), 6 6°-
deSOX| -B-ciclodextrina (n=0, m=5), 6" 6° -deSOX| -B-ciclodextrina (n=1, m=4), 6" 6° -deSOXI -B-ciclodextrina (n=2, m=3),
6" 6° deSOXI -y-ciclodextrina (n=0, m=6), 6",6° -desoxi-y-ciclodextrina (n=1, m=5), 6" 6°-desoxi- -y-ciclodextrina (n=2,
m=4)y 6" 65-desoxi- -y-ciclodextrina (n=3, m=3). En otra realizacion preferida del copolimero de ciclodextrina lineal de
la invencion, el resto monomérico de ciclodextrina tiene la siguiente férmula general (l11):

HO
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en que p= 5-7. En la formula (Ill), una de las unidades de D(+)-glucopiranosa del resto monomérico de ciclodextrina
ha experimentado apertura de anillo para permitir la polimerizacion en la posicion C2 y C3 del resto monomérico de
ciclodextrina. Los restos monoméricos de ciclodextrina de formula (lll) estan comercialmente disponibles en
Carbomer de Westborough, MA. Los ejemplos de restos monomeéricos de ciclodextrina de férmula (1ll) incluyen, pero
sin limitacion, 2* 3*-desoxi-2",3*-dihidro-a-ciclodextrina, 2" 3*-desoxi-2*,3"-dihidro-B-ciclodextrina, 2*,3"-desoxi-
2A,3A-dihidro-y-ciclodextrina, designadas comunmente respectivamente como 2,3-desoxi-a-ciclodextrina, 2,3-desoxi-
B-ciclodextrina y 2,3-desoxi-y-ciclodextrina.

Un precursor de ligador puede ser cualquier compuesto de cadena lineal o ramificada, simétrico o asimétrico que,
tras reaccion con un precursor monomerico de ciclodextrina como se describe anteriormente, ligue conjuntamente
dos restos monomeéricos de ciclodextrina. Preferiblemente, un precursor de ligador es un compuesto que contiene al
menos dos grupos funcionales a través de los cuales puede conseguirse la reaccion y por tanto ligamiento de los
precursores monomeéricos de ciclodextrina. Los ejemplos de posibles grupos funcionales, que pueden ser iguales o
diferentes, terminales o internos, de cada precursor de ligador incluyen, pero sin limitacién, grupos amino, acido,
éster, imidazol y haluro de acilo y derivados de los mismos. En una realizacion preferida, los dos grupos funcionales
son iguales y terminales. Tras la copolimerizacion del precursor de ligador con un precursor monomérico de
ciclodextrina, pueden ligarse conjuntamente dos restos monoméricos de ciclodextrina uniendo el lado de hidroxilo
primario de un resto monomérico de ciclodextrina con el lado de hidroxilo primario de otro resto monomérico de
ciclodextrina y uniendo el lado de hidroxilo secundario de un resto monomérico de ciclodextrina con el lado de
hidroxilo secundario de otro resto monomérico de ciclodextrina. Por consiguiente, pueden existir combinaciones de
dichos ligamientos en el copolimero final. Tanto el precursor de ligador como el resto ligador del copolimero final
pueden ser neutros, catidnicos (por ejemplo, que contienen grupos protonados tales como, por ejemplo, grupos
amonio cuaternario) o anionicos (por ejemplo, que contienen grupos desprotonados tales como, por ejemplo, grupos
anionicos sulfato, fosfato o carboxilato). La carga del resto ligador del copolimero puede ajustarse ajustando las
condiciones de pH. Los ejemplos de precursores de ligador adecuados incluyen la cistamina. La copolimerizacién de
un precursor de ligador con un precursor monomeérico de ciclodextrina conduce a la formacion de un copolimero de
ciclodextrina lineal de la invencién que contiene un resto ligador de la siguiente formula general:

-SCH2CH2NHC(NH2")(CH2)xC(NH2 )NHCH2CH,S-.

En la férmula anterior, x= 1 a 5. Preferiblemente, x= 1 a 30. Mas preferiblemente, x= 1 a 20. En una realizacion
preferida, el resto ligador es biodegradable o |abil frente a acidos. También en una realizacién preferida, el precursor
de ligador, y por tanto el resto ligador, pueden elegirse selectivamente para conseguir una aplicaciéon deseada. Por
ejemplo, para suministrar agentes terapéuticos de molécula pequefia, puede no ser necesario un polimero cargado y
el resto ligador puede ser un grupo polietilenglicol.

Un copolimero de ciclodextrina lineal puede estar modificado con al menos un ligando unido al copolimero de
ciclodextrina. El ligando puede estar unido al copolimero de ciclodextrina a través del resto monomérico de
ciclodextrina o el resto ligador. Preferiblemente, el ligando esta unido al menos a un resto monomérico de
ciclodextrina del copolimero de ciclodextrina lineal. Preferiblemente, el ligando permite que un copolimero de
ciclodextrina lineal se oriente y una a una célula. Si esta unido mas de un ligando, que puede ser igual o diferente, a
un copolimero de ciclodextrina lineal de la invencién, el ligando o ligandos adicionales pueden estar unidos al mismo
o diferente resto monomeérico de ciclodextrina o al mismo o diferente resto ligador del copolimero.

Los ejemplos de ligandos adecuados incluyen, pero sin limitacion, vitaminas (por ejemplo, acido folico), proteinas
(por ejemplo, transferrina y anticuerpos monoclonales) y polisacaridos. El ligando variara dependiendo del tipo de
suministro deseado. Por ejemplo, el suministro mediado por receptor puede conseguirse, pero sin limitacién, por el
uso de un ligando acido félico, mientras que el suministro de oligonucledtido anticodificante puede conseguirse, pero
sin limitacién, por el uso de un ligando transferrina. El ligando puede estar unido a un copolimero de la invencion
mediante medios conocidos en la materia.

Un método de preparacion de una ciclodextrina lineal yoda un precursor monomérico de ciclodextrina como se
describe anteriormente, formando un precursor monomérico de ciclodextrina diyodado de formula 1Va, Vb, IVc o una
mezcla de los mismos:

(IVa) (IVb)
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(IVc)

I

El precursor monomérico de ciclodextrina diyodado puede prepararse mediante cualquier medio conocido en la
materia (Tabushi et al. J. Am. Chem. 106, 5267-5270 (1984); Tabushi et al. J. Am. Chem., 106, 4580-4584 (1984)).
Por ejemplo, la B-ciclodextrina puede reaccionar con cloruro de bifenil-4,4’-disulfonilo en presencia de una piridina
anhidra formando una B-ciclodextrina bloqueada con cloruro de bifenil-4,4’-disulfonilo, que puede hacerse reaccionar
entonces con yoduro de potasio, produciendo diyodo-B-ciclodextrina. El precursor monomérico de ciclodextrina esta
yodado en solo dos posiciones. Al copolimerizar el precursor monomérico de ciclodextrina diyodado con un
precursor de ligador, como se describe anteriormente, puede prepararse un polimero de ciclodextrina lineal que
tiene una unidad repetida de férmula la, Ib o una combinacién de las mismas, también como se describe
anteriormente. Si es apropiado, los grupos yodo pueden reemplazarse por otros grupos salientes conocidos.

Los grupos yodo u otro grupo saliente apropiado pueden desplazarse por un grupo que permita la reaccion con un
precursor de ligador, como se describe anteriormente. Por ejemplo, puede aminarse un precursor monomeérico de
ciclodextrina diyodado de formula IVa, IVb, IVc o una mezcla de los mismos, formando un precursor monomerico de
ciclodextrina diaminado de férmula Va, Vb, Vc o una mezcla de los mismos:

Hy [ |
(Va) (Vb)
v
liIHz
/-
Hz'l!l_

El precursor monomérico de ciclodextrina diaminado puede prepararse mediante cualquier medio conocido en la
materia (Tabushi et al. Tetrahedron Lett. 18: 1527-1530 (1977); Mungall et al., J. Org. Chem. 1659-1662 (1975)). Por
ejemplo, una diyodo-B-ciclodextrina puede hacerse reaccionar con azida de sodio y reducirse entonces, formando
una diamino-B-ciclodextrina. El precursor monomérico de ciclodextrina se amina solo en dos posiciones. El precursor
monomeérico de ciclodextrina diaminado puede copolimerizarse entonces con un precursor de ligador, como se
describe anteriormente, produciendo un copolimero de ciclodextrina lineal que tiene una unidad repetida de féormula
la, Ib 0 una combinacién de las mismas, también como se describe anteriormente. Sin embargo, la funcionalidad
amino de un precursor monomeérico de ciclodextrina diaminado no tiene que estar unida directamente al resto de
ciclodextrina. Como alternativa, la funcionalidad amino puede introducirse mediante desplazamiento del yodo u otro
grupo saliente adecuado de un precursor monomérico de ciclodextrina por restos que contienen un grupo amino
tales como, por ejemplo, SCH2CH2NH2, formando un precursor monomeérico de ciclodextrina diaminado de férmula
Vd, Ve, Vf o una mezcla de las mismas:
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El copolimero de ciclodextrina lineal puede oxidarse para introducir al menos un mondémero de ciclodextrina oxidado
en el copolimero, de modo que el monémero de ciclodextrina oxidado sea una parte integral del esqueleto
polimérico. Un copolimero de ciclodextrina lineal que contiene al menos un mondmero de ciclodextrina oxidado se
define como un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado. EI mondmero de ciclodextrina puede estar oxidado por el
lado de hidroxilo secundario o primario del resto de ciclodextrina. Si estda presente mas de un mondémero de
ciclodextrina oxidado en un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado, pueden estar presentes el mismo o diferentes
monomeros de ciclodextrina en el lado de hidroxilo primario, el lado de hidroxilo secundario o ambos. Con fines de
ilustracién, un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado con grupos hidroxilo secundarios oxidados tiene, por
ejemplo, al menos una unidad de féormula Vla o VIb:
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En las formulas Vla y VIb, C es un resto monomérico de ciclodextrina oxidado sustituido o no sustituido y A es un
resto ligador (unido, concretamente unido covalentemente, con el resto monomérico de ciclodextrina oxidado C.
También en las férmulas Vla y Vlb, la oxidacion de los grupos hidroxilo secundarios conduce a la apertura de anillo
del resto monomeérico de ciclodextrina y a la formacién de grupos aldehido.

Puede prepararse un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado mediante la oxidacién de un copolimero de
ciclodextrina lineal como se discute anteriormente. La oxidacion de un copolimero de ciclodextrina lineal puede
lograrse mediante técnicas de oxidacion conocidas en la materia (Hisamatsu et al., Starch 44: 188-191 (1992)).
Preferiblemente, se usa un oxidante tal como, por ejemplo, peryodato de sodio. Se entendera por un especialista en
la materia que, en las condiciones de oxidacion estandares, el grado de oxidacién puede variar o ser variado por el
copolimero. Por tanto, en una realizacién de la invencidon, un copolimero lineal oxidado puede contener un
monomero de ciclodextrina oxidado. En otra realizacion, se oxidarian sustancialmente todos los mondmeros de
ciclodextrina del copolimero.

Otro método de preparacion de un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado implica la oxidacion de un precursor
monomeérico de ciclodextrina diyodado o diaminado, como se describe anteriormente, formando un precursor
monomeérico de ciclodextrina diyodado o diaminado oxidado y la copolimerizacion del precursor monomeérico de
ciclodextrina diaminado oxidado con un precursor de ligador. En una realizacién preferida, es un precursor
monomeérico de ciclodextrina diyodado oxidado de formula Vlla, VlIb, Vlic o una mezcla de las mismas:

O O

\ ~ T -

1 I
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Un precursor monomeérico de ciclodextrina diaminado oxidado de férmulas Vllla, Vllb, Vilic o una mezcla de las
mismas

=0

HN '? 0 NH,

(VIiIc)

H,N NH,

HN

puede prepararse mediante la aminacién de un precursor monomérico de ciclodextrina diyodado oxidado de
formulas Vlla, VlIb, Vllc o una mezcla de las mismas como se describe anteriormente. En aun otra realizacion
preferida, puede prepararse un precursor monomeérico de ciclodextrina diaminado oxidado de formulas IXa, IXb, IXc
0 una mezcla de las mismas:
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g

mediante el desplazamiento del yodo u otro grupo saliente apropiado de un precursor monomeérico de ciclodextrina
oxidado disustituido con un yodo u otro grupo saliente adecuado por el resto que contiene el grupo amino
SCH>CH2NH,.

Como alternativa, un precursor monomérico de ciclodextrina diyodado o diaminado oxidado, como se describe
anteriormente, puede prepararse oxidando un precursor monomérico de ciclodextrina y formando un precursor
monomérico de ciclodextrina oxidado y diyodando y/o diaminando entonces el precursor monomérico de
ciclodextrina oxidado como se describe anteriormente. El precursor monomérico de ciclodextrina diaminado oxidado
puede copolimerizarse entonces con dicho precursor de ligador, como se describe anteriormente, formando un
copolimero de ciclodextrina lineal oxidado.

Un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado puede modificarse adicionalmente también mediante la unién de al
menos un ligando al copolimero. El ligando es como se describe anteriormente.

En una realizacion preferida de la invencion, el copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de ciclodextrina lineal
oxidado termina en al menos un precursor de ligador o el producto hidrolizado del precursor de ligador, cada uno
como se describe anteriormente. Como resultado de la terminacién del copolimero de ciclodextrina en al menos un
precursor de ligador, existe al menos un grupo funcional, como se describe anteriormente, por copolimero de
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ciclodextrina lineal o por copolimero de ciclodextrina lineal oxidado. Por ejemplo, el grupo funcional puede ser un
grupo acido o un grupo funcional que pueda hidrolizarse hasta un grupo acido. El grupo funcional puede modificarse
quimicamente adicionalmente segun se desee para potenciar las propiedades del copolimero de ciclodextrina tales
como, por ejemplo, la estabilidad coloidal y la eficacia de transfeccion. Por ejemplo, el grupo funcional puede
modificarse mediante reaccion con PEG, formando un copolimero de ciclodextrina terminado en PEG, para potenciar
la estabilidad coloidal o con histidina, formando un copolimero de ciclodextrina terminado en imidazolilo, para
potenciar la eficacia de transfeccién intracelular.

Puede efectuarse una quimica adicional en el copolimero de ciclodextrina mediante el grupo funcional modificado.
Por ejemplo, el grupo funcional modificado puede usarse para alargar la cadena polimérica ligando un copolimero de
ciclodextrina lineal o copolimero de ciclodextrina lineal oxidado, como se describe en la presente memoria, con el
mismo o diferente copolimero de ciclodextrina o con un polimero no de ciclodextrina. En una realizacion preferida de
la invencion, el polimero a afadir es el mismo o diferente copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de
ciclodextrina lineal oxidado que puede terminar también en al menos un precursor de ligador para modificacion
adicional, como se describe cada uno en la presente memoria.

Como alternativa, pueden hacerse reaccionar y ligarse conjuntamente al menos dos copolimeros de ciclodextrina
lineales o copolimeros de ciclodextrina oxidados lineales iguales o diferentes que contienen un grupo funcional
terminal o un grupo funcional terminal modificado, como se describe anteriormente, a través del grupo funcional o
grupo funcional modificado. Preferiblemente, tras la reacciéon del grupo funcional o grupo funcional modificado, se
forma un resto degradable tal como, por ejemplo, un ligamiento disulfuro. Por ejemplo, la modificaciéon del grupo
funcional terminal con cisteina puede usarse para producir un copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de
ciclodextrina lineal oxidado que tiene al menos un grupo tiol libre. La reacciéon con un copolimero de ciclodextrina
que contiene también al menos un grupo tiol libre igual o diferente formara un ligamiento disulfuro entre los dos
copolimeros. En una realizaciéon preferida de la invencion, el grupo funcional o funcional modificado puede
seleccionarse para ofrecer ligamientos que exhiban diferentes tasas de degradacion (por ejemplo, mediante
degradacion enzimatica) y proporcionen asi, si se desea, un sistema de liberacion temporizado para un agente
terapéutico. El polimero resultante puede estar reticulado, como se describe en la presente memoria. Puede
afiadirse un agente terapéutico, como se describe en la presente memoria, antes o después de la reticulacién del
polimero. Puede unirse también un ligando, como se describe en la presente memoria, a través del grupo funcional
modificado.

Un copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de ciclodextrina lineal oxidado puede unirse a o injertarse en un
sustrato. El sustrato puede ser cualquier sustrato reconocido por los especialistas en la materia. En otra realizacion
preferida de la invencion, puede reticularse un copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de ciclodextrina lineal
oxidado con un polimero formando, respectivamente, un copolimero de ciclodextrina reticulado o un copolimero de
ciclodextrina oxidado reticulado. El polimero puede ser cualquier polimero capaz de reticular con un copolimero de
ciclodextrina lineal o lineal oxidado de la invencién (por ejemplo, polimero de polietilenglicol (PEG), polimero de
polietileno). El polimero puede ser también un copolimero de ciclodextrina lineal o copolimero de ciclodextrina lineal
oxidado igual o diferente. Por tanto, por ejemplo, puede reticularse un copolimero de ciclodextrina lineal con
cualquier polimero incluyendo, pero sin limitacién: consigo mismo, con otro copolimero de ciclodextrina lineal y con
un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado. Un copolimero de ciclodextrina lineal reticulado puede prepararse
haciendo reaccionar un copolimero de ciclodextrina lineal con un polimero en presencia de un agente de
reticulacion. Un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado reticulado puede prepararse haciendo reaccionar un
copolimero de ciclodextrina lineal oxidado con un polimero en presencia de un agente de reticulacion apropiado. El
agente de reticulacion puede ser cualquier agente de reticulacion conocido en la materia. Los ejemplos de agentes
de reticulacién incluyen dihidrazidas y disulfuros. En una realizacion preferida, el agente de reticulacion es un grupo
labil tal que el copolimero reticulado pueda desrreticularse si se desea.

Un copolimero de ciclodextrina lineal y un copolimero de ciclodextrina lineal oxidado pueden caracterizarse mediante
cualquier medio conocido en la materia. Dichos métodos o técnicas de caracterizacion incluyen, pero sin limitacion,
cromatografia de permeacién en gel (GPC), espectrometria de masas con desorcidn/ionizacion por laser asistida por
matriz-tiempo de vuelo (espec. de masas MALDI-TOF). RMN-"H y -"°C, dispersion de luz y valoracion.

Los siguientes ejemplos se dan para ilustrar la invencion. Sin embargo, debe entenderse que la invencion no ha de
limitarse a las condiciones o detalles especificos descritos en estos ejemplos.

Ejemplos

Materiales. Se seco B-ciclodextrina 1 (Cerestar USA, Inc. de Hammond, IN) a vacio (<0,1 Pa) a 120°C durante 12 h
antes del uso. Se recristalizd cloruro de bifenil-4,4’-disulfonilo (Aldrich Chemical Company, Inc. de Milwakee, WI) con
cloroformo/hexanos. Se pulverizd yoduro de potasio con mortero y se sec6 en una estufa a 200°C. Todos los demas
reactivos se obtuvieron de suministradores comerciales y se usaron como se recibieron, sin purificacién adicional.
Las muestras poliméricas se analizaron en un sistema de HPLC Hitachi equipado con un detector Anspec Rl y una
columna Progel-TSK G3000pwx. usando agua como eluyente a un caudal de 1,0 ml/min.
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Ejemplo de preparacién 1. B-Ciclodextrina bloqueada en A,D con bifenil-4,4’-disulfonilo 1 (Tabushi et al., J. Am.
Chem. Soc. 106, 5267-5270 (1984))

Se cargd un matraz de fondo redondo de 500 ml equipado con una barra agitadora magnética, un adaptador
Schlenk y un tapon de goma con 7,92 g (6,98 mmol) de B-ciclodextrina seca y 250 ml de piridina anhidra (Aldrich
Chemical Company, Inc.). Se agit6 la disolucién resultante a 50°C bajo atmdsfera de nitrégeno afiadiendo 2,204 g
(6,28 mmol) de cloruro de bifenil-4,4’-disulfonilo en cuatro porciones iguales a intervalos de 15 min. Después de
agitar a 50°C durante 3 h adicionales, se retird el disolvente a vacio y se sometié el residuo a cromatografia en
columna en fase inversa usando un gradiente de elucion de 0-40% de acetonitrilo en agua. Se analizaron las
fracciones mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y se combinaron las fracciones apropiadas.
Después de retirar el grueso del acetonitrilo en rotavapor, se liofilizé la suspensién acuosa resultante hasta
sequedad. Esto proporciond 3,39 g (38%) de 1 en forma de un sélido incoloro.

Ejemplo de preparacion 2: 6A,GB-Diyodo-6A,GB-desoxi-B-cicIodextrina 2 (Tabushi et al. J. Am. Chem. Soc., 106; 4580-
4584 (1984))

Se carg6 un tubo de centrifuga de 40 ml equipado con una barra agitadora magnética, un adaptador Schlenk y un
tapén de goma con 1,02 g (7,2 mmol) de 1, 3,54 g (21,3 mmol) de yoduro de potasio en polvo seco (Aldrich) y 15 ml
de N,N-dimetilformamida (DMF) (Aldrich). Se agit6 la suspension resultante a 80°C bajo atmdsfera de nitrogeno
durante 2 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, se separaron los sélidos mediante centrifugacion y se
decanto6 el sobrenadante. Se lavo el precipitado sélido con una segunda porcién de DMF anhidra, se combinaron los
sobrenadantes y se concentraron a vacio. Se disolvié entonces el residuo en 14 ml de agua y se enfriaron en un
bafio de hielo antes de afadir 0,75 ml (7,3 mmol) de tetracloroetileno (Aldrich) con agitaciéon rapida. Se filtrd el
complejo de inclusién precipitado en una frita de vidrio de poro medio y se lavé con una pequefia porciéon de acetona
antes de secar a vacio sobre P,Os durante 14 h. Esto proporcion6 0,90 g (92%) de 2 en forma de un sélido blanco.

Ejemplo de preparacion 3: 6A,68-Diazid0-6A,68-desoxi-B-cicIodextrina 3 (Tabushi et al. Tetrahedron Lett., 18; 1527-
1530 (1977))

Se cargd un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con una barra agitadora magnética, un adaptador
Schlenk y un tapén de goma con 1,704 g (1,25 mmol) de diyoduro de B-ciclodextrina, 0,49 g (7,53 mmol) de azida de
sodio (EM Science de Gibbstown, NJ) y 10 ml de N,N-dimetilformamida (DMF) anhidra. Se agitd la suspension
resultante a 60°C bajo atmdsfera de nitrégeno durante 14 h. Se retir6 entonces el disolvente a vacio. Se disolvio el
residuo resultante en suficiente agua para dar una disolucion de sal 0,2 M y se pas6 entonces a través de 11,3 g de
resina Biorad AG501-X8(D) para retirar las sales residuales. Se liofilizd entonces el eluido hasta sequedad,
proporcionando 1,232 g (83%) de 3 en forma de un solido amorfo blanco que se llevo a la siguiente etapa sin
purificacion adicional.

Ejemplo de preparacion 4: 6A,GD—Diamino-6A,6D-desoxi—B—cicIodextrina 4 (Mungall et al., J. Org. Chem. 1659-1662
(1975))

Se cargd un matraz de fondo redondo de 250 ml equipado con una barra agitadora magnética y un tapén de goma
con 1,232 g (1,04 mmol) de bisazida de B-ciclodextrina y 50 ml de piridina anhidra (Aldrich). Se afiadieron a esta
suspension agitada 0,898 g (3,42 mmol) de ftrifenilfosfina. Se agitd la suspensiéon resultante durante 1 h a
temperatura ambiente antes de anadir 10 ml de amoniaco acuoso concentrado. La adicion de amoniaco estuvo
acompafiada de un rapido desprendimiento de gas y la disolucion se volvio homogénea. Después de 14 h, se retird
el disolvente a vacio y se tritur6 el residuo con 50 ml de agua. Se separaron los sélidos por filtracion y se acidifico el
filtrado (pH< 4) con HCI al 10% antes de aplicarlo a una columna de intercambio idnico que contenia resina
Toyopearl SP-650M (en forma de NH,"). Se eluyo el producto 4 con un gradiente de bicarbonato de amonio 0-0,5 M.
Se combinaron las fracciones apropiadas y se liofilizaron, proporcionando 0,832 g (71%) del producto 4 en forma de
la sal bis(hidrogenocarbonato).

Ejemplo comparativo 5: Copolimero de B-ciclodextrina-DSP 5

Se cargé un vial de centelleo de 20 ml con una disolucion de 92,6 mg (7,65 x 10° mol) de la sal
bis(hidrogenocarbonato) de 4 en 1 ml de agua. Se ajusto el pH de la disoluciéon a 10 con NaOH 1 M antes de afadir
una disolucion de 30,9 mg (7,65 x 10° mol) de ditiobis(propionato de succinimidilo (DSP, Pierce Chemical Co. de
Rockford, IL) en 1 ml de cloroformo. Se agit6é la mezcla bifasica resultante con un mezclador Vortex durante 0,5 h.
Se decantd entonces la fase acuosa y se extrajo con 3 x 1 ml de cloroformo reciente. Se sometié entonces la
disolucion acuosa de polimero a cromatografia de permeacién en gel (GPC) en resina Toyopearl HW-40F usando
agua como eluyente. Se analizaron las fracciones por GPC y se liofilizaron las fracciones apropiadas,
proporcionando 85 mg (85%) en forma de un polvo amorfo incoloro.

Ejemplo comparativo 6: Copolimero de B-ciclodextrina-DSS 6

Se sintetizd el copolimero de -ciclodextrina-DSS 6 de manera analoga al polimero de DSP 5, excepto porque el
reactivo DSP se sustituy6 por suberato de disuccinimidilo (DSS, Pierce Chemical Co. de Rockford, IL). EI compuesto
6 se obtuvo con un 67% de rendimiento.
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Ejemplo comparativo 7: Copolimero de B-ciclodextrina-DTBP 7

Se cargé un vial de centelleo de 20 ml con una disolucién de 91,2 mg (7,26 x 10° mol) de la sal
bls(hldrogenocarbonato) de 4 en 1 ml de agua. Se ajusto el pH de la disolucién a 10 con NaOH 1 M antes afiadir
22,4 mg (7,26 x 10 mol) de 3,3"-ditiobis(propionimidato) de dimetilo-2 HCI (DTBP, Pierce Chemical Co. de Rockford,
IL). Se agitd la disolucion homogénea resultante con un mezclador Vortex durante 0,5 horas. Se sometié entonces la
disolucidon polimérica acuosa a cromatografia de permeacion en gel (GPC) en resina Toyopearl HW-40F. Se
analizaron las fracciones por GPC y se liofilizaron las fracciones apropiadas, proporcionando 61 mg (67%) de un
polvo amorfo incoloro.

Ejemplo comparativo 8: Copolimero de B-ciclodextrina-cistamina 8

Se afiadieron 100 mg (7,38 x 10° mol) de 2 y 5 ml de acetonitrilo a una disolucién de 166,2 mg (7,38 x 10° mol) de
diclorhidrato de cistamina en 15 ml de NaOH 0,1 N. Se calenté a 80°C la disolucién homogénea resultante durante 2
h antes de someterla a cromatografia de permeacién en gel (GPC) en resina Toyopearl HW40F. Se analizaron las
fracciones por GPC y se liofilizaron las fracciones apropiadas, proporcionando 17,2 mg (19%) de un polvo amorfo
incoloro.

Ejemplo de preparacion 9: Dihidrazida de polietilenglicol 600 9

Se cargd un matraz de fondo redondo de 100 ml equipado con una barra agitadora magnética y un condensador de
reflujo con 1,82 g (3.0 mmol) de polietilenglicol 600 (Fluka Chemical Corp de Milwaukee, WI), 40 ml de etanol
absoluto (Quantum Chemicals Pty Ltd. de Tuscola, IL) y unas pocas gotas de acido sulfurico. Se calenté a reflujo la
disolucion resultante durante 14 h. Se afiadié carbonato de sodio sélido para inactivar la reaccidn y se transfirié la
disolucion del diéster de PEG bajo atmésfera de nitrégeno a un embudo de adicion. Se afiadié entonces gota a gota
esta disolucion a una disolucién de 0,6 ml (9,0 mmol) de hidrato de hidrazina (Aldrich) en 10 ml de etanol absoluto.
Se formé una pequefia cantidad de precipitado turbio. Se calenté a reflujo la disolucion resultante durante 1 h antes
de filtrar y concentrar. El analisis de GPC reveld una impureza de alto peso molecular que contaminaba el producto.
La cromatografia de permeaciéon en gel en resina Toyopearl HW-40 posibilit6 una purificaciéon parcial de este
material hasta aproximadamente un 85% de pureza.

Ejemplo comparativo 10: Oxidacion del copolimero d@ -ciclodextrina-DSS 6 para obtener 10 (Hisamatsu et al.,
Starch 44, 188-191 (1992))

Se disolvio el copolimero dep -ciclodextrina- DSS 6 (92,8 mg, 7,3 x 10° mol) en 1,0 ml de agua y se enfrié en bafio
de hielo antes de afiadir 14,8 mg (7,3 x 10° mol) de peryodato de sodio. La disolucién se volvié inmediatamente
amarilla brillante y se dejé agitar en la oscuridad a 0°C durante 14 h. Se sometid entonces la disolucion a
cromatografia de permeacién en gel (GPC) en resina Toyopearl HW-40 usando agua como eluyente. Se analizaron
las fracciones por GPC. Se combinaron las fracciones apropiadas y se liofilizaron hasta sequedad, proporcionando
84,2 mg (91%) de un solido amorfo marrén claro.

Ejemplo de preparacion 11: Cloruro de diacido de polietilenglicol (PEG) 600 11

. : 1) SOCI:
HO”  PEGes . clJLPEGﬁm

Se carg6 un matraz de fondo redondo de 50 ml equipado con una barra agitadora magnética y un condensador de
reflujo con 5,07g (aprox. 8,4 mmol) de diacido de polietilenglicol 600 (Fluka Chemical Corp. de Milwaukee, WI) y 10
ml de cloroformo anhidro (Aldrich). Se afiadieron a esta disolucién agitada 3,9 ml (53,4 mmol) de cloruro de tionilo
(Aldrich) y se calento la disolucién resultante a reflujo durante 1 h, siendo evidente el desprendimiento de gas
durante dicho tiempo. Se dejo enfriar la disolucién resultante a temperatura ambiente antes de retirar el disolvente y
el cloruro de tionilo en exceso a vacio. Se almacend el aceite resultante en una cubeta seca y se uso sin
purificacion.
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Ejemplo 12: Copolimero de B-ciclodextrina-PEG 600 12

PEG-COCI
———n
DMAc

NH,  NH,

PEG-COCl =

of” PEGes

Se cargd un vial de centelleo de 20 ml con una disolucion de 112,5 mg (8,95 x 10° mmol) de la sal
bis(hidrogenocarbonato) de 6”,6°-diamino-6",6°-desoxi-B-ciclodextrina, 50 pl (3,6 x 10™* mol) de trietilamina (Aldrich)
y 5 ml de N,N-dimetilacetamida (DMAc, Aldrich) anhidra. Se traté entonces la suspension resultante con 58 mg (9,1
x10° mol) del cloruro de diacido de polietilenglicol 600 11. Se agité la disolucién resultante con un mezclador Vortex
durante 5 minutos y se dejé reposar entonces a 25°C durante 1 h, volviéndose homogénea durante dicho tiempo. Se
retird el disolvente a vacio y se sometié el residuo a cromatografia de permeacion en gel en resina Toyopearl HW-
40F usando agua como eluyente. Se analizaron las fracciones por GPC y se liofilizaron las fracciones apropiadas,
proporcionando 115 mg (75%) de un polvo incoloro amorfo.

Ejemplo comparativo 13: Copolimero de 3-ciclodextrina-DSP 13

o o)
”TZTHz S/\)LNH MHJ\/‘S .
] DSP |
H,0, CHC,

X

Se cargé un vial de 8 ml con una disolucién de 102,3 mg (8,80 x 10 mol) de 2A,3A-diamino-2A,3A-desoxi-B-
ciclodextrina en 1 ml de agua. Se ajusto el pH de la disolucion a 10 con NaOH 1 M antes de afiadir una disolucion de
36,4 mg (8,80 x 10° mol) de ditiobis(propionato de succinimidilo) (DSP, Pierce Chemical Co. de Rockford, IL) en 1 ml
de cloroformo. Se agit6 la mezcla de reaccion bifasica resultante con un mezclador Vortex durante 0,5 h. Se decanté
entonces la fase acuosa y se extrajo con 3 x 1 ml de cloroformo reciente. Se sometié entonces la disolucion
polimérica acuosa a cromatografia de permeacion en gel.

Ejemplo de preparacion 14: 6",6°-Bis-(2-aminoetiltio)-6",6°-desoxi-B-ciclodextrina 14 (Tabushi, I.; Shimokawa, K.
Fugita, K,; Tetrahedron Lett. 1977, 1527-1530)
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NaSCH,CH,NH,
—-—
DMF

H 'NH,

Se cargé un matraz Schlenk de 25 ml equipado con una barra agitadora magnética y un tapén de caucho con 0,91
ml (7,37 mmol) de una disolucién de 2-aminoetiltiolato de sodio 0,81 M en etanol (Fieser, L.F.; Fieser, M. “Reagents
for Organic Synthesis”; Wiley: Nueva York, 1967; vol. 3, pag. 265-266). Se evaporo6 la disolucion hasta sequedad y
se redisolvié el sdlido en 5 ml de DMF anhidra (Aldrich). Se afiadié 6°,6°-diyodo-6",6°-desoxi-B-ciclodextrina (100
mg, 7,38 x 10° mol) y se agitd la suspension resultante a 60°C bajo atmdsfera de nitrégeno durante 2 h. Después de
enfriar a temperatura ambiente, se concentré la disolucion a vacio y se redisolvié el residuo en agua. Después de
acidificar con HCI 0,1 M, se aplico la disolucién a una columna de intercambio iénico Toyopearl SP-650M (en forma
de NH,") y se eluyé el producto con un gradiente de bicarbonato de amonio de 0 a 0,4 M. Se combinaron las
fracciones apropiadas y se liofilizaron hasta sequedad. Esto proporcioné 80 mg (79%) de 14 en forma de un polvo
blanco.

Ejemplo comparativo 15: Copolimero de B-ciclodextrina(cistamina)-DTBP 15

DTBP

———m

H,0

H,N 'NH,

; . _ NH,*
b 4

2#
DTBP= | C/ﬁu:/\ -OCH,
| CH, SI'S\/\IE/F
2

Se cargé un vial de 4 ml con una disolucién de 19,6 mg (1,42 x 10° mol) de la sal bis(hidrogenocarbonato) de 14 en
0,5 ml de NaHCO3 0,1 M. Se enfrié la disolucion en bafio de hielo antes de afiadir 4,4 mg (1,4 x 10 mol) de 3,3-
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ditiobispropionimidato de dimetilo-2 HCI (DTBP, Pierce). Se agité entonces la disolucion resultante con un mezclador
Vortex y se dejo reposar a 0°C durante 1 h. Se inactivé la reaccién con Tris-HCI 1 M antes de acidificar a pH 4 con
HCI 0,1 N. Se sometié entonces la disolucidén polimérica acuosa a cromatografia de permeacién en gel en resina
Toyopearl HW-40F. Se analizaron las fracciones por GPC y se liofilizaron las fracciones apropiadas hasta sequedad.
Esto proporcioné 21,3 mg (100%) de 15 en forma de un polvo blanco.

Ejemplo 16: Copolimero de 3-ciclodextrina(cistamina)-DMS 16

DMS
————
B0 )
S S\/\m NH__~
. NH,"
H,N NH; x

.'Hz' | ‘,
OCH
D;MS =, 3

Nm‘

Se cargd un matraz Schlenk de 10 ml equipado con una barra agitadora magnética y un tapén de goma con 200 mg
(1,60 x 10 mol) de 14, 44 pl (3,2 x 10 mol) de trietilamina (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI), 43,6 mg (1,60 x
10 mol) de suberimidato de dimetilo-2HCI (DMS, Pierce) y 3 ml de DMF anhidra (Aldrich Chemical Co., Milwaukee,
WI). Se calenté la suspension densa resultante a 80°C durante 18 horas bajo corriente continua de nitrogeno,
evaporandose durante dicho tiempo la mayoria del disolvente. Se redisolvio el residuo que quedoé en 10 ml de agua
y se acidificé entonces la disolucion resultante con HCI al 10% hasta pH 4. Se pas6 entonces esta disolucion a
través de un filtro de centrifuga Amicon Centricon Plus-20 5.000 NMWL. Después de lavar con 2 porciones de 10 ml
de agua, se liofilizé la disolucidon polimérica hasta sequedad, proporcionando 41,4 mg (18%) de un sélido amorfo
blanquecino.

Ejemplo comparativo 17: Union del ligando folato a polimero de ciclodextrina
1. Acoplamiento de resina:

Se disuelven 50 mg de FMOC-PEG3400-NHS (Shearwater Polymers, Inc. de Huntsville, AL) en 1 ml de N,N-
dimetilformamida (DMF) anhidra y se afiaden a 10 equivalentes de resina de 2-clorotritilhidrazida (Novabiochem
USA de La Jolla, CA) hinchada con DMF. Se agita la mezcla a 60°C hasta que se acopla todo el polimero a la
resina, como se determina mediante un sistema GPC equipado con un detector de UV. Se transfiere entonces la
resina-polimero a una columna de vidrio sinterizado para todas las reacciones adicionales.

2. Bloqueo de resina:

Se bloquean los grupos hidrazida no reaccionados en las resinas con anhidrido acético y se neutralizan los
productos de acido acético con diisopropiletilamina.

3. Retirada del grupo protector:

Se retira el grupo protector FMOC mediante dos lavados con piperidina al 20% en DMF (1 ml de volumen total). Se
lava entonces la resina 10 veces con 1 ml de DMF y 5 veces con 1 ml de H»O.

4. Acoplamiento de acido félico:

Se afiaden 10 equivalentes de acido félico y 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (EDC) a la resina junto con
1,5 ml de H20. Se afiade NaOH 1 N a la mezcla de reaccién hasta que se disuelve el acido félico (aproximadamente
pH 10). Se dispone entonces la columna de vidrio en un rotor y se mezcla durante una noche. Se lava entonces la
resina 10 veces con 1 ml de NaOH (1 N), 10 veces con 1 ml de bicarbonato de sodio 50 mM y entonces 5 veces
cada una con agua, THF y diclorometano.
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5. Escision de resina:

Se afiade acido trifluoroacético (TFA) al 1% en 1 ml de DCM a la resina dos veces durante 1 minuto cada vez. Se
recoge el sobrenadante y se evapora el DCM. Se rehidrata la pelicula aceitosa resultante con H>O vy se liofiliza,
dando como resultado un polvo amarillo claro. Se toma una RMN para confirmar la presencia del polimero de PEG.

5 6. Acoplamiento con polimero:

Se hace reaccionar el acido félico-ligador con 6 equivalentes de copolimero de ciclodextrina (oxidado como en el
ejemplo 10) mezclando en borato 50 mM (pH 8,5). Se analiza la mezcla de reaccién y se confirma el polimero de
conjugacion mediante un sistema de GPC con detecciéon UV a 285 nm.

UNION DEL LIGANDO FOLATO AL POLIMERO DE CICLODEXTRINA

DMF,60°C _
RESINA e F“DC—-“ et iHN ESINA
: a
NHSigador-FHOC ina de 2-clorotritilhidraz '
igador- resina de 2-clorotritilhidrazina FMOC.ligador-resina
piperidina al 20% en DMF . ﬂ
FHOCigador-resina o= HyN—PEQ py—C—

ligador-resina

10
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" _ . EDC
ligadorresina  + ——————®  (olato-igador+esina
.}. E-nu H,0 +NaOH & pH 10

acido folico
' N
TFA al 1% en DCH * resina
folatoligadoraesing e H\ n
)‘ [ e
folatoigador-hidrazida

M

FB3. oM 12 um...f""“ﬁ

« f[olatodigador-hidrazida ————3

ciclodextrinaligador-folato

polimero oxidado
(copa de CD mostrada)

Ejemplo comparativo 18: Unién del ligando folato al polimero de ciclodextrina
1. Acoplamiento:

Se afiadieron 36 mg de carbazato de ferc-butilo disueltos en 240 yl de DCM/acetato de etilo (1:1) a 260 mg de
FMOC-PEGsz400-NHS (Shearwater Polymers) y se mezclaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Se precipité el
producto dos veces con acetato de etilo/éter (1:1).

2. Retirada del grupo protector:

Se retird el grupo protector FMOC con piperidina al 20% en DMF. Se retir6 el disolvente a vacio y se redisolvio el
producto en 1,3 ml de DMSO.

3. Acoplamiento de acido félico:

Se afiadieron entonces 1,2 equivalentes de acido félico y DCC y una gota de piridina y se agité la disolucion
resultante en la oscuridad a temperatura ambiente durante 6 horas. Se retiré el DMSO a vacio y se confirmé la
conjugacion de acido folico mediante GPC con monitorizacion UV a 285 nm.

4. Retirada del grupo protector de hidrazida:

Finalmente, se desprotegid la hidrazida agitando en HCI 4 M en dioxano durante 1 hora antes de retirar el disolvente
a vacio. Se purificé el producto final mediante cromatografia en columna Toyopearl HW-40F.

5. Acoplamiento con polimero:

Se hace reaccionar el acido félico-ligador con 6 equivalentes de copolimero de ciclodextrina (oxidado como en el
ejemplo 10) mezclando en borato 50 mM (pH 8,5). Se analiza la mezcla de reaccién y se confirma el polimero de
conjugaciéon mediante un sistema GPC con deteccion UV a 285 nm.
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SINTESIS DE ACIDO FOLICO-PEG-HIDRAZIDA
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H » ),\ D —
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polimero oxidado
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Ejemplo comparativo 19: Union del ligando transferrina al polimero de ciclodextrina
1. Oxidacion de transferrina:

Se disuelven 500 mg de transferrina humana exenta de hierro (Sigma de St. Louis, MI) en tampoén acetato de sodio
30 mM y se enfrian a 0°C. Se afiaden a esta disolucién 20 mg de peryodato de sodio disueltos en 4 ul de acetato de
sodio 30 mM. Se agita la mezcla a 0°C durante una noche. A continuacion, se afiade gota a gota 1 g de resina
AG501-X8 (Biorad) para retirar las sales antes de liofilizar la disolucion.

2. Acoplamiento de resina:

Se disolvieron 20 mg de FMOC-PEG3400-NHS (Shearwater Polymers; Inc. de Huntsville, AL) en 0,5 ml de N,N-
dimetilformamida (DMF) y se afiadieron a 10 equivalentes de resina de 2-clorotritilhidrazida (Novabiochem USA de
LaJolla, CA) hinchada con DMF. Se agité la mezcla a 60°C hasta que se acoplé todo el polimero con la resina,
determinado mediante un sistema de GPC equipado con un detector ultravioleta (UV). Se transfiri6 entonces la
resina-polimero a una columna de vidrio sinterizado para todas las reacciones adicionales.

3. Bloqueo de resina:

Se bloquearon los grupos hidrazida no reaccionados en las resinas con anhidrido acético y se neutralizaron los
productos de acido acético mediante diisopropiletilamina.

4. Retirada del grupo protector:

Se retird el grupo protector FMOC mediante dos lavados con piperidina al 20% en DMF (1 ml de volumen final). Se
lavod entonces la resina 10 veces con 1 ml de DMF y 5 veces con 1 ml de H20.

5. Acoplamiento de transferrina:

Se afaden a la resina 1,2 equivalentes de transferrina disueltos en carbonato de sodio 0,05 M y tampon citrato de
sodio 0,1 M, pH 9,5. Se afiade entonces cianoborohidruro 5 M en NaOH 1 N a la disolucién. Se dispone la columna
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de vidrio en un rotor y se mezcla durante 2 horas. Se lava entonces la resina 15 veces con agua y 5 veces con
tetrahidrofurano (THF) y DCM cada vez.

6. Escision de resina:

Se afiaden acido trifluoroacético (TFA) al 1% en 1 ml de DCM a la resina dos veces durante 1 minuto cada vez. Se
recoge entonces el sobrenadante y se evapora el DCM. Se rehidrata la pelicula oleosa resultante con H,O y se
liofiliza.

7. Acoplamiento con polimero:

Se hace reaccionar el ligador transferrina con 6 equivalentes de copolimero de ciclodextrina mediante aminacion
reductiva con cianoborohidruro de sodio: en primer lugar, se afiade el copolimero al ligador transferrina disuelto en
carbonato de sodio 0,05 M y tampdn citrato de sodio 0,1 M. Se afiade cianoborohidruro 5 M en NaOH 1 N y se agita
la reaccion durante 2 horas a temperatura ambiente. Se bloquean los sitios de aldehido no reaccionados afiadiendo
etanolamina y se hacen reaccionar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se purifica el conjugado resultante
mediante dialisis.

UNION DE TRANSFERRINA AL POLIMERO DE CICLODEXTRINA

peryodato de sodio » transferina exenta de hiermro oxidada

acetato de sodio 30 mM, 0°C

transfermina exenta de hiemo

MHS——FPEQy ——FMOC + ' W e FROC—{—PE Gy C~—HNHN RESINA
o c

NHSigador-FHOC resina de 2-clorotritilhidrazina FHOC ligador-resina

piperidina al 20% en DHF - g '
FHOCligador-resina =  HN—PEQ .
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ligadorresina
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UNION DE TRANSFERRINA AL POLIMERO DE CICLODEXTRINA
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Ejemplo comparativo 20: Procedimiento general para la complejacion de copolimero de ciclodextrina con moléculas
pequenas

Se disuelve un copolimero basado en ciclodextrina (polimero de CD) en agua, tampén o disolvente organico a la
concentracion apropiada. Se disuelve la molécula pequefia en un disolvente miscible con el disolvente de la
disolucion del polimero de CD y se afiade entonces a la disolucion del polimero de CD. Se agita entonces la mezcla
durante 0,5 horas y se permite entonces llegar al equilibrio durante una noche.

Ejemplo comparativo 21: Complejacion del copolimero de ciclodextrina con doxorubicina

Se disolvieron doxorubicina y polimero de CD a diversas concentraciones en PBS (disolucion salina tamponada con
fosfato, pH 7,2). Se determiné la constante de asociacion entre la CD y la doxorubicina midiendo el grado de
aumento de la fluorescencia de doxorubicina tras la complejacion con la CD (la interaccion hidrofébica entre la CD y
la doxorubicina potencia la intensidad de fluorescencia). La constante de asociacién era de aproximadamente 200 M
'a pH 7,1. La adicion de B-CD potencié consistentemente la fluorescencia de doxorubicina, indicando complejacién
entre el polimero de CD y la doxorubicina. Husain et al., Applied Spectroscopy vol. 46, n° 4, 652-658 (1992)
encontraron que la constante de asociacion entre 3-CD y doxorubicina es de 210 M'a pH 7,1.

Ejemplo 22: Suministro de moléculas pequefias a células cultivadas

Se aplicaron medios que contenian doxorubicina y complejos de doxorubicina/polimero de CD a diversas
concentraciones a estirpes celulares cultivadas. Después de 5 horas, se retiraron los medios y se reemplazaron por
medios recientes. Se determiné el efecto de la doxorubicina sobre la supervivencia celular mediante el ensayo de
toxicidad con MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) (R. lan Feshney, "Culture of Animal Cells", 32
ed., Wiley-Liss: Nueva York (1994)). Se ilustran los resultados en la tabla siguiente. Los copolimeros 15 o 16 (138
UM de equivalentes de mondémero de CD) no eran téxicos para las estirpes celulares KB ni KB-VI (un derivado
resistente a multiples farmacos de KB) en ausencia de doxorubicina. Para el suministro mediado por receptor, se liga
covalentemente un ligando tal como folato con el polimero de CD usado para la complejacion de doxorubicina.
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Estirpe celular Polimero de CD Clso (UM de doxorubicina)
KB Ninguno -0,1
KB-VI (resistencia a multiples | Ninguno -10
farmacos)
KB-VI Copolimero 15 o 16 (138 yM de equivalentes | ~2-3
de mondmero de CD)

Ejemplo comparativo 23: Complejacién de copolimero cargado permanentemente fijado con plasmido

En general, se mezclan volimenes iguales de disoluciones de polimero de CD cargado fijado y plasmido de ADN a
las relaciones de carga de polimero:plasmido apropiadas. Se deja equilibrar entonces la mezcla y autoensamblar a
temperatura ambiente durante una noche. Se monitoriza el éxito de la complejacion transfiriendo una pequefia
alicuota de la mezcla a gel de agarosa al 0,6% y comprobando la movilidad del ADN. EI ADN se desplaza bajo el
voltaje aplicado, mientras que el ADN complejado queda retrasado en el pocillo.

Se mezclé 1 uyg de ADN a una concentracion de 0,2 pg/ul en agua destilada con 10 pl de copolimero 15 a relaciones
de carga de amina polimérica:fosfato de ADN de 2, 4, 6, 12, 24, 36, 60 y 120. Se mezclé manualmente la disolucion
mediante una micropipeta y se mezcldé suavemente entonces en un rotor de laboratorio. Se afiadieron tampoén de
carga 1 pg/ul (sacarosa al 40%, azul de bromofenol al 0,25% y tampon Tris-acetato 200 mM que contenia EDTA 5
mM) (Gao et al., Biochemistry 35: 1027-1036 (1996)) a cada disolucién la mafiana siguiente. Se cargdé cada muestra
de ADN/polimero en un gel de electroforesis de agarosa al 0,6% que contenia 6 pg de EtBr/100 ml en tampdén 1 x
TAE (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y se aplicaron 40 V al gel durante 1 hora. Se indico la extension de la
complejacion de ADN/polimero mediante el retraso del ADN en el patron de migraciéon del gel. El polimero (15)
retardd el ADN a relaciones de carga de 6 y superiores, indicando complejacion en esas condiciones.

Ejemplo 24: Complejacion de copolimero reticulado con plasmido

Se oxida copolimero 15 o copolimero 16 como en el ejemplo 10. Se compleja entonces el copolimero 15 o 16
oxidado con un plasmido de ADN como en los ejemplos 23 y 26. Se afiade entonces un agente de reticulacién (por
ejemplo, dihidrazida de PEGen) para encapsular el ADN. Se determina el éxito de la encapsulacion mediante
dispersion de luz y se visualiza mediante microscopia electrénica.

Ejemplo comparativo 25: Complejacion de copolimero cargado variablemente (sensible al pH) con plasmido

Se mezclan volumenes iguales de disoluciones de polimero de CD y plasmido de ADN en agua a relaciones de
carga de polimero/plasmido apropiadas. Se ajusta el pH de la mezcla formando un polimero de CD cargado. Se deja
equilibrar y autoensamblar entonces la mezcla a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiade entonces un
agente de reticulacion (por ejemplo, dihidrazida de PEGsno) para encapsular el ADN. Se afiade entonces una
disolucion tampoén concentrada para neutralizar el pH y por tanto el polimero de CD. Se determina el éxito de la
encapsulacién mediante dispersion de luz y se visualiza mediante microscopia electrénica.

Ejemplo comparativo 26: Estudios de transfeccion con plasmidos que codifican el gen informador de luciferasa

Se sembraron células BHK-21 en placas de 24 pocillos a una densidad celular de 60.000 células/pocillo 24 horas
antes de la transfeccion. Se encapsularon los plasmidos que codifican el gen de luciferasa por el polimero de CD
como en los ejemplos 23 o 25, de tal modo que los complejos de ADN/polimero se ensamblaron a relaciones de
carga de amina polimérica:fosfato de ADN de 6, 12, 24, 36 y 60 como se describe en los estudios de uniéon de ADN
del Ejemplo 23. Se afadié una disolucion de medio que contenia complejos de ADN/polimero a las células
cultivadas y se reemplazé por medio reciente después de 5 horas de incubacion a 37°C. Se lisaron las células 48
horas después de la transfeccion. Se afiadieron sustratos apropiados para el ensayo luminico de luciferasa al lisado
celular. Se cuantificé la actividad luciferasa, medida en términos de unidades luminosas producidas, mediante un
luminémetro. Los complejos de ADN/polimero transfectaron exitosamente células BHK-21 a relaciones de carga de
6, 12 y 24. Se us6 también lisado celular para determinar la viabilidad celular mediante el ensayo de proteina de
Lowry (Lowry et al., Journal of Biological Chemistry, vol. 193, 265-275 (1951)). Se observé una toxicidad maxima a
relaciones de carga de amina polimérica:fosfato de ADN de 36 y 60, con un 91% de supervivencia celular.

Ejemplo 27: Estudios de transfeccidn con plasmidos que codifican el gen informador de luciferasa

Se sembraron células BHK-21 en placas de 24 pocillos a una densidad celular de 60.000 células/pocillo 24 h antes
de la transfeccion. Se encapsularon los plasmidos que codificaban el gen de luciferasa por el polimero de CD del
Ejemplo 23, excepto porque se reemplazé el copolimero 15 por el copolimero 16 y porque los complejos de
ADN/polimero transfectaron exitosamente las células BHK-21 a relaciones de carga de 10, 20, 30 y 40, con
transfeccion maxima a una relacion de carga de amina polimérica:fosfato de ADN de 20. Se afadié disolucion de
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medio que contenia complejos de ADN/polimero a las células cultivadas y se reemplazé por medio reciente después
de 24 horas de incubacion a 37°C. Se lisaron las células 48 horas después de la transfeccidon. Se afiadieron
sustratos apropiados para el ensayo luminico de luciferasa al lisado celular. Se cuantificd la actividad luciferasa,
medida en términos de unidades luminosas producidas, mediante un luminédmetro. Se ilustran los resultados a
continuacion. Los complejos de ADN/polimero transfectaron exitosamente células BHK-21 a relaciones de carga de
6, 12 y 24. Se us6 también lisado celular para determinar la viabilidad celular mediante el ensayo de proteina de
Lowry (Lowry et al., Journal of Biological Chemistry, vol. 193, 265-275 (1951)). Los resultados se ilustran a
continuacién. Se observo la toxicidad maxima a una relacion de carga de amina polimérica:fosfato de ADN de 40 y
50, con un 33% de supervivencia celular.

Transfeceion con copolimero 16
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Ejemplo 28: Estudios de transfeccidn con plasmidos que codifican el gen informador GFP
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Se encapsulan plasmidos que codifican la proteina fluorescente verde mediante el copolimero de CD como en los
Ejemplos 23 o 25. Se afiade disolucion de medio que contiene los complejos de ADN/polimero a las células
cultivadas y se reemplaza por medio reciente después de 5 horas de incubacién a 37°C. Se desprenden las células
de la superficie con tripsina, se lavan y se resuspenden en disolucién salina equilibrada de Hanks con yoduro de
propidio. Se analizan entonces las células mediante clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). Se
determina la viabilidad celular mediante el tamafio de la célula y la exclusion con yoduro de propidio, y el éxito de
transfeccion mediante la fluorescencia de la proteina GFP.

Ejemplo comparativo 29: Complejacion de polimero con oligonucleétidos

Se logra la complejacion con oligonucleétidos anticodificantes siguiendo los procedimientos para la complejacion de
plasmido de los Ejemplos 23 o 25.

Ejemplo comparativo 30: Estudios de transfeccién con oligonucleétidos

Se encapsulan oligonucleétidos anticodificantes dirigidos hacia el gen de luciferasa mediante el polimero de CD
descrito en el Ejemplo 29. Se afiade disolucion de medio que contiene los complejos de oligonucleétido/polimero a
células HeLa X1/5 (células HeLa que expresan constitutivamente el gen de luciferasa, donadas por CLONTECH) y
se reemplaza por medios recientes después de 5 horas de incubacion a 37°C. Se lisan las células 48 horas después
de la transfeccion y se afiaden sustratos apropiados para el ensayo de luciferasa a los lisados. Se cuantifica la
actividad luciferasa, medida en términos de unidades luminicas producidas, mediante un luminémetro. Se determina
el éxito de la transfeccion mediante la inactivacion génica de la actividad luciferasa.

Ejemplo comparativo 31: Toxicidad del copolimero de B-ciclodextrina(cistamina)-DTBP 15

Se investigo la toxicidad aguda del copolimero 15 usando “ratones blancos” Swiss-Webster. Se usaron un total de
48 ratones como se describe en la tabla siguiente. Se administraron a los ratones inyecciones individuales
intravenosas (iv) o intraperitoneales (ip) de disoluciones salinas estériles o de copolimero 15. Se siguidé a los
animales durante 5 dias, después de lo cual se sacrificaron y se efectu6 una necropsia macroscopica. No se
observo mortalidad ni toxicidad.

N° de N°/sexo Copolimero Concentracién | Volumen de Dosis (mg) Régimen de
grupo (M/H) (mg/ml) dosis (ml) tratamiento
1 3/3 Copolimero 15 0,5275 0,1 0,05 iv, una vez
2 3/3 Copolimero 15 5,275 0,1 0,53 iv, una vez
3 3/3 Copolimero 15 52,75 0,1 5,28 iv, una vez
4 3/3 Copolimero 15 0,5275 0,1 0,05 ip, una vez
5 3/3 Copolimero 15 5,275 0,1 0,53 ip, una vez
6 3/3 Copolimero 15 52,75 0,1 5,28 ip, una vez
7 3/3 Disolucion salina | 0,000 0,1 0,0 iv, una vez
al 0,9%
8 3/3 Disolucién salina | 0,000 0,1 0,0 ip, una vez
al 0,9%

Ejemplo 32: Estudios de transfeccidn con plasmidos que codifican el gen informador de luciferasa

Se encapsularon plasmidos que codificaban el gen de luciferasa por el polimero de CD del Ejemplo 23, excepto
porque se reemplazo el copolimero 15 por el copolimero 16. Se usaron complejos de ADN/polimero para transfectar
exitosamente células BHK-21 o CHO-K1, sembradas cada una en placas de 24 pocillos a una densidad celular de
60.000 células/pocillo 24 horas antes de la transfeccion, a diversas relaciones de carga en condiciones de suero al
10% y exentas de suero, siguiendo el procedimiento expuesto en el Ejemplo 27. Se lisaron las células 48 horas
después de la transfeccion. Se afiadieron sustratos apropiados para el ensayo luminico de luciferasa al lisado
celular. Se cuantifico la actividad luciferasa, medida en términos de unidades luminicas producidas (concretamente,
unidades luminicas relativas (ULR)) mediante un lumindmetro. Se usé también lisado celular para determinar la
viabilidad celular mediante el ensayo de proteina de Lowry (Lowry et al., Journal of Biological Chemistry, vol. 193,
265-275 (1951)). Se midio la toxicidad determinando la proteina celular total en los pocillos 48 horas después de la
transfeccion. Los resultados de transfeccién y supervivencia celular en medios con suero al 10% y exentos de suero
se ilustran a continuacion.

La actividad de la proteina luciferasa en células BHK-21 transfectadas en condiciones exentas de suero alcanzé un
maximo estable aproximadamente a 30 con ~5 x 10’ ULR. La presencia de suero al 10% en los medios de
transfeccion redujo la actividad luciferasa a todas las relaciones de carga excepto a aproximadamente 70. Con las
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células CHO-K1, aumentar la relacion de carga potencié también la transfeccion para todas las condiciones
ensayadas. Adicionalmente, la transfeccion en suero redujo las unidades luminicas en un orden de magnitud.

El copolimero 16 mostro toxicidad solo en células BHK-21 para transfecciones en ausencia de suero. La toxicidad se
minimizé con la presencia de suero al 10% durante la transfeccion. No se observd toxicidad notable por
transfecciones a células CHO-K1.

Transfeccion y toxicidad del copolimero 16 en BHK-21
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Efecto de la relacion de carga de copolimero 16/ADN vy las condiciones del suero sobre la eficacia de transfeccion (e
y m) y supervivencia celular (Vy A )en células BHK-21. Los resultados de la transfeccion en medios con suero al 10%

y exentos de suero se muestran, respectivamente, como lineas de puntos y continuas. Los datos se resefian como
media + DE de tres muestras. Los datos de toxicidad se presentan como lineas de ajuste 6ptimo.

27



10

ES 2403416 T3

Transfeccion y toxicidad del copolimero 16 en CHO-K1
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Efecto de la relacion de carga de copolimero 16/ADN vy las condiciones del suero sobre la eficacia de transfeccion (e
y m) y supervivencia celular (VyA)en células CHO-K1. Los resultados de la transfecciéon en medios con suero al
10% y exentos de suero se muestran, respectivamente, como lineas de puntos y continuas. Los datos se resefian

como media + DE de tres muestras. Los datos de toxicidad se presentan como lineas de ajuste 6ptimo.

Ejemplo comparativo 1: Estudios de transfeccién con plasmidos que codifican el gen informador de luciferasa

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 32, se estudiaron la eficacia de transfeccion y toxicidad de diversos vectores
no viricos con células BHK-21 y CHO-K1 y se compararon frente a aquellos conseguidos con complejos de
ADN/copolimero 16. Se transfectaron las células BHK-21 y CHO-K1 a un intervalo de relaciones de carga y
densidades celulares iniciales para todos los vectores en medios exentos de suero. Los resultados se ilustran a

continuacioén e ilustran las condiciones de transfeccion éptimas encontradas para cada vector.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar un copolimero de ciclodextrina lineal hidrosoluble, en el que el copolimero tiene
un esqueleto polimérico lineal, incluyendo dicho copolimero una pluralidad de restos monoméricos de ciclodextrina y
restos ligadores en el esqueleto polimérico lineal, en el que, a menos que el resto monomérico de ciclodextrina o el
resto ligador esté presente en el extremo de una cadena polimérica, cada uno de los restos monoméricos de
ciclodextrina esta unido con dos de los restos ligadores y cada uno de los restos ligadores liga covalentemente dos
restos monoméricos de ciclodextrina; y en el que los restos monoméricos de ciclodextrina estan no sustituidos o
sustituidos con grupos que no interfieren con la copolimerizacion con el resto ligador y

en el que los restos ligadores comprenden un grupo polietilenglicol o un grupo que tiene la siguiente estructura -
SCH2CHzNHC(NH2")(CH2)C(NH2" )NHCH,CH,S-, en el que x= 1 a 50;

en el que el método comprende:
proporcionar un precursor monomérico de ciclodextrina diaminado y

copolimerizar el precursor monomérico de ciclodextrina diaminado con un precursor de ligador que contiene al
menos dos grupos funcionales a través de los cuales puede conseguirse un ligamiento con el precursor
monomeérico de ciclodextrina.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que los restos monoméricos de ciclodextrina son iguales o diferentes
en todo el polimero.

3. El método de la reivindicacion 1, que comprende unidades repetidas de formula la, Ib o Ic o una
combinacién de las mismas:

- - (Ib)

en las que C es un resto monomeérico de ciclodextrina sustituido o no sustituido y A es un resto ligador unido al resto
monomeérico de ciclodextrina C.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los restos monomeéricos de ciclodextrina
son a, B o y-ciclodextrina o una combinacién de las mismas.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que los restos monoméricos de ciclodextrina se
seleccionan independientemente de: 6A,GB-desoxi-a-cicIodextrina, GA,6C-desoxi-cx-ciclodextrina, GA,GD-desoxi-a-
ciclodextrina, 6A,6 -desoxi-B-ciclodextrina, 6A,60-desoxi-[3-ciclodextrina, 6A,6D-desoxi-B-cicIodextrina, 6A,68-desoxi-y-
ciclodextrina, 6A,6C-desoxi-y-ciclodextrina, 6A,GD-desoxi-v-cicIodextrina y 6A,6E-desoxi-v-ciclodextrina.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el resto monomérico de ciclodextrina tiene
la férmula general (I11):
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HO OH
O
OoH
B T ~P am
en la que p= 5-7.
7. El método de la reivindicacién 6, en el que los restos monoméricos de ciclodextrina se seleccionan

independientemente de 2A,3A-desoxi-2A,3A-dihidro-q-ciclodextrina, 2A,3A-desoxi-2A,3A-dihidro-B-cicIodextrina y 2A,3A-
desoxi-ZA,3A-dihidro-y-ciclodextrina.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el resto ligador es biodegradable o labil
ante acidos.
9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el copolimero de ciclodextrina esta

reticulado con un polimero.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que al menos un ligando esta unido al
copolimero de ciclodextrina lineal.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que al menos un resto monomérico de
ciclodextrina esta oxidado.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que sustancialmente todos los restos monoméricos de ciclodextrina
estan oxidados.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que todos los restos monoméricos de ciclodextrina estan oxidados.
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