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DESCRIPCION
Copolimeros de dibloques y sus complejos con polinucleétidos para el suministro en células
REFERENCIAS CRUZADAS

[0001] Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE.UU. n° 61/052.908, presentada el
13 de mayo, 2008, solicitud provisional de EE.UU. n® 61/052.914, presentada el 13 de mayo, 2008, solicitud
provisional de EE.UU. n° 61/091.294, presentada el 22 de agosto, 2008, solicitud provisional de EE.UU. n°
61/112.054, presentada el 06 de noviembre, 2008, solicitud provisional de EE.UU. n° 61/112.048, presentada el 06
de noviembre, 2008, solicitud provisional de EE.UU. n°® 61/120.769, presentada el 12 de diciembre, 2008, solicitud
provisional de EE.UU. n° 61/140.779, presentada el 24 de diciembre, 2008, solicitud provisional de EE.UU. n°
61/140.774, presentada el 24 de diciembre, 2008, y solicitud provisional de EE.UU. n° 61/171.377, presentada el 21
de abril, 2009.

DECLARACION EN CUANTO A LA INVESTIGACION CON PATROCINIO FEDERAL

[0002] Esta invencién se hizo con el apoyo del gobierno con el contrato n°® 5 R01 EB 2991-03, concedido por
el Instituto Nacional de Salud. El gobierno tiene determinados derechos en la invencion.

CAMPO

[0003] Esta invencion se refiere a los campos de la quimica organica, quimica de polimeros, bioguimica,
biologia molecular y medicina. En particular, se refiere a copolimeros (p. ej., copolimeros de dibloques) y a sus
complejos con polinucleétidos para usar como vehiculos para el suministro de polinucleétidos en células vivas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0004] En algunos casos, es beneficioso proporcionar agentes terapéuticos (p. €j., oligonucledtidos) a células

vivas. En algunos casos, el suministro de dichos polinucleétidos a una célula viva proporciona un beneficio
terapéutico.
RESUMEN
[0005] La presente invencion proporciona un copolimero como se define en las reivindicaciones. La presente

invencion proporciona copolimeros que comprenden al menos dos bloques, comprendiendo entonces el primer
bloque al menos una unidad constitutiva que es hidrofila a pH fisiolégico, y comprendiendo el segundo bloque una
pluralidad de restos hidréfobos. En algunas realizaciones, el segundo bloque comprende ademas una especie
cargable, sea en el estado cargado o no cargado, que es anionica a pH fisiolégico. Sin embargo, cuando el pH es
aproximadamente el pKa, de la especie cargable, existira una distribucién de equilibrio de la especie cargable en
ambas formas, es decir, aproximadamente 50% sera anionica y aproximadamente 50% no estara cargada. Cuanto
mas alejado esté el pH del pK, de la especie cargable, habra un desplazamiento correspondiente en este equilibrio
de forma que a valores de pH mayores predominara la forma anionica y a valores de pH menores predominara la
forma no cargada. Las realizaciones descritas en el presente documento incluyen la forma de los copolimeros a
cualquier valor de pH. A un valor de pH de un endosoma (un pH endosémico), la especie cargable predominara en
la forma no cargada.

[0006] Preferiblemente, cuando un polimero descrito en el presente documento esta en contacto con una
membrana celular, altera o desestabiliza de otra forma la membrana y entra en el entorno celular. En realizaciones
especificas, un polimero proporcionado en el presente documento es endosomolitico o desestabiliza de otra forma
una membrana endosémica.

[0007] La presente invencion se refiere a un copolimero (p. €j., copolimero de dibloques) que comprende:

un primer bloque que comprende una primera unidad constitutiva que es hidréfila a pH fisiolégico normal,

un segundo bloque que comprende:

una segunda unidad constitutiva que es catiénica a pH fisiolégico normal y que puede ser igual o diferente de la
primera unidad constitutiva;

una tercera unidad constitutiva que es anionica a pH fisioldgico normal;
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un resto potenciador de la hidrofobicidad en el que:

el resto potenciador de la hidrofobicidad esta covalentemente unido a la segunda unidad constitutiva; o,

el resto potenciador de la hidrofobicidad esta covalentemente unido a la tercera unidad constitutiva; o,

el resto potenciador de la hidrofobicidad esta compuesto de una cuarta unidad constitutiva del segundo bloque; o
cualquier combinacion de los anteriores; y

el segundo bloque es sustancialmente neutro en la carga total.

[0008] En diferentes realizaciones, la primera unidad constitutiva es catiénica a pH fisiolégico normal (es decir,
aproximadamente pH fisioldgico), es anidnica a pH fisiolégico normal, es neutra a pH fisiolégico normal, o es i6n
hibrido a pH fisiolégico normal. En algunas realizaciones el primer bloque del copolimero es policatiénico a pH
fisioldgico normal, es polianionico a pH fisiolégico normal, es neutro a pH fisiolégico normal o es un polion hibrido a
pH fisiolégico normal. En realizaciones adicionales, el primer bloque del copolimero tiene sustancialmente las
mismas propiedades i6nicas a pH endosdmico asi como a pH fisiolégico normal, p. €j., es policatiénico a pH
endosomico, es polianionico a pH endosémico, es neutro a pH endosémico o es polion hibrido a pH endosémico.

[0009] En una realizacién de esta invencion, la primera unidad constitutiva comprende una especie de
nitrégeno catidnica (es decir una especie de nitrégeno que es catidnica a pH fisiolégico normal). En una realizacion
de esta invencion, la especie de nitrégeno catidnica es una especie amonio. En una realizacion de esta invencion, la
segunda unidad constitutiva es la misma que la primera unidad constitutiva. En una realizacién de esta invencion, la
especie aniénica comprende un anion acido carboxilico. En una realizacion de esta invencién, el primer bloque
comprende ademas una unidad constitutiva de carga neutra intercalada aleatoriamente entre las primeras unidades
constitutivas. En una realizacion de esta invencion, el primer y/o segundo bloque comprende al menos un grupo
reactivo o que se puede modificar. En una realizacion de esta invencion, si esta presente, la cuarta unidad
constitutiva comprende de aproximadamente 10% a aproximadamente 60% en peso del segundo bloque.

[0010] En algunas realizaciones, el primer bloque de polimero tiene un tamafio de aproximadamente 10.000
daltons, o de aproximadamente 2.000 daltons a aproximadamente 30.000 daltons, o de aproximadamente 8.500
daltons a aproximadamente 13.000 daltons. En algunas realizaciones, el primer bloque de polimero tiene una carga
neta positiva similar en valor absoluto a la carga neta negativa en la molécula de ARNip que se va a suministrar.

[0011] En algunas realizaciones, el segundo bloque de polimero tiene un peso molecular aproximadamente igual
al primer bloque de polimero, o aproximadamente 0,2-5 veces, o aproximadamente 1-3 veces el tamafio del primer
bloque de polimero, y en las realizaciones mas preferidas, el segundo bloque de polimero tiene un tamafio de
aproximadamente 2-3 (de dos a tres) veces el del primer bloque de polimero.

[0012] En algunas realizaciones, el bloque cargado hidréfilo forma complejo con (usado de forma intercambiable
en el presente documento con "esta asociado con" o "esta unido a", p. €j., por uno o mas enlaces covalentes, una o
mas interacciones idnicas, una combinacion de los mismos, o similares) al menos un nucleétido, incluyendo un
polinucledtido, p. ej., un ARNip.

[0013] En una realizacién de esta invencion, el bloque de polinucleétido esta unido a uno de los bloques de
polimero por un enlace covalente opcionalmente escindible. El acido polinucleétido se selecciona del grupo que
consiste en ADN, ARN y analogos naturales y sintéticos de los mismos. En una realizacién de esta invencion, el
polinucledtido es de sentido contrario. En una realizacion de esta invencion, el polinucledtido es ARN, opcionalmente
el ARN se selecciona del grupo que consiste en ARNm, ARN asociado a Piwi, miARN y ARNip. En un aspecto de
esta invencion el ARN es ARNip.

[0014] También se proporciona en el presente documento cuando cada una de las unidades constitutivas deriva
independientemente de un mondmero etilénico y la sintesis del copolimero comprende polimerizacién viva.

[0015] En una realizacion de esta invencién, el monémero etilénico es un monémero acrilico.

[0016] En algunas realizaciones del presente documento se proporciona un copolimero de dibloques, que tiene la
férmula quimica I:
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[0017] En algunas realizaciones:

Ao, A1, A2, As y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-C-, -C-, -C(O)(C)aC(0)O-, -O(C)aC(0O)- y -O(C),O-; en
los que,

aes 1-4;
b es 2-4;

Y4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-6C), O-alquilo(1C-10C),
-C(0)0-alquilo(1C-10C), C(O)NRe(1C-10C) vy arilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con uno o
mas grupos fluor;

Yo, Y1 e Y2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0O)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-, -C(O)NRe-alquilo(2C-
10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C) y arilo (6C-10C); en los que

los atomos de carbono tetravalentes de Ai-A4 que no estan completamente sustituidos con R1-Rs e Yp-Ys estan
completados con un numero adecuado de atomos de hidrogeno;

cada Ri, Ry, Rs, R4, Rs ¥ Rs se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, -CN, alquilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, cualquiera de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor;

Qo es un resto seleccionado del grupo que consiste en restos que son hidréfilos a pH fisiolégico y tienen al menos
parcialmente carga positiva a pH fisiologico (p. €j., amino, alquilamino, amonio, alquilamonio, guanidina, imidazolilo,
piridilo, o similares); tienen al menos parcialmente carga negativa a pH fisioldgico pero sufren protonacién a pH mas
bajo (p. €j., carboxilo, sulfonamida, boronato, fosfonato, fosfato, o similares); son sustancialmente neutros (o no
cargados) a pH fisioldgico (p. €j., hidroxi, alquilo polioxilado, polietilenglicol, polipropilenglicol, tiol, o similares); son al
menos parcialmente iones hibridos a pH fisiolégico (p. €j., un resto monomérico que comprende un grupo fosfato y
un grupo amonio a pH fisiolégico); restos que se pueden conjugar o funcionalizar (p. ej. restos que comprenden un
grupo reactivo, p. €j., azida, alquino, éster de succinimida, éster de tetrafluorofenilo, éster de pentafluorofenilo, éster
de p-nitrofenilo, disulfuro de piridilo, o similares); o hidrégeno;

Q1 es un resto que es hidrofilo a pH fisiologico, y tiene al menos parcialmente carga positiva a pH fisiologico (p. €j.,
amino, alquilamino, amonio, alquilamonio, guanidina, imidazolilo, piridilo, o similares); tiene al menos parcialmente
carga negativa a pH fisiolégico pero sufre protonaciéon a pH mas bajo (p. ej., carboxilo, sulfonamida, boronato,
fosfonato, fosfato, o similares); es sustancialmente neutro a pH fisiolégico (p. €j., hidroxi, alquilo polioxilado,
polietilenglicol, polipropilenglicol, tiol, o similares); o es al menos parcialmente ion hibrido a pH fisiolégico (p. €j., un
resto monomérico que comprende un grupo fosfato y un grupo amonio a pH fisiolégico);

Q2 es un resto que tiene carga positiva a pH fisioldgico, incluyendo, pero sin limitar, amino, alquilamino, amonio,
alquilamonio, guanidina, imidazolilo, y piridilo;

Qs es un resto que tiene carga negativa a pH fisiologico, pero sufre protonacion a pH mas bajo, incluyendo, pero sin
limitar, carboxilo, sulfonamida, boronato, fosfonato y fosfato;

m es de 0 a menos de 1,0 (p. ej., de 0 a aproximadamente 0,49);

n es mayor que 0 hasta 1,0 (p. €j., de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0); en el que
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m+n=1
p es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,9 (p. €j., de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5);

g es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,9 (p. €j., de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5); en
el que:

r es de 0 a aproximadamente 0,8 (p. €j., de 0 a aproximadamente 0,6); en el que
p+tq+r=1

v es de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 kDa; vy,

w es de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 kDa.

[0018] En una realizacion especifica, v es de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa. En realizaciones
especificas adicionales o alternativas, w es de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 kDa.

[0019] En algunas realizaciones, el numero o la relacion de restos monoméricos representado por p y g, estan
dentro de aproximadamente 30% el uno del otro, aproximadamente 20% el uno del otro, aproximadamente 10% el
uno del otro, o similar. En realizaciones especificas, p es sustancialmente igual que q. En algunas realizaciones, al
menos parcialmente con carga incluye mas que una cantidad en trazas de la especie con carga, incluyendo, p. €j., al
menos 20% de los restos tienen carga, al menos 30% de los restos tienen carga, al menos 40% de los restos tienen
carga, al menos 50% de los restos tienen carga, al menos 60% de los restos tienen carga, al menos 70% de los
restos tienen carga, o similares.

[0020] En algunas realizaciones, m es 0 y Q; es un resto que es hidrdfilo y sustancialmente neutro (o no cargado)
a pH fisiolégico. Es decir, a pH fisiologico cualquier especie cargable en Qi esta predominantemente en forma
neutra. En algunas realizaciones, sustancialmente no cargado incluye, menos de 5% tienen carga, menos de 3%
tienen carga, menos de 1% tienen carga, o similar. En algunas realizaciones, m es 0 y Q1 es un resto que es hidrdfilo
y al menos parcialmente catidnico a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, m es 0 y Q1 es un resto que es hidrdfilo
y al menos parcialmente aniénico a pH fisiolégico. En algunas realizaciones, m es >0 y n es >0, y uno de Qo 0 Q1 es
un resto que es hidréfilo y al menos parcialmente catiénico a pH fisiologico, y el otro de Qo 0 Q1 es un resto que es
hidréfilo y es sustancialmente neutro a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, m es >0 y n es >0, y uno de Qo 0 Q4
es un resto que es hidroéfilo y al menos parcialmente aniénico a pH fisiolégico, y el otro de Qo 0 Q4 es un resto que es
hidrdéfilo y es sustancialmente neutro a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, m es >0 y n es >0, y Q1 es un resto
que es hidrofilo y al menos parcialmente catidénico a pH fisioldgico, y Qo es un resto que se puede conjugar o
funcionalizar. En algunas realizaciones, m es >0 y n es >0, y Q; es un resto que es hidrofilo y sustancialmente neutro
a pH fisiolégico, y Qo es un resto que se puede conjugar o funcionalizar.

[0021] En algunas realizaciones del presente documento, se proporciona un copolimero que tiene al menos dos

bloques, teniendo el primer bloque la férmula quimica IA, y teniendo el segundo bloque la férmula quimica Ib, en las
que cada uno de los términos descritos en las mismas son como se han descrito antes:

W

[0022] También se proporciona en el presente documento un compuesto de férmula II:
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[0023] En algunas realizaciones:

Ao, A1, A2, Az y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-C-, -C(O)(C).C(O)O-, -O(C)aC(0)- y -O(C),O-; en los
que,

aes 1-4;
b es 2-4;

Yo e Y4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-
6C), O-alquilo(1C-10C), -C(O)O-alquilo(1C-10C), C(O)NRe(1C-10C) y arilo, cualquiera de los cuales esta
opcionalmente sustituido con uno o mas grupos fluor;

Y1 e Yz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-, -C(O)NRe-alquilo(2C-
10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C) y arilo (6C-10C); en los que

los atomos de carbono tetravalentes de As-A4 que no estan completamente sustituidos con Ri-Rs y Yo-Ys estan
completados con un numero adecuado de atomos de hidrogeno;

cada R1, Ry, Rs, R4, Rs y Re se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, -CN, alquilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, cualquiera de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor;

Q1 y Q2 son restos que tienen carga positiva a pH fisiolégico, incluyendo pero sin limitar, amino, alquilamino, amonio,
alquilamonio, guanidina, imidazolilo y piridilo;

Qs es un resto que tiene carga negativa a pH fisiologico, pero sufre protonacion a pH mas bajo, incluyendo, pero sin
limitar, carboxilo, sulfonamida, boronato, fosfonato y fosfato;

m es de 0 a aproximadamente 0,49;
n es de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0; en el que
m+n=1
p es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5;
q es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5; en el que:
p es sustancialmente el mismo que q;
r es de 0 a aproximadamente 0,6; en el que
ptq+r=1
v es de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; vy,
w es de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kDa.

[0024] También se proporciona en el presente documento un copolimero de dibloques, que tiene (a pH fisioldgico
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[0025] En algunas realizaciones:

Ao, A1, A2, Az y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-C-, -C(O)(C).C(O)O-, -O(C)aC(0)- y -O(C),O-; en los
que,

aes 1-4;
b es 2-4;

R1, Rz, R3, R4, Rs, R, R7, Rs, Ro, R1o ¥ R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno,
alquilo (1C-5C), cicloalquilo (3C-6C) y fenilo, cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con uno
o0 mas atomos de fluor;
Yo € Y4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-
6C), O-alquilo(1C-10C), -C(0O)0O-alquilo(1C-10C) y fenilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con
uno o mas grupos fluor;

Y1 e Y2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0O)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-5C) y fenilo; en los que

los atomos de carbono tetravalentes de Ai-As que no estan completamente sustituidos con R7-R11 e Yo-Y4 estan
completados con un numero adecuado de atomos de hidrogeno;

Z es un contraion fisioldgicamente aceptable,
m es de 0 a aproximadamente 0,49;
n es de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0; en los que
m+n=1
p es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5;
g es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5; en los que:
p es sustancialmente el mismo que q;
r es de 0 a aproximadamente 0,6; en los que
ptq+r=1
v es de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; y,
w es de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kDa.
[0026] En una realizacion de esta invencion,

A es -C-C-
Y1es -C(O)OCH,CH>-;
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Re es hidrogeno;
Rz y Rs son cada uno -CHg; vy,
R, es -CHjs.

[0027] En una realizacidn de esta invencion,

Az es -C-C-

Yz es 'C(O)OCHQCHQ';

Ro es hidrégeno;

R10 y R11 son cada uno -CHjs; y,
R3; es -CHs.

[0028] En una realizacion de esta invencion,

Asz es -C-C-

R3 es -CH30HZCH2-;

Y3 es un enlace covalente; y

Z es un anion fisioldgicamente aceptable (p. ej., polication o pluralidad de cationes).

[0029] En algunas realizaciones:

Az es -C-C-
Rs se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y -CHs; y
Y4 es -C(O)O(CH2)3CH3.

[0030] En algunas realizaciones:

A, es C-C-
R1 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (1C-3C); y
Y, se selecciona del grupo que consiste en -C(0)0O-alquilo(1C-3C).

[0031] En algunas realizaciones, m es 0. En determinadas realizaciones, r es 0. En algunas realizaciones, my r
son ambos 0.

[0032] La memoria descriptiva describe un procedimiento de suministro de un polinucleétido en una célula, que
comprende poner en contacto la célula con un complejo de polimero:polinucleétido del presente documento. En
descripciones especificas, el complejo de polimero:polinucledtido esta unido de una forma adecuada que incluye, a
modo de ejemplo no limitante, interacciones idnicas y no iénicas, tales como uno o mas enlaces covalentes,
combinaciones de los mismos, o similares. En una descripcién especifica, se proporciona en el presente documento,
un procedimiento para suministrar un polinucleétido a una célula, que comprende poner en contacto la célula con un
conjugado covalente del polimero y polinucleétido.

[0033] El polinucledtido se selecciona del grupo que consiste en ADN, ARN y analogos naturales y sintéticos de
los mismos.

[0034] EI ADN, ARN o analogos naturales o sintéticos de los mismos, son de sentido contrario. En la descripcion,
el polinucledtido es ARN, opcionalmente el ARN es ARNip. En una descripcién, el ARNip se suministra a una célula
in vivo. El polimero de esta invencién esta unido o forma complejo con un resto que dirige, opcionalmente el resto
que dirige esta unido covalentemente al extremo o del copolimero (p. €j., copolimero de dibloques), el resto que
dirige esta unido covalentemente al extremo o del copolimero, o esta unido covalentemente a un grupo colgante del
copolimero (p. €j., copolimero de dibloques). En una descripcion, el resto que dirige se selecciona, pero sin limitar,
de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo, moléculas de tipo anticuerpo, péptidos, péptidos ciclicos, y moléculas
pequefias.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0035] Las caracteristicas nuevas de la invencidon se exponen en particular en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién por referencia a la
siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se usan los principios de la
invencion, y los dibujos que acompafian, de los cuales:

[0036] La Figura 1 es un resumen ilustrativo de diferentes polimeros descritos en el presente documento
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[0037] La Figura 2 es una sintesis ilustrativa de [PEGMAw]-[B-P-D]
[0038] La Figura 3 es una caracterizacion ilustrativa de P7-PEGMA100-40 kDa

[0039] La Figura 4 es una descripcion ilustrativa de la composicion y propiedades de copolimeros PEGMA-
DMAEMA

[0040] La Figura 5 es una sintesis ilustrativa de [PEGMAw-MAA(NHS)]-[B-P-D]

[0041] La Figura 6 es una copolimerizacion por RAFT ilustrativa de PEGMA y MAA-NHS

[0042] La Figura 7 es una copolimerizacion por RAFT ilustrativa de DMAEMA y MAA-NHS

[0043] La Figura 8 es una sintesis ilustrativa de PDSMA

[0044] La Figura 9 es una sintesis ilustrativa del copolimero HPMA-PDSMA para la conjugacion con ARNip
[0045] La Figura 10 ilustra la hemolisis de (A) polimeros y (B) construcciones de polimero/ARNip

[0046] La Figura 11 ilustra la internalizacion en células HeLa de ARNip y complejos de polimero/ARNip marcados
con FAM

[0047] La Figura 12 ilustra la citotoxicidad de HelLa no especifica (A) y la inactivacion de GAPDH (B) en funcién del
soporte polimérico de ARNip

[0048] La Figura 13 ilustra la inactivacion de GAPDH en células HelLa

[0049] La Figura 14 ilustra el disefio de polimero para PoliiHPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]

[0050] La Figura 15 ilustra la sintesis de disulfuro de piridilo-CTA

[0051] La Figura 16 ilustra la reaccion del grupo terminal del polimero disulfuro de piridilo con la cisteina peptidica
[0052] La Figura 17 ilustra un gel de SDS PAGE para la caracterizacion de conjugados de péptido-polimero

[0053] La Figura 18 ilustra un ensayo de alteracion de membrana usado para medir la capacidad del polimero para
producir la alteracidon dependiente de pH de las membranas de bicapa lipidica

[0054] La Figura 19 ilustra la localizacion intracelular del péptido después de conjugacion con el polimero

[0055] La Figura 20 ilustra que conjugados carecian del bloque sensible al pH, eran similares a ambos grupos de
control y no producian toxicidad significativa

[0056] La Figura 21 ilustra la bioactividad de conjugados peptidicos
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Polimero

[0057] En algunas realizaciones proporcionadas, la presente invencion proporciona polimeros soporte y
construcciones de polimero:polinucleétido. En algunos casos, estos polimeros y construcciones de
polimero:polinucledtido satisfacen la necesidad de un sistema fuerte y seguro para suministrar polinucleétidos
terapéuticos en las células.

[0058] En realizaciones especificas de los polimeros descritos en el presente documento, cada especie cargable
esta presente en una unidad constitutiva diferente. En algunas realizaciones, una primera unidad constitutiva
comprende la primera especie cargable. En realizaciones adicionales o alternativas, una segunda unidad constitutiva
comprende la segunda especie cargable. En realizaciones adicionales o alternativas, una tercera unidad constitutiva
comprende la tercera especie cargable.

[0059] Algunas unidades constitutivas de esta invencion, se indica que son catidnicas o anionicas a pH fisiolégico
normal. Por lo tanto, en algunos casos, a pH fisiolégico normal, las especies tienen un pK, que da como resultado
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que sean protonadas (cationicas, con carga positiva) o desprotonadas (anidnicas, con carga negativa) en el mismo.
Las especies cationicas actualmente preferidas a pH fisioldgico son especies de nitrégeno tales como amonio,
-NRR'R", guanidinio (-NRC(=NR’H)'NR"R", ignorando las formas candnicas que conocen los expertos en la
materia), en las que los grupos R son independientemente hidrégeno, alquilo, cicloalquilo o arilo, o dos grupos R
unidos al mismo atomo o atomos adyacentes de nitrdgeno, también pueden estar unidos entre si para formar una
especie heterociclica tal como pirrol, imidazol, indol y similares. Los restos monoméricos o unidades constitutivas
descritas en el presente documento como catidnicas a pH fisiolégico normal comprenden una especie cargada o
cargable en un catién, incluyendo una especie catidénica desprotonable.

[0060] En diferentes realizaciones descritas en el presente documento, las unidades constitutivas que son
catiénicas o tienen carga positiva a pH fisiolégico (incluyendo, p. €j., algunas unidades constitutivas hidrofilas)
descritas en el presente documento, comprenden uno o0 mas grupos amino, grupos alquilamino, grupos guanidina,
grupos imidazolilo, grupos piridilo o similares, o las formas protonadas, alquiladas o cargadas de otra forma de los
mismos. En algunas realizaciones, las unidades constitutivas que son cationicas a pH fisiolégico normal que se usan
en el presente documento incluyen, a modo de ejemplo no limitante, restos monoméricos de metacrilatos de
dialquilaminoalquilo (p. ej., DMAEMA). En diferentes realizaciones descritas en el presente documento, las unidades
constitutivas que son anidnicas o tienen carga negativa a pH fisiolégico (incluyendo, p. ej., algunas unidades
constitutivas hidrofilas) descritas en el presente documento, comprenden uno o mas grupos acido o bases
conjugadas de los mismos, incluyendo, a modo de ejemplo no limitante, carboxilato, sulfonamida, boronato,
fosfonato, fosfato o similares. En algunas realizaciones, las unidades constitutivas que son aniénicas o tienen carga
negativa a pH fisioldgico normal que se usan en el presente documento incluyen, a modo de ejemplo no limitante,
restos monoméricos de acido acrilico, acido alquil-acrilico (p. ej., acido metilacrilico, acido etilacrilico, acido
propilacrilico, etc.) o similares. En diferentes realizaciones descritas en el presente documento, las unidades
constitutivas hidréfilas que son neutras a pH fisiolégico comprenden uno o mas grupos hidréfilos, p. €j., hidroxi,
alquilo polioxilado, polietilenglicol, polipropilenglicol, tiol o similares. En algunas realizaciones, las unidades
constitutivas hidrofilas que son neutras a pH fisiolégico normal que se usan en el presente documento incluyen, a
modo de ejemplo no limitante, restos monoméricos de acido acrilico PEGilado, acido metacrilico PEGilado, acido
hidroxialquilacrilico, acido hidroxialquilalcacrilico (p. ej., HPMA), o similares. En diferentes realizaciones descritas en
el presente documento, las unidades constitutivas hidrofilas que son iones hibridos a pH fisioldgico comprenden un
grupo aniénico o con carga negativa a pH fisiolédgico y un grupo catiénico o con carga positiva a pH fisiolégico. En
algunas realizaciones, las unidades constitutivas hidréfilas que son iones hibridos a pH fisiolégico normal que se
usan en el presente documento incluyen, a modo de ejemplo no limitante, restos monoméricos que comprenden un
grupo fosfato y un grupo amonio a pH fisioldgico, tal como se expone en el documento US 7.300.990.

[0061] En algunas realizaciones, los polimeros proporcionados en el presente documento comprenden ademas
una o mas unidades constitutivas que comprenden una cadena lateral que se puede conjugar o funcionalizar (p. €j.,
un grupo colgante de un resto monomeérico). En algunas realizaciones, una cadena lateral que se puede conjugar o
funcionalizar, es un grupo que lleva uno o mas grupos reactivos que se pueden usar para la introduccién después de
polimerizacion de grupos funcionales adicionales mediante procedimientos quimicos conocidos en la materia, por
ejemplo la quimica "click" (para ejemplos de reacciones "click" véase Wu, P.; Fokin, V. V. Catalytic Azide-Alkyne
Cycloaddition: Reactivity and Applications. Aldrichim. Acta, 2007, 40, 7-17). En algunas realizaciones, las cadenas
laterales que se pueden conjugar o funcionalizar proporcionadas en el presente documento comprenden uno o mas
de cualquier grupo activado adecuado, tal como, pero sin limitar, éster de N-hidroxisuccinimida (NHS), éster de HOBt
(1-hidroxibenzotriazol), éster de p-nitrofenilo, éster de tetrafluorofenilo, éster de pentafluorofenilo, grupo disulfuro de
piridilo o similares.

[0062] En algunas realizaciones, las unidades constitutivas que son anidnicas a pH fisiolégico normal comprenden
acidos carboxilicos tales como, pero sin limitar, restos monoméricos de acido 2-propilacrilico (es decir, la unidad
constitutiva derivada del mismo, acido 2-propilpropiénico, -CH2C((CH2)2CH3)(COOH)-(PAA)), aunque también esta
contemplado en esta invencién cualquier acido organico o inorganico que pueda estar presente como una especie
protegida, p. ej., un éster o como el acido libre, en el procedimiento de polimerizacion seleccionado. Los restos
monomeéricos anidnicos o unidades constitutivas descritas en el presente documento comprenden una especie
cargada o cargable en un anion, incluyendo una especie aniénica protonable. En algunos casos, los restos
monomeéricos aniénicos pueden ser anionicos a pH neutro 7,0.

[0063] También se pueden usar monémeros tales como anhidrido maleico (Scott M. Henry, Mohamed E. H. El-
Sayed, Christopher M. Pirie, Allan S. Hoffman, y Patrick S. Stayton "pH-Responsive Poli(styrene-alt-maleic
anhydride) Alquilamide Copolimers for Intracellular Drug Delivery" Biomacromolecules 7:2407-2414, 2006) para
introducir unidades con carga negativa (p. e€j., la tercera unidad constitutiva) en el segundo bloque. En dichas
realizaciones, la unidad constitutiva con carga negativa es un resto monomérico de anhidrido maleico.

[0064] Una realizacién de esta invencion es un polimero que tiene la siguiente estructura general de formula I:
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I/~ il |~ mn IAslq /- w, )
Yo Yi v '2 w
Qo Q, Q, 03

[0065] En algunas realizaciones:

Ao, A1, Az, As y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-, -C-C-, -C(O)(C)aC(0)O-, -O(C)aC(0O)- y -O(C),O-; en
los que,

aes 1-4;
b es 2-4;

Y4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-6C), O-alquilo(1C-10C),
-C(0)0-alquilo(1C-10C), C(O)NRes(1C-10C), heteroarilo (4C-10C) y arilo (6C-10C), cualquiera de los cuales esta
opcionalmente sustituido con uno o mas grupos fluor;

Yo, Y1 e Y2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0O)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-, -C(O)NRe-alquilo(2C-
10C)-, heteroarilo (4C-10C) y arilo (6C-10C);

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C), heteroarilo (4C-10C) y arilo (6C-
10C); en los que

los atomos de carbono tetravalentes de Ai-As4 que no estan completamente sustituidos con Ri-Rs e Yp-Ys estan
completados con un numero adecuado de atomos de hidrogeno;

R1, Rz, R3, R4, Rs y Re se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, -CN, alquilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, cualquiera de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor;

Qo es un resto seleccionado del grupo que consiste en restos que son hidréfilos a pH fisiolégico y tienen al menos
parcialmente carga positiva a pH fisiologico (p. €j., amino, alquilamino, amonio, alquilamonio, guanidina, imidazolilo,
piridilo, o similares); tienen al menos parcialmente carga negativa a pH fisioldgico pero sufren protonacién a pH mas
bajo (p. €j., carboxilo, sulfonamida, boronato, fosfonato, fosfato, o similares); son sustancialmente neutros (o no
cargados) a pH fisioldgico (p. €j., hidroxi, alquilo polioxilado, polietilenglicol, polipropilenglicol, tiol, o similares); al
menos parcialmente iones hibridos a pH fisiolégico (p. €j., un resto monomérico que comprende un grupo fosfato y
un grupo amonio a pH fisiolégico); restos que se pueden conjugar o funcionalizar (p. ej. restos que comprenden un
grupo reactivo, p. €j., azida, alquino, éster de succinimida, éster de tetrafluorofenilo, éster de pentafluorofenilo, éster
de p-nitrofenilo, disulfuro de piridilo, o similares); o hidrégeno;

Q1 es un resto que es hidrofilo a pH fisiologico, y tiene al menos parcialmente carga positiva a pH fisiologico (p. €j.,
amino, alquilamino, amonio, alquilamonio, guanidina, imidazolilo, piridilo, o similares); tiene al menos parcialmente
carga negativa a pH fisiolégico pero sufre protonaciéon a pH mas bajo (p. ej., carboxilo, sulfonamida, boronato,
fosfonato, fosfato, o similares); es sustancialmente neutro a pH fisiolégico (p. €j., hidroxi, alquilo polioxilado,
polietilenglicol, polipropilenglicol, tiol, o similares); o es al menos parcialmente i6n hibrido a pH fisiolégico (p. €j., que
comprenden un grupo fosfato y un grupo amonio a pH fisiolégico);

Q2 es un resto que tiene carga positiva a pH fisiolégico, incluyendo, pero sin limitar, amino, alquilamino, amonio,
alquilamonio, guanidina, imidazolilo y piridilo;

Qs es un resto que tiene carga negativa a pH fisioldgico, pero sufre protonacién a pH mas bajo, incluyendo, pero sin
limitar, carboxilo, sulfonamida, boronato, fosfonato y fosfato;

m es de aproximadamente 0 a menos de 1,0 (p. ej., de 0 a aproximadamente 0,49);

n es mayor que 0 hasta 1,0 (p. ej., de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0); en el que
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m+n=1
p es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,9 (p. €j., de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5);

g es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,9 (p. €j., de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5); en
el que:

r es de 0 a aproximadamente 0,8 (p. €j., de 0 a aproximadamente 0,6); en el que

ptq+r=1
v es de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; v,
w es de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kDa.

[0066] En algunas realizaciones, el niumero o la relacion de restos monoméricos representados por p y q, estan
dentro de aproximadamente 30% el uno del otro, aproximadamente 20% el uno del otro, aproximadamente 10% el
uno del otro, o similar. En realizaciones especificas, p es sustancialmente igual que q. En algunas realizaciones, al
menos parcialmente cargado incluye en general mas que una cantidad en trazas de la especie cargada, incluyendo,
p. €j., al menos 20% de los restos tienen carga, al menos 30% de los restos tienen carga, al menos 40% de los
restos tienen carga, al menos 50% de los restos tienen carga, al menos 60% de los restos tienen carga, al menos
70% de los restos tienen carga, o similares.

[0067] En algunas realizaciones, m es 0 y Q¢ es un resto que es hidrdfilo y sustancialmente neutro (o no cargado)
a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, sustancialmente no cargado incluye, p. ej., menos de 5% tienen carga,
menos de 3% tienen carga, menos de 1% tienen carga, o similar. En algunas realizaciones, m es 0 y Q¢ es un resto
que es hidrofilo y al menos parcialmente catidnico a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, m es 0 y Q1 es un resto
que es hidréfilo y al menos parcialmente anidnico a pH fisioldgico. En algunas realizaciones, m es >0 y n es >0, y
uno de Qp 0 Q1 es un resto que es hidrofilo y al menos parcialmente catiénico a pH fisioldgico, y el otro de Qo 0 Q1 es
un resto que es hidrofilo y es sustancialmente neutro a pH fisiolégico. En algunas realizaciones, mes >0y nes >0, y
uno de Qg 0 Q4 es un resto que es hidrdfilo y al menos parcialmente anidnico a pH fisioldgico, y el otro de Qo 0 Q1 es
un resto que es hidréfilo y es sustancialmente neutro a pH fisiolégico. En algunas realizaciones, mes >0y n es >0, y
Q1 es un resto que es hidrdéfilo y al menos parcialmente catidnico a pH fisioldgico, y Qo es un resto que se puede
conjugar o funcionalizar. En algunas realizaciones, m es >0 y n es >0, y Q¢ es un resto que es hidrofilo y
sustancialmente neutro a pH fisiolégico, y Qo es un resto que se puede conjugar o funcionalizar.

[0068] En algunas realizaciones, el grupo con carga positiva o al menos parcialmente con carga positiva a pH
fisiolégico es un grupo -NR'R", en el que R' y R" se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo,
cicloalquilo o heteroalquilo, que pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas grupos halégeno, amino,
hidroxilo, y/o comprende uno o mas enlaces insaturados; en algunas realizaciones, R' y R' se consideran juntos para
formar un heteroarilo o heterociclo aliciclico sustituido o no sustituido. En algunas realizaciones, los grupos descritos
en el presente documento como con carga positiva o al menos parcialmente con carga positiva a pH fisioldgico
pueden incluir, a modo de ejemplo no limitante, amino, alquilamino, dialquilamino, amino ciclico (p. ej., piperidina o
piperidina N-alquilada), imino aliciclico (p. e€j., dihidropiridinilo, 2,3,4,5-tetrahidropiridinilo, o similares) heteroaril-imino
(p. €j., piridinilo), o similares. En algunas realizaciones, los grupos descritos en el presente documento como con
carga negativa o al menos parcialmente con carga negativa a pH fisioldgico, pero que sufren protonaciéon a pH mas
bajo, son tales como, a modo de ejemplo no limitante, acido carboxilico (COOH), sulfonamida, acido borénico, acido
sulfénico, acido sulfénico, acido sulfurico, acido fosférico, acido fosfinico, acido fosforoso, acido carbonico, la base
conjugada desprotonada de los mismos, o similares.

[0069] También se proporciona en el presente documento un compuesto de férmula II:

?.1 H.Z 3
|
[rd/ = 1Al | = ml [Aslq / |A41—--- o
Yo T1 v |2 w
Qy Q 63
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[0070] En algunas realizaciones:

Ao, A1, A2, Az y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-C-, -C(O)(C).C(O)O-, -O(C),C(0)- y -O(C),O-; en los
que,

aes 1-4;
b es 2-4;

Yo e Y4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-
6C), O-alquilo(1C-10C), -C(O)O-alquilo(1C-10C), C(O)NRs(1C-10C) y arilo, cualquiera de los cuales esta
opcionalmente sustituido con uno o mas grupos fluor;

Y1 e Yz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0O)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-, -C(O)NRe-alquilo(2C-
10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C) y arilo (6C-10C); en los que

los atomos de carbono tetravalentes de Ai-A4 que no estan completamente sustituidos con Ri-Rs e Yp-Ys estan
completados con un numero adecuado de atomos de hidrogeno;

R1, Rz, R3, R4, Rs y Re se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, -CN, alquilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, cualquiera de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor;

Q1 y Q2 son restos que tienen carga positiva a pH fisiolégico, incluyendo pero sin limitar, amino, alquilamino, amonio,
alquilamonio, guanidina, imidazolilo y piridilo;

Qs es un resto que tiene carga negativa a pH fisiologico, pero sufre protonacion a pH mas bajo, incluyendo, pero sin
limitar, carboxilo, sulfonamida, boronato, fosfonato y fosfato;

m es de 0 a aproximadamente 0,49;
n es de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0; en los que
m+n=1

p es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5;
q es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5; en los que:
p es sustancialmente el mismo que q;
r es de 0 a aproximadamente 0,6; en los que

ptrq+r=1
v es de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; vy,
w es de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kDa.

[0071] En algunas realizaciones, el copolimero de bloques es un copolimero de dibloques, que tiene la formula
quimica (a pH fisiolégico normal o aproximadamente neutro) férmula lll:
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[0072] En algunas realizaciones, Ag, A1, A2, A3 y A4, sustituidos como se ha indicado, comprenden las unidades
constitutivas (usado en el presente documento de forma intercambiable con "unidades monoméricas" y "restos
monomeéricos") del polimero de férmula Ill. En realizaciones especificas, las unidades monoméricas que constituyen
los grupos A de la férmula 11l son compatibles con la polimerizaciéon en condiciones adecuadas. En algunos casos,
una cadena principal etilénica o unidad constitutiva, polimero -(C-C)m-, en la que cada C esta disustituido con H y/o
cualquier otro grupo adecuado, se polimeriza usando mondmeros que contienen un doble enlace carbono-carbono,
>C=C<. En algunas realizaciones, cada grupo A (p. €j., cada uno de Ay, A1, Az, A3 y A4) puede ser (es decir, se
selecciona independientemente de) -C-C- (es decir, una unidad monomérica etilénica o cadena principal de
polimero), -C(O)(C)aC(O)O- (es decir, una unidad monomérica de polianhidrido o cadena principal de polimero),
-O(C)aC(O)- (es decir, una unidad monomeérica de poliéster o cadena principal de polimero), -O(C),O- (es decir, una
unidad monomeérica de polialquilenglicol o cadena principal de polimero) o similares (en los que cada C esta
disustituido con H y/o cualquier otro grupo adecuado como se describe en el presente documento, incluyendo R
y/o R13 como se ha descrito antes). En realizaciones especificas, el término "a" es un numero entero de 1 a 4, y "b"
es un numero entero de 2 a 4. En algunos casos, cada grupo "Y" y "R" unido a la cadena principal de férmula Il (es
decir, uno cualquiera de Yo, Y1, Y2, Y3, Y4, R1, Rz, R3, R4, Rs) esta unido a cualquier "C" (incluyendo cualquier (C), o
(C)p) de la unidad monomérica especifica. En realizaciones especificas, tanto Y como R de una unidad monomérica
especifica estan unidos al mismo "C". En algunas realizaciones especificas, tanto Y como R de una unidad
monomeérica especifica estan unidos al mismo "C", siendo el "C" el alfa al grupo carbonilo de la unidad monomeérica,
si estan presentes.

[0073] En realizaciones especificas, Ri-R11 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo (p. €j.,
alquilo 1C-5C), cicloalquilo (p. €j., cicloalquilo 3C-6C) o fenilo, en las que cualquiera de Ri-R14 esta opcionalmente
sustituido con uno o mas de fluor, cicloalquilo o fenilo, que pueden estar ademas sustituidos con uno o mas grupos
alquilo.

[0074] En algunas realizaciones especificas, Yo € Y4 se seleccionan independientemente de hidrégeno, alquilo (p.
ej., alquilo 1C-10C), cicloalquilo (p. €j., cicloalquilo 3C-6C), O-alquilo (p. €j., O-alquilo(2C-10C)), -C(O)O-alquilo (p.
ej., -C(0)0-alquilo(2C-10C)), o fenilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con uno o mas atomos
de flaor.

[0075] En algunas realizaciones, Y1 e Y2 se seleccionan independientemente de un enlace covalente, alquilo,
preferiblemente en este momento un alquilo (1C-10C), -C(O)O-alquilo, preferiblemente en este momento -C(O)O-
alquilo(2C-10C), -OC(O)alquilo, preferiblemente en este momento -OC(O)-alquilo(2C-10C), O-alquilo,
preferiblemente en este momento -O-alquilo(2C-10C) y -S-alquilo, preferiblemente en este momento -S-alquilo(2C-
10C). En algunas realizaciones, Y3 se selecciona de un enlace covalente, alquilo, preferiblemente en este momento
alquilo (1C-5C) y fenilo.

[0076] En algunas realizaciones, Z esta presente o ausente. En algunas realizaciones, en las que Rq y/o R4 es
hidrogeno, Z" es OH". En algunas realizaciones, Z' es un contraiéon (p. €., uno o mas contraiones), preferiblemente
un contraién biocompatible, tal como, a modo de ejemplo no limitante, cloruro, fosfato inorganico u organico, sulfato,
sulfonato, acetato, propionato, butirato, valerato, caproato, caprilato, caprato, laurato, miristato, palmato, estearato,
palmitolato, oleato, linolato, araquidato, gadoleato, vaccinato, lactato, glicolato, salicilato, desamionfenilalanina,
desaminoserina, desaminotreonina, e-hidroxicaproato, 3-hidroxibutirato, 4-hidroxibutirato o 3-hidroxivalerato. En
algunas realizaciones, cuando cada Y, R y fluor opcional esta covalentemente unido a un carbono de la cadena
principal seleccionada, cualquier carbono que no esta totalmente sustituido estd completado con el numero
adecuado de atomos de hidrégeno. Los nimeros m, n, p, q y r representan la fraccion molar de cada unidad
constitutiva en su bloque y v y w proporcionan el peso molecular de cada bloque.

[0077] En algunas realizaciones,

Ao, A1, Az, Az y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-, -C-C-, -C(O)(CR12R13)aC(0O)0O-, -O(CR12R13)aC(O)- y
-O(CR12R13)s0O-; en los que,
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aes 1-4;
b es 2-4;

R1, Rz, R3, R4, Rs, Re, R7, Rs, Re, R10, R11, R12 ¥ R13 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno, alquilo (1C-5C), cicloalquilo (3C-6C), arilo (5C-10C), heteroarilo (4C-10C), cualquiera de los cuales puede
estar opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fltor;

Yo e Y4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-
6C), O-alquilo(1C-10C), -C(0O)0O-alquilo(1C-10C) y fenilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con
uno o mas grupos fluor;

Y1 e Yz se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0O)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-5C) y fenilo;

en los que los atomos de carbono tetravalentes de Ai-As que no estan completamente sustituidos con Ri-Rs e Yo-Y4
estan completados con un nimero adecuado de atomos de hidrégeno;

Z es uno 0 mas contraiones fisiolégicamente aceptables,
m es de 0 a aproximadamente 0,49;
n es de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0; en los que
m+n=1

p es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5;
g es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5; en los que:
p es sustancialmente el mismo que q;
r es de 0 a aproximadamente 0,6; en los que

ptq+r=1
v es de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; vy,
w es de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 kDa, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kDa.
[0078] En una realizacién especifica,

Ao, A1, A2, As y A4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -C-C-, -C(O)(C)aC(O)O-,
-O(C)aC(0)- y -O(C),O-; en los que,

aes 1-4;
b es 2-4;

R1, Rz, R3, R4, Rs, Rs, R7, Rs, Ro, R10 ¥ R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno,
alquilo (1C-5C), cicloalquilo (3C-6C) y fenilo, cualquiera de los cuales puede estar opcionalmente sustituido con uno
0 mas atomos de fluor;
Yo e Y4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-
6C), O-alquilo(1C-10C), -C(0O)0O-alquilo(1C-10C) y fenilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con
uno o mas grupos fldor;

Y1 e Y2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(O)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-5C) y fenilo;
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en los que los atomos de carbono tetravalentes de Ai-As que no estan completamente sustituidos con Ri-Rs e Yo-Y4
estan completados con un niumero adecuado de atomos de hidrégeno;
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Z es un contraion fisioldgicamente aceptable,

m es de 0 a aproximadamente 0,49;

n es de aproximadamente 0,51 a aproximadamente 1,0; en el que

m+n=1

p es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5;

g es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5; en los que:

p es sustancialmente el mismo que q;

r es de 0 a aproximadamente 0,6; en los que

ptq+r=1

v es de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; vy,

w es de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa.

[0079]

En algunas realizaciones,

A+ es -C-C-

Y1 es 'C(O)OCHQCHQ';

Rs es hidrégeno;

R7 y Rg son cada uno -CHg; vy,
Rz es -CH3.

[0080]

En algunas realizaciones,

Az es -C-C-

Y2 es -C(O)OCH,CH>-;

Ro es hidrégeno;

R10 y R11 son cada uno -CHjs; y,
R3 es -CH3.

[0081]

En algunas realizaciones,

As es -C-C-
R4 es -CH3CH2CH2-;
Y3 es un enlace covalente;

y Z" es un anion fisiolégicamente aceptable.

[0082]

En algunas realizaciones:

A4 es -C-C-
Rs se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y -CHs; y
Y4 es -C(O)O(CH2)3CH3.

[0083]

En algunas realizaciones:

Ao es C-C-

R1 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (1C-3C); y

Y, se selecciona del grupo que consiste en -C(0)0O-alquilo(1C-3C).

[0084]

En algunas realizaciones, m es 0.
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[0085] En algunas realizaciones, r es 0.
[0086] En algunas realizaciones, m y r son ambos 0.

5 [0087] En algunas realizaciones se proporciona un polimero de ejemplo, pero no limitante, de esta invencion:

GHs
__ cI:Hz
CH H
Ha ?Hs Hy | ° H2 ?H’ u,? 3
—C—¢— | —|{—¢-¢— —C—C— —C-C——
c=0 c=0 Cc=0 (|;=o
0 o P 6 q | r
] I o}
clmz tliHa |
CGH OH
i o
NHF *
/ CHQ
H;,C/ \GH3 HaC \cH, oH
- — — - W

v

[0088] En algunos casos, las unidades constitutivas del compuesto 1 se muestran dentro del corchete a la
10 izquierda y el paréntesis a la derecha y derivan de los monémeros:

0 0
[ I

H20=?-C'0'CH20H2'N(CH3)2 Hzc=(|:-c-0H H.‘,c=(l~,—c—o(cr-t-‘,)acH3
CH, (CH),CH; CHs

[0089] Las letras p, q y r representan la fraccidon molar de cada unidad constitutiva dentro de su bloque. Las letras
15 vy w representan el peso molecular (medio numérico) de cada bloque en el copolimero de dibloques.

[0090] En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto proporcionado en el presente documento que es
un compuesto que tiene la estructura:
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SR i
c C 1
H, IH:’ Hy | H2 ?H‘* Hz(l:HJ
e |\ e [l et
C=0 =0 =0 =0
O ? p 0— q ? r
M-s C 0
0 |H2 (ltHz
CH, é Z-
f:".'v !"le
1-20 £ X CH,
/J)&s v = - w

—
{ ]

[0091] Como se ha discutido antes, las letras p, g y r representan la fraccion molar de cada unidad constitutiva
dentro de su bloque. Las letras v y w representan el peso molecular (medio numérico) de cada bloque en el
copolimero de diblogues.

[0092] En algunas realizaciones, se proporcionan en el presente documento los siguientes polimeros:

[DMAEMA]-[By-/-Pg-/-Dilw IV3
[PEGMA]\-[By-/-Pq-/-Diw IV4
[PEGMA-/-DMAEMA],-[By-/-Pg-/-DiJw IV5
[PEGMA-/-MAA(NHS),-[Bp-/-Pq-/-Diw IV6
[DMAEMA /-MAA(NHS ) ],-[Bp~/-Pq-/-Dilw IV7
[HPMA~/-PDSM,],~[Bp~/-Pq-/-Dilw IV8
[PEGMA /-PDSMy]y-[Bp-/-Pq-/-Dilw IVQ

[0093] En algunas realizaciones, B es un resto metacrilato de butilo; P es un resto acido propilacrilico; D y
DMAEMA son restos de metacrilato de dimetilaminoetilo; PEGMA es un resto de metacrilato de polietilenglicol (p. €j.,
con 1-20 unidades de 6xido de etileno, como se ilustra en el compuesto V-2, 0 4-5 unidades de 6xido de etileno, o
7-8 unidades de 6xido de etileno); MAA(NHS) es un resto de N-hidroxisuccinimida del acido metacrilico; HPMA es un
resto de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida; y PDSM es un resto de metacrilato-disulfuro de piridilo. En algunas
realizaciones, los términos m, n, p, g, r, w y v son como se describen en el presente documento. En realizaciones
especificas, w es de aproximadamente 0,1 veces a aproximadamente 5 veces v, o de aproximadamente 1 vez a
aproximadamente 5 veces v.

[0094] Los polimeros IV1-IV9 son ejemplos de polimeros proporcionados en el presente documento, que
comprenden una variedad de unidades constitutivas que componen el primer bloque de polimero. Ademas, los
polimeros expuestos en las figuras y la tabla, asi como los polimeros estructuralmente relacionados (tales como
variaciones en PM y/o relaciones de restos monoméricos) se proporcionan especificamente para el presente
documento. En algunas realizaciones, la unidad o unidades constitutivas del primer bloque se varian o se tratan
quimicamente con el fin de crear polimeros en los que el primer bloque es o comprende una unidad constitutiva que
es neutra (p. €j., PEGMA), catiénica (p. ej., DMAEMA), aniénica (p. ej., PEGMA-NHS, en el que la NHS se hidroliza
al acido o acido acrilico), anfolitica (p. ej., DMAEMA-NHS, en el que la NHS se hidroliza al acido), o ion hibrido (por
ejemplo, poliffosfato de 2-metacriloiloxi-2’-trimetilamonioetilo]). En algunas realizaciones, los polimeros que
comprenden el grupo funcional disulfuro de piridilo en el primer bloque, p. ej., [PEGMA-PDSM]-[B-P-D], se pueden
hacer reaccionar y se hacen reaccionar opcionalmente con un ARNip tiolado para formar un conjugado de polimero-
ARNip.

[0095] En algunas realizaciones, los polimeros de esta invencién son "copolimeros de dibloques". El término

"copolimero” significa que el polimero es el resultado de la polimerizacién de dos 0 mas mondmeros diferentes. En
algunos casos, un copolimero de "bloques" se refiere a una estructura en la que se unen entre si diferentes
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subcombinaciones de unidades constitutivas. En algunos casos, un "bloque" se refiere a un segmento o porcion de
un polimero que tiene unas caracteristicas particulares (p. €j., un segmento hidréfilo o un segmento hidréfobo de un
copolimero de gradiente). En algunos casos, un copolimero de dibloques comprende solo dos bloques; una
generalizacion esquemética de dicho polimero seria como: [AzBoCe...Jm-[XxYyZ- ...]n, €n el que cada letra indica una
unidad constitutiva, cada subindice de una unidad constitutiva representa la fraccién molar de esa unidad en el
bloque particular, los tres puntos indican que puede haber mas (pero, por supuesto, también puede haber menos)
unidades constitutivas en cada bloque, y m y n indican el peso molecular de cada bloque en el copolimero de
dibloques. Como se sugiere en el esquema, el nimero y la naturaleza de cada unidad constitutiva se controla por
separado para cada bloque. Se entendera que el esquema no pretende y no se debe considerar que se deduce
ninguna relacién en absoluto entre el nimero de unidades constitutivas o el niumero de diferentes tipos de unidades
constitutivas en cada uno de los bloques. Ni tampoco se pretende que describa el esquema ninguna disposicion
particular de las unidades constitutivas dentro de un bloque particular. Es decir, en cada bloque, las unidades
constitutivas se pueden disponer de una forma puramente aleatoria, una configuracion aleatoria alternante, una
alternante regular, una de bloques regular o una de bloques aleatoria, salvo que se exponga expresamente otra
cosa. Una configuracion puramente aleatoria seria, por ejemplo: x-x-y-z-x-y-y-z-y-z-z-z... O y-Z-X-y-z-y-z-X-X.... Una
configuracién aleatoria alternante seria: x-y-x-z-y-x-y-z-y-x-z..., y una configuracion alternante regular seria: x-y-z-x-
y-z-x-y-z... Una configuracion de bloques regular tiene la siguiente configuracion general: ...X-X-X-y-y-y-z-Z-Z-X-X-X...,
mientras que una configuracion de bloques aleatoria tiene la configuracion general: ...X-X-X-z-z-X-X-y-y-y-y-Z-Z-Z-X-X-
z-z-z-... En ninguno de los ejemplos genéricos precedentes hay una yuxtaposicion particular de unidades o bloques
constitutivos individuales o el numero de unidades constitutivas en un bloque o el nimero de bloques indica ni debe
considerarse de ninguna manera que afecte o limite a la estructura real de los copolimeros de dibloques de esta
invencion.

[0096] Se entiende ademas que los paréntesis que encierran las unidades constitutivas no significan y no debe
considerarse que signifique que las propias unidades constitutivas forman bloques. Es decir, las unidades
constitutivas dentro de los corchetes pueden combinarse de cualquier manera con las otras unidades constitutivas
dentro del bloque, es decir, configuraciones puramente aleatoria, aleatoria alternante, alternante regular, de bloques
regular o de bloques aleatoria. Por lo tanto, en el copolimero de dibloques 1, p, q y r representan la fraccién molar de
esa unidad constitutiva en el bloque y no se pretende, y no debe considerarse, que indica o sugiere que las unidades
constitutivas dentro de los corchetes comprenden un bloque dentro de un bloque.

[0097] Por lo tanto, cuando se expone en el presente documento que una unidad constitutiva de carga neutra
puede estar "intercalada de forma aleatoria" entre las primeras unidades constitutivas del primer bloque de un
copolimero de dibloques de esta invencion, significa que el primer bloque tendria una estructura genéricamente
semejante a la descrita antes para una configuracion puramente aleatoria.

[0098] En algunas realizaciones, la solubilidad de cualquiera de los copolimeros de bloques descritos en el
presente documento en disolucién o medio acuoso a aproximadamente pH neutro es mayor de 1 mg/ml, mayor de 5
mg/ml, mayor de 10 mg/ml, mayor de 25 mg/ml, mayor de 50 mg/ml, mayor de 100 mg/ml y mayor de 500 mg/ml. En
algunas realizaciones, en particular para los polimeros de dibloques que tienen un primer bloque hidréfilo (p. ej., uno
hidrofilo catidnico), las tres especies presentes en el bloque hidréfobo (anidnico, catidnico e hidréfobo) estan
presentes como un bloque del copolimero aleatorio, o de lo contrario estan presentes en una secuencia intercalada
de modo que el bloque es de carga neta aproximadamente neutra a lo largo de su longitud. En algunos casos, esta
orientacion proporciona mayor solubilidad del copolimero de bloques.

[0099] En algunas realizaciones, se proporcionan en el presente documento los copolimeros de dibloques
expuestos en la tabla 1; en algunos casos, dichos polimeros se usan como agentes de formacién de complejos con
polinucledtidos y soportes. Se entiende que las caracteristicas de los copolimeros de dibloques descritos en la tabla
1 y en otra parte en el presente documento, seran traducibles a otros copolimeros de dibloques del presente
documento de modo que, basandose en las descripciones del presente documento, los expertos en la materia seran
capaces de preparar dichos copolimeros, que, por lo tanto, estaran dentro del alcance de esta invencion.

[0100] Este primer bloque de copolimeros de dibloques de ejemplo estda compuesto de restos monoméricos de
metacrilato de dimetilaminoetilo (DMAEMA), que se une y condensa eficazmente con acidos nucleicos a pH
fisiolégico. El segundo bloque de un polimero de ejemplo descrito en el presente documento contiene restos
monoméricos de DMAEMA como una unidad constitutiva catiénica; restos monoméricos de acido propilacrilico (PAA)
como una unidad constitutiva aniénica y, debido al sustituyente propilo hidréfobo, un contribuyente al resto
potenciador de la hidrofobicidad; y restos monoméricos de metilacrilato de butilo (BMA) como una unidad constitutiva
separada, que constituye o comprende un resto potenciador de la hidrofobicidad. En algunos casos, el segundo
bloque permite el escape endosémico del acido nucleico unido por un cambio conformacional inducido por el pH
que, en algunos casos, produce la desestabilizacion de la membrana. En algunos casos, en condiciones fisiologicas,
el segundo bloque o bloque central hidréfobo tiene tanto restos positivos (p. ej. DMAEMA protonado) como
negativos (p. ej., PAA desprotonado) en cantidades similares, dando como resultado una neutralidad de carga
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aproximada y estabilizacion de carga del centro por la formacidon de pares iénicos. En algunos casos, tras la
absorcion de una composiciéon de polimero-acido nucleico descrita en el presente documento en los compartimentos
endosomicos de la célula, el pH menor del entorno endosémico hace que los restos aniénicos de la tercera unidad
constitutiva (p. €j., grupos carboxilato) se conviertan en protonados y por lo tanto alteren la membrana. En algunos
casos, la protonacion o neutralizacion de algunos o todos los restos aniénicos produce la neutralizaciéon de carga de
los restos acidos de PAA y, en determinados casos, un cambio conformacional en el polimero a una forma hidréfoba
desestabilizadora de la membrana.
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[0101] EI poli(DMAEMA) y otras entidades poliméricas usadas en el presente documento (p. €j., copolimeros o
bloques de copolimeros de BMA, DMAEMA y PAA) se preparan de una forma adecuada. En un caso, el
poli(DMAEMA) se prepar6 por polimerizacion del DMAEMA en presencia del CTA de RAFT, ECT, y un iniciador de
radicales. En algunos casos, se us6 un bloque, poli(DMAEM) (9.100 g/mol; DP 58), para preparar una serie de
copolimeros de dibloques en la que el contenido de BMA se aumentd y se mantuvieron cantidades equimolares de
DMAEMA y PAA. Las caracteristicas de los polimeros resultantes se muestran en la tabla 1. Se observaron tamafios
de bloques similares para los siete dibloques dando los polimeros un peso molecular total de aproximadamente
20.000 g/mol. En algunas realizaciones, se eligen pesos moleculares menores. En algunos casos, los polimeros de
peso molecular menor minimizan la toxicidad del polimero y permiten la eliminacion renal de los polimeros con el fin
de asegurar que sea trasladable a ensayos in vivo. También se muestran en la tabla 1 las composiciones de
monomeros del segundo bloque obtenidas tedrica y experimentalmente. Cada polimero listado es un ejemplo de una
clase de polimeros relacionados. Por ejemplo, los polimeros de la clase P7 tienen varias versiones, una de las
cuales se caracteriza en la tabla 1. Aunque todos los polimeros estan relativamente cerca de la composicion tedrica,
se observa alguna desviacién en todos los casos y es probable que se deba a diferencias en las relaciones de
reactividad de los monémeros.

[0102] Alternativamente, la orientacion de los bloques en el polimero de dibloques se invierte, de modo que el
extremo o del polimero es el bloque hidréfilo. En varias realizaciones, esto se logra de cualquier forma adecuada,
incluyendo una serie de modos sintéticos. Por ejemplo, la sintesis de los copolimeros de bloques de la presente
invencion empieza con la preparacion del bloque hidrofobo PAA/BMA/DMAEMA, y el blogue cargado, hidrdfilo, se
afnade en la segunda etapa sintética sometiendo el macroCTA PAA/BMA/DMAEMA resultante a una segunda etapa
de polimerizacién por RAFT. Procedimientos alternativos incluyen reducir el macroCTA PAA/BMA/DMAEMA para
formar un extremo de tiol y después unir de forma covalente un polimero cargado, hidrofilo previamente formado, al
tiol formado. Este procedimiento sintético proporciona un procedimiento para introducir un grupo reactivo en el
extremo o del extremo hidréfilo de la cadena polimérica proporcionando asi procedimientos alternativos a la
conjugacién quimica al polimero.

[0103] EI copolimero de dibloques P7, un ejemplo de un polimero de la presente invencion, consiste en dos
bloques; uno es poli(DMAEMA), que es hidrdéfilo y esta cargado a pH fisioldgico, y el otro bloque es un copolimero
aleatorio de unidades de mondmero: unidades hidréfobas (BMA) e ionizadas/hidrofobas o ionizables/hidréfobas
(PAA, DMAEMA).

Definiciones y realizaciones

[0104] Se entiende que, con relacién a esta solicitud, el uso del singular incluye el plural y viceversa salvo que se
exponga expresamente otra cosa. Es decir, "un/una" y "el/la" se refieren a uno o mas de lo que modifique la palabra.
Por ejemplo, "el polimero" o "un nucledtido" se pueden referir a un polimero o nucleétido o a una pluralidad de
polimeros o nucleétidos. Por la misma razén, "polimeros" y "nucleétidos” se referirian a un polimero o un nucleétido
asi como a una pluralidad de polimeros o nucleétidos salvo que, de nuevo, se exponga expresamente o sea obvio
por el contexto que no se pretende.

[0105] Como ejemplo especifico no limitante de esta invencién, el segundo bloque de un copolimero de dibloques
de esta invencion, que contiene tanto especie catidnica como aniénica a pH fisioldgico normal, se describe como
que es "sustancialmente neutra en la carga total" y sustancialmente hidréfoba. Sin embargo, experimentalmente es
extremadamente dificil lograr la neutralidad exacta, y puede predominar la especie catidnica o la aniénica en alguna
medida como se ilustra en la tabla 1. Sin embargo, un experto en la materia aceptara que un segundo bloque con un
ligero exceso de una o la otra especie cargada todavia es "sustancialmente neutro”.

[0106] Como se usa en el presente documento, un "polimero" se refiere a una molécula compuesta de una o mas
moléculas mas pequefas llamadas "mondmeros”. Un mondmero puede reaccionar consigo mismo para crear un
homopolimero o puede reaccionar con uno o mas monémeros distintos para crear copolimeros. Se pueden hacer
reaccionar grupos de mondémeros para formar "prepolimeros”, los cuales después se combinan para formar el
polimero. Los mondémeros comprenden las "unidades constitutivas" del polimero.

[0107] Una unidad constitutiva de "carga neutra" o "no cargada" se refiere a una en la que ningun atomo lleva una
carga positiva o negativa completa a pH fisiolégico, es decir, las moléculas dipolares todavia se consideran de
"carga neutra" o "no cargadas". Un ejemplo no limitante de una unidad constitutiva de carga neutra seria la derivada
del metacrilato de butilo, el monémero CH;=C(CH3)C(O)O(CHz)3CHs.
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[0108] Como se usa en el presente documento, "alquilo" se refiere a un grupo hidrocarburo (solo carbono e
hidrégeno), totalmente saturado (sin dobles ni triples enlaces), de cadena lineal o ramificada. Los ejemplos de
grupos alquilo incluyen, pero sin limitar, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, butilo terciario,
pentilo y hexilo. Como se usa en el presente documento, "alquilo” incluye grupos "alquileno”, que se refieren a
grupos hidrocarburo totalmente saturados, lineales o ramificados, que tienen dos en lugar de una valencia abierta
para la union a otros grupos. Los ejemplos de grupos alquileno incluyen, pero sin limitar, metileno, -CH,-, etileno,
-CH2CHoa-, propileno, -CH>CH>CHa-, n-butileno, -CH>CH,CH>CH,-, sec-butileno, -CH,CH,CH(CH3)- y similares. Un
grupo alquilo de esta invencion puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas grupos fluor.

[0109] Como se usa en el presente documento, "de mC a nC" en el que m y n son nimeros enteros, se refiere al
numero de atomos de carbono posibles en el grupo indicado. Es decir, el grupo puede contener de "m" a "n",
inclusive, atomos de carbono. Un grupo alquilo de esta invencién puede comprender de 1 a 10 atomos de carbono,
es decir, m es 1 y n es 10. Por supuesto, un grupo alquilo particular puede estar mas limitado. Por ejemplo, sin
limitacion, un grupo alquilo de esta invencién puede consistir en 3 a 8 atomos de carbono, en cuyo caso se
designara como un grupo alquilo (3C-8C). Los nimeros son inclusivos e incorporan todas las estructuras de cadena
lineal o ramificada que tienen el numero indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, sin limitaciéon, un grupo
"alquilo C1 a C4" se refiere a todos los grupos alquilo que tienen de 1 a 4 carbonos, es decir, CHz-, CH3CH>-,
CH3CH,CHa2-, CH3CH(CH3)-, CH3CH2CH2>CH2-, CH3CH2CH(CHa)-, (CH3)2CHCHa2- y (CH3)3CH-.

[0110] Como se usa en el presente documento, un grupo cicloalquilo se refiere a un grupo alquilo en el que los
atomos de carbono de los extremos de la cadena de alquilo estan unidos covalentemente entre si. Los nimeros "m"
y "n" se refieren al nimero de atomos de carbono en el anillo formado. Asi por ejemplo, un grupo cicloalquilo (3C-
8C) se refiere a un anillo de 3, 4, 5, 6, 7 y 8 miembros, es decir, ciclopropano, ciclobutano, ciclopentano,
ciclohexano, cicloheptano y ciclooctano. Un grupo cicloalquilo de esta invencidon puede estar opcionalmente

sustituido con uno o mas grupos flior y/o uno o mas grupos alquilo.

[0111] Como se usa en el presente documento, "fenilo" se refiere sencillamente a un grupo

que, como se muestra, puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas grupos fldor.

[0112] Como se usa en el presente documento, un "resto potenciador de la hidrofobicidad" se usa de forma
intercambiable en el presente documento con una "especie hidréfoba" y se refiere a un sustituyente unido
covalentemente a una unidad constitutiva de un copolimero de dibloques, llevando dichas unidades constitutivas
dichos restos potenciadores de la hidrofobicidad, que dan como resultado que el copolimero de dibloques sea mas
alterador de la membrana o mas desestabilizador de la membrana de otra forma, de lo que lo seria sin la adicién del
resto. Los ejemplos de dichos restos incluyen, sin limitaciéon, grupos alquilo, grupos cicloalquilo y grupos fenilo,
cualquiera de los cuales puede estar sustituido con uno o mas atomos de fluor. En algunas realizaciones, un resto
potenciador de la hidrofobicidad tiene un valor n de aproximadamente 1 o mas. Un valor = de un compuesto es una
medida de su valor hidréfilo-lipdfilo relativo (véase, p. €j., Cates, L.A., "Calculation of Drug Solubilities by Pharmacy
Students" Am. J. Pharm. Educ. 45:11-13 (1981)). Los restos monoméricos hidréfobos o unidades constitutivas
descritas en el presente documento comprenden una o méas especies hidréfobas. Ademas, los restos monoméricos
hidréfilos comprenden una o mas especies hidrdfilas.

[0113] Con relacion al polimero de ejemplo no limitante de esta invencion IV1 mostrado antes, dicho polimero se
caracterizaria por ser "etilénico" en cuanto que las unidades constitutivas derivan de la reaccion de un grupo
funcional etileno, -C=C- de cada uno de los mondmeros. Los mondmeros etilénicos particulares del ejemplo anterior
se pueden describir ademas como que son "acrilicos" en cuanto que derivan todos del acido acrilico
CH»=CHC(O)OH, siendo el primer monémero anterior el metacrilato de dimetilaminoetilo, siendo el segundo el acido
2-propilacrilico y siendo el tercero el metacrilato de butilo.

[0114] Como se usa en el presente documento, "pH fisiologico normal" se refiere al pH de los fluidos
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predominantes del cuerpo de un mamifero, tales como la sangre, suero, el citosol de las células normales, etc.
Ademas, como se usa en el presente documento, "pH fisiolégico normal”, usado de forma intercambiable con "pH
aproximadamente fisioldgico" o "pH aproximadamente neutro” en general se refiere a un pH aproximadamente
neutro (es decir, aproximadamente pH 7), incluyendo, p. €j., un pH que es de aproximadamente 7,2 a
aproximadamente 7,4. En casos especificos, un "pH fisiolégico normal" se refiere a un pH que es aproximadamente
neutro en un medio acuoso, tal como la sangre, suero o similar.

[0115] Como se usa en el presente documento, ARN se refiere a un polinucledtido que comprende los nucleétidos
A, C, G o Uy ADN se refiere a un polinucleétido que comprende dA, dC, dG y dT, indicando la "d" que el azucar es
desoxirribosa.

[0116] Como se usa en el presente documento, un "analogo de ADN natural" o un "analogo de ARN natural", es un
polinucledtido en el que uno o mas nucledtidos naturales se sustituyen por los nucleétidos naturales de un ADN o
ARN particular, pero que todavia presenta la funcionalidad del ADN o ARN original. Esto incluye un nucleétido
natural en un entorno no natural, p. €j., un desoxirribonucledétido sustituido por un ribonucleétido en una molécula de
ADN o un ribonucleétido sustituido por un desoxirribonucleétido en una molécula de ARN.

[0117] Como se usa en el presente documento, un "analogo de ADN sintético" o un "analogo de ARN sintético" se
refiere a un polinucledtido compuesto de uno o mas nucledtidos modificados. Un "nucledtido modificado" se refiere a
un nucledtido no natural que comprende una base, azucar y/o enlace fosfodiéster quimicamente alterados. La
alteracion quimica puede implicar adicion, eliminacién o sustitucién de atomos individuales de un nucleétido natural,
o la adicién, eliminacion o sustitucidn de grupos funcionales enteros del nucledtido. Para los propodsitos de esta
invencioén, un nucleétido modificado puede comprender realmente una molécula que se parece poco a un nucleétido
natural, si es que se parece, pero no obstante es capaz de ser incorporada en un polinucleétido que tiene la
estructura genérica descrita antes. Una propiedad de un analogo de ADN o ARN sintético que tipicamente se
mantiene, es que la molécula en general tiene carga negativa, como la tienen todos los polinucleétidos naturales, y
por lo tanto puede formar complejo con un copolimero de dibloques de esta invencion.

[0118] Sin estar limitado por la teoria no citada expresamente en las reivindicaciones, un polimero desestabilizador
de la membrana puede producir un cambio (p. ej., un cambio de permeabilidad) directa o indirectamente en una
estructura de membrana celular (p. ej., una membrana endosémica) para asi permitir que un agente (p. €j.,
polinucledtido), asociado con o independiente de un polimero, pase a través de dicha estructura de membrana, por
ejemplo, entre en una célula o salga de una vesicula celular (p. €j., un endosoma). Un polimero desestabilizador de
la membrana puede ser (pero no es necesariamente) un polimero alterador de la membrana. Un polimero alterador
de la membrana puede producir directa o indirectamente la lisis de una vesicula celular o la alteraciéon de una
membrana celular (p. €j., como se observa para una fraccion sustancial de una poblacion de membranas celulares).

[0119] En general, las propiedades de los polimeros desestabilizadores de la membrana o alteradoras de la
membrana se pueden evaluar por diferentes medios. En un procedimiento no limitante, se puede observar un
cambio en una estructura de la membrana celular mediante evaluacién en ensayos que miden (directa o
indirectamente) la liberacion de un agente (p. €j., polinucledtido) de las membranas celulares (p. ej., membranas
endosomicas), por ejemplo, determinando la presencia o ausencia de dicho agente, o una actividad de dicho agente,
en un entorno externo a dicha membrana. Otro procedimiento no limitante implica medir la lisis de glébulos rojos
(hemolisis), p. €j., como un ensayo equivalente para una membrana celular de interés. Dichos ensayos se pueden
hacer a un solo valor de pH o a lo largo de un intervalo de valores de pH.

[0120] Se prefiere que un copolimero de dibloques proporcionado en el presente documento sea biocompatible.
Como se usa en el presente documento, "biocompatible" se refiere a una propiedad de un polimero caracterizado
porque su o sus productos de degradacion in vivo no son dafiinos o al menos son minimamente y/o de forma
reparable dafiinos para el tejido vivo; y/o al menos causan, minimamente y de forma controlable, una reaccion
inmunoldgica en el tejido vivo. En relacion con las sales, se prefiere en este momento que tanto la especie cationica
como la anidénica sean biocompatibles. Como se usa en el presente documento, "fisiolégicamente aceptable" es
intercambiable con biocompatible.

[0121] En algunos aspectos, las composiciones y/o los agentes descritos en el presente documento se usan como
agentes terapéuticos in vivo. Por "in vivo" se entiende que se pretenden administrar a sujetos que necesiten dicha
terapia. "Sujetos" se refiere a cualquier entidad viva que pueda beneficiarse del tratamiento usando los complejos de
esta invencion. Como se usa en el presente documento, "sujeto" y "paciente" se pueden usar de forma
intercambiable. Un sujeto o paciente se refiere en particular a un mamifero tal como, sin limitacién, gato, perro,
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caballo, vaca, oveja, conejo, etc., y preferiblemente en este momento, un ser humano.

[0122] Como se usa en el presente documento, "agente terapéutico” se refiere a un complejo del presente
documento que, cuando se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz a un sujeto que padece una
enfermedad, tiene un efecto beneficioso terapéutico sobre la salud y el bienestar del sujeto. Un efecto beneficioso
terapéutico sobre la salud y el bienestar del sujeto incluye, pero sin limitar: (1) curar la enfermedad; (2) ralentizar el
avance de la enfermedad; (3) hacer que la enfermedad retroceda; o, (4) aliviar uno o mas sintomas de la
enfermedad. Como se usa en el presente documento, un agente terapéutico también incluye cualquier complejo del
presente documento que cuando se administra a un paciente, que se sabe o se sospecha que es particularmente
susceptible a una enfermedad, en particular en este momento una enfermedad genética, tiene un efecto beneficioso
profilactico sobre la salud y el bienestar del paciente. Un efecto beneficioso profilactico sobre la salud y el bienestar
de un paciente incluye, pero sin limitar: (1) prevenir o retrasar la aparicion de la enfermedad en primer lugar; (2)
mantener una enfermedad en un nivel retrocedido una vez que se ha alcanzado dicho nivel, mediante una cantidad
terapéuticamente eficaz del complejo; o (3) prevenir o retrasar la recaida de la enfermedad después de concluir un
tratamiento con una cantidad terapéuticamente eficaz del complejo. En algunos casos, un agente terapéutico es un
polinucledtido terapéuticamente eficaz (p. ej., un polinucledtido de ARNi), un péptido terapéuticamente eficaz, un
polipéptido terapéuticamente eficaz, o alguna otra biomolécula terapéuticamente eficaz. En realizaciones
especificas, un polinucleétido de ARNi es un polinucleétido que puede mediar la inhibicién de la expresion génica
por un mecanismo del ARNi e incluye, pero sin limitar, ARN mensajero (ARNm), ARNip, microARN (miARN), ARN de
horquilla corta (ARNhc), ARN interferente asimétrico (ARNia), sustrato de Dicer y precursores de los mismos.

[0123] Como se usa en el presente documento, la "polimerizacién viva" se refiere a un procedimiento de sintesis
de polimeros usando el concepto bien conocido de polimerizacion por adicion, es decir, la polimerizacion en la que
se afladen mondmeros uno a uno a un sitio activo en la cadena de polimero en crecimiento, pero una en la que los
sitios activos para continuar la adicion de otro mondmero nunca se eliminan completamente, salvo a propdsito. Es
decir, la cadena de polimero es practicamente siempre capaz de mas extension por la adicién de mas monémero a
la mezcla de reaccién, salvo que el polimero se haya rematado, lo cual puede ser reversible para asi permitir que la
polimerizacion continue o inactivarla, lo cual normalmente es permanente. Aunque se conocen numerosos géneros
de polimerizaciones vivas, actualmente los tipos predominantes son polimerizaciones vivas anionicas, catidnicas y
radicalicas. De estas, en este momento la polimerizacion radicalica es de particular interés en relaciéon con esta
invencioén. La polimerizacion radicalica implica un iniciador de radicales libres que extrae uno de los electrones pi del
doble enlace de un mondmero etilénico dando como resultado un electrén desapareado reactivo en el carbono al
otro extremo del doble enlace mencionado con respecto al que reacciona con el iniciador. El electron desapareado
reacciona entonces con el doble enlace de otro monémero creando un enlace sigma estable y otro radical libre, y asi
sucesivamente. Con iniciadores convencionales, la secuencia finalmente se detiene por una reaccion de
terminacion, en general una reacciéon de combinacion en la que los electrones desapareados de dos cadenas que se
propagan se combinan para formar un enlace sigma estable o una desproporcionacion en la que un radical en una
cadena activa quita un atomo de hidrégeno de otra cadena activa o de una impureza en la mezcla de reaccion, para
producir una molécula estable no reactiva y una molécula que contiene un doble enlace. En una polimerizacién viva,
la capacidad de las cadenas en crecimiento para entrar en una reacciéon de terminacién se elimina limitando en la
practica la polimerizacion solo por la cantidad de monémero presente; es decir, la polimerizacién continia hasta que
se ha agotado el suministro de mondmero. En este punto, la especie radical libre que queda se hace
sustancialmente menos activa debido al remate del grupo terminal radical libre con entidades tales como, sin
limitacion, radicales nitroxilo, moléculas de halégeno, especies de oxigeno tales como perdéxido y metales o
simplemente por interaccion con disolvente y similares. Sin embargo, si se afilade mas mondmero a la disolucion, se
puede reanudar la reaccién de polimerizacion excepto como se ha indicado antes.

Sintesis

[0124] Los polimeros descritos en el presente documento se pueden preparar de cualquier forma adecuada. Por
ejemplo, en algunas realizaciones se prefiere en particular en este momento que los polimeros de esta invencion,
aunque no estan limitados de ninguna forma a especies etilénicas con respecto a dichos polimeros, se preparen por
"polimerizacion viva".

[0125] Usando la polimerizacion viva, se pueden obtener polimeros de polidispersidad o diferencias en la longitud
de la cadena muy pequefas. La polidispersidad normalmente se mide dividiendo el peso molecular medio
ponderado de las cadenas de polimero entre su peso molecular medio numérico. El peso molecular medio numérico
es la suma de los pesos moleculares de las cadenas individuales dividido entre el numero de cadenas. El peso
molecular medio ponderado es proporcional al cuadrado del peso molecular dividido entre el nimero de moléculas
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de este peso molecular. Puesto que el peso molecular medio ponderado es siempre mayor que el peso molecular
medio numérico, la polidispersidad es siempre mayor o igual a 1. A medida que los numeros se aproximan mas y
mas a ser el mismo, es decir, la polidispersidad se acerca al valor de 1, el polimero se acerca mas a ser
monodisperso, en el que cada cadena tiene exactamente el mismo numero de unidades constitutivas. Los valores de
polidispersidad que se acercan a 1 se pueden conseguir usando la polimerizacién viva radicalica. Los
procedimientos para determinar la polidispersidad tales como, sin limitacién, cromatografia de exclusién por tamafo
molecular, dispersiéon dinamica de luz, cromatografia con ionizacién/desorcién por laser asistida por matriz y
cromatografia de masas por electropulverizacion, son bien conocidos en la materia y no se describiran con mas
detalle en el presente documento.

[0126] La transferencia de cadena por adicion-fragmentacion reversible o RAFT es una técnica de polimerizacion
viva actualmente preferida para usar en la sintesis del polimero de cadena principal etilénica de esta invencion. La
RAFT es bien conocida para los expertos en la materia y se describira solo brevemente en el presente documento.
La RAFT comprende un procedimiento de transferencia de cadena degenerativa por radicales libres. La mayoria de
los procedimientos de RAFT usan compuestos de tiocarboniltio tales como, sin limitacion, ditioésteres,
ditiocarbamatos, tritiocarbonatos y xantatos para mediar la polimerizacién por un mecanismo de transferencia de
cadena reversible. La reaccion de un radical polimérico con el grupo C=S de cualquiera de los compuestos
precedentes conduce a la formacién de radicales intermedios estabilizados. Estos radicales intermedios
estabilizados no sufren las reacciones de terminacion tipicas de la polimerizacion radicalica estandar sino que, en su
lugar, reintroducen un radical capaz de reiniciacién o propagacién con monémero, volviendo a formar el enlace C=S
en el procedimiento. Este ciclo de adicion al enlace C=S seguido de fragmentacién del radical resultante continua
hasta que se han consumido todos los monémeros o se inactiva la reacciéon. La baja concentracion de radicales
activos en cualquier momento particular limita las reacciones de terminacidon normales. En otras realizaciones, los
polimeros se sintetizan por disefio macromolecular por transferencia de cadena por adicién-fragmentacion reversible
de xantatos (MADIX) (Direct Synthesis of Double Hidrophilic Statistical Di- and Triblock Copolimers Comprised of
Acrylamide and Acrylic Acid Units via the MADIX Process", Daniel Taton, y col.,, Macromolecular Rapid
Communications, 22, No. 18, 1497-1503 (2001)).

Polimero: construcciones de biomoléculas

[0127] En algunas realizaciones del presente documento se proporcionan construcciones de
polimero:polinucledtido, u otras construcciones incluyendo, p. ej., construcciones de polimero:péptido,
construcciones de polimero:polipéptido, u otros tipos de construcciones de polimero:biomolécula. En algunas
realizaciones, se asocian uno o mas polinucledtidos (p. ej., ARNip) con cualquier polimero descrito en el presente
documento. En diferentes realizaciones, se conjugan polinucleétidos, péptidos, polipéptidos u otras biomoléculas con
el polimero de cualquier forma adecuada (p. €j., por interacciones covalentes y/o no covalentes), y dicha conjugacion
es en cualquier posicion adecuada, p. €j., en el extremo alfa del polimero, el extremo omega del polimero, el
extremo hidréfilo del polimero, el extremo hidréfobo del polimero, o en un grupo colgante unido a una cadena lateral
del mondémero del polimero.

[0128] Como se usa en el presente documento, un polinucleétido se refiere a un miembro del género de moléculas
de polimero organicas compuestas de una cadena lineal de mondmeros nucleétidos unidos covalentemente en una
cadena, que son bien conocidas en la materia. Brevemente, un nucleétido comprende un nucleésido que esta unido
a un solo grupo fosfato (o, por convenio, cuando se refiere a su incorporaciéon a un polinucleétido, una forma
abreviada para un trifosfato de nucledsido, que es la especie que realmente da la polimerizacion en presencia de
una polimerasa). Un nucledsido, a su vez, comprende una base unida a un resto de azucar. Para los polinucleétidos
naturales, es decir, los polinucleétidos producidos por entidades vivas no modificadas, el resto de azucar es ribosa,
que da lugar a los acidos ribonucleicos o ARN, o desoxirribosa, que da lugar a los acidos desoxirribonucleico o ADN.
Las bases naturales son adenina (A), guanina (G) o su sustituto natural inosina (I), citosina (C) o timina (T) o su
sustituto natural uracilo (U). Un polinucleétido comprende entonces una pluralidad de nucledsidos conectados por un
enlace fosfodiéster entre el grupo 3'-hidroxilo del resto de azicar de un nucledsido y el 5'-hidroxilo del resto de
azucar de un segundo nucledsido que a su vez esta unido por su 3'-hidroxilo al 5'- de otro nucledésido mas y asi
sucesivamente.

[0129] Un ADN o un ARN puede ser de sentido directo o sentido contrario. EI ADN es bicatenario, siendo una
cadena la cadena de sentido directo y siendo la otra su complementaria o cadena de sentido contrario. La cadena de
sentido directo se caracteriza por el hecho de que una version de ARN de la misma secuencia se puede traducir en
una proteina. La cadena de sentido contrario no puede participar en la misma secuencia. La consecuencia de esto
es que la produccion de proteina por un ADN particular o su ARN mensajero se puede interrumpir introduciendo un

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2404 131 T3

polinucledtido complementario o de sentido contrario en la etapa adecuada de la produccion de proteina.

[0130] Brevemente, la produccion de proteina se produce en dos fases, transcripcion y traduccion. En la
transcripcion se usa el ADN como molde para crear el ARN mensajero o ARNm. En la fase de traduccion, el ARNm
viaja a una region de la célula en la que comunica el mensaje genético proporcionado por el ADN al ribosoma, que
es la maquinaria celular que realmente ensambla la proteina codificada por el ADN. Un polinucleétido de sentido
contrario, que comprende una secuencia de acido nucleico que es complementaria a la de un ARNm puede unirse o
hibridar con el ARNm y posteriormente el ARNm hibridado es degradado por uno 0 mas mecanismos bioquimicos,
previniendo de esta forma que las instrucciones del ARNm lleguen al ribosoma. Actualmente se prefiere que un
polinucledtido sea un ARN.

[0131] EI ARN puede ser ARNm de sentido directo o de sentido contrario, micro o miARN o ARN interferente
pequefio, ARNip. EIl ARNm se ha discutido antes. Los miARN son moléculas de ARN monocatenarias de
aproximadamente 21-23 nucledtidos de longitud. Su funcién es regular la expresion de genes. Los miARN son
codificados por genes que son transcritos del ADN pero no son traducidos en proteina. En su lugar, son procesados
desde transcritos primarios conocidos como pri-miARN a estructuras de tallo-bucle cortas llamadas pre-miARN y
finalmente a miARN funcional. Los miARN funcionales son parcialmente complementarios a uno o mas ARN. Como
tales actuan como los polinucleétidos de sentido contrario discutidos antes y previenen que las instrucciones de los
ARNmMm lleguen al ribosoma. Por lo tanto son capaces de regular por disminucién la expresion de genes.

[0132] Mientras que los miARN son transcritos desde el propio genoma, los ARNip, ARN interferentes pequefos o
interferentes cortos, no lo son. Los ARNip desde su descubrimiento en 1999, se han convertido en uno de los
polinucledtidos méas estudiados en el arsenal de los biélogos moleculares y actualmente se considera un candidato
principal para la siguiente generacién de farmacos, puesto que potencialmente son capaces de silenciar la expresion
de casi cualquier gen. Para los propésitos de esta invencion, cualquier ARNip actualmente conocido o que se pueda
conocer en el futuro, se puede usar para formar complejos de esta invencion, con los copolimeros de dibloques del
presente documento y de esta forma puede ser transportado al interior de las células vivas para propdsitos, sin
limitacion, terapéuticos, profilacticos o de diagndstico. Inicialmente se pensé que los ARNip afiadidos de forma
exdgena tenian que ser de una longitud especifica (21-23 pb) con extremos salientes de 2 bases muy especificos
para ser activos como ARNip, pero ahora esta claro que los ARN de extremos romos mas largos o mas cortos, asi
como los de 27+pb son igualmente eficaces en la silenciacion de genes en células de mamiferos. Los ARNip mas
cortos se pueden cargar directamente en el complejo silenciador inducido por el ARN (RISC), mientras que los ARN
bicatenarios mas largos pueden ser escindidos por la endonucleasa del multidominio citoplasmatico Dicer, en ARNip
mas cortos en el citoplasma. En resumen, el ARN bicatenario largo entra en el citoplasma de una célula. EI ARN
bicatenario largo es procesado en ARNip de 20 a 25 nucleétidos por una enzima de tipo RNasa Il llamada Dicer.
Después, el ARNip es ensamblado en los complejos que contienen endorribonucleasa conocidos como complejo
silenciador inducido por ARN o RISC. Después de integracion en el RISC, la cadena de sentido directo del ARNip
bicatenario es desenrolla y/o escinde dando la cadena de ARNip de sentido contrario que guia al RISC a una
molécula de ARNm complementaria. EI ARNip entonces se une al ARNm complementario y una vez unido, el RISC
escinde el ARNm diana, silenciando eficazmente el gen asociado con este ARN. Otro subgénero de polinucleétidos
que pueden formar complejos con copolimeros de dibloques de esta invencion y de esta forma ser transportados a
células vivas son los llamados polinucleétidos de "acido nucleico bloqueado" o LNA. Los polinucleétidos de acido
nucleico bloqueado se pueden preparar por una serie de mecanismos, uno de los cuales es la formacion de un
enlace metileno del 2'-oxigeno al 4'-carbono en el resto de azucar de un nucledsido; sin embargo, el uso de
cualquier polinucleétido de acido nucleico bloqueado esta dentro del alcance de la invencion. Una caracteristica de
los LNA es su estabilidad térmica potenciada cuando hibridan con ADN o ARN complementarios comparado con
duplex de ADN:ADN o ADN:ARN no modificados, asi como su reconocimiento de acido nucleico potenciado. Estas
propiedades hacen que los polinucleétidos LNA sean potencialmente utiles en un huésped de aplicacion molecular.
Por ejemplo, una comparacién de una construccion de LNA-ADN-LNA con ARNip, fosforotioato y construcciones de
2'-O-metil-ARN-ADN contra la expresion del receptor vainilloide de subtipo 1 (VR1) en células Cos-7, puso de
manifiesto que mientras que los ARNip eran los agentes de sentido contrario mas potentes contra la expresién de
VR1, la construccion de LNA-ADN-LNA era 175 y 550 veces mas potente en la supresion de VR1 que
oligonucledtidos 2'-O-metilo y fosforotioato de igual secuencia. Grunweller, A., y col., 2003, NAR, 31:2185-3193.

[0133] Un aspecto de esta invencion es un polinucleétido o una pluralidad de polinucleétidos que estan unidos o
asociados (p. ej., de una forma covalente y/o no covalente, incluyendo interacciones idnicas, interacciones de
enlaces de hidrogeno y/o interacciones de van der Waals) con cualquier polimero descrito en el presente
documento. En algunas realizaciones, la asociacion entre el polimero y el polinucleétido se logra con enlaces
covalentes, interacciones no covalentes o combinaciones de los mismos. En realizaciones especificas, se usan
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asociaciones no covalentes del polimero (p. ej., del primer bloque del mismo) con el polinucleétido. Las interacciones
no covalentes incluyen, sin limitacion, interacciones idnicas, enlace de hidrogeno y fuerzas de van der Waals, pero
para el propdsito de la presente invencion, la interaccion no covalente comprende interacciones iénicas. La
interaccion ionica surge entre la unidad constitutiva catidnica de un polimero (p. €j., del primer bloque del mismo) y el
polinucledtido, que tiene carga negativa de forma natural en virtud de los enlaces fosfodiéster:
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0]

Ry

[0134] La asociaciéon no covalente se puede lograr por varios procedimientos adicionales. Los polinucleétidos y/o
el polimero se pueden modificar con restos quimicos que los lleva a tener una afinidad entre si, tal como un enlace,
acido arilborénico-acido salicilhidroxamico, cremallera de leucina u otros restos peptidicos, interacciones ionicas
entre cargas positivas y negativas en el polimero y polinucleétido, u otros tipos de enlaces de afinidad quimica no
covalentes. Ademas, un polinucledétido bicatenario puede formar complejo con un polimero de la presente invencion,
formando un polimero con una unién al surco menor o un agente intercalante unido covalentemente al polimero.

[0135] En algunas realizaciones, el polinucleétido se puede conjugar quimicamente al polimero por cualquier
técnica de conjugacién quimica estandar. El enlace covalente entre el polimero y el polinucledtido puede ser no
escindible o se pueden usar enlaces escindibles. Los enlaces escindibles particularmente preferidos son enlaces
disulfuro que se disocian en el entorno reducido del citoplasma. La asociacién covalente se logra por métodos de
conjugacién quimica, incluyendo, pero sin limitar, conectores de amina-carboxilo, conectores de amina-sulfhidrilo,
conectores de amina-hidrato de carbono, conectores de amina-hidroxilo, conectores de amina-amina, conectores de
carboxilo-sulfhidrilo, conectores de carboxilo-hidrato de carbono, conectores de carboxilo-hidroxilo, conectores de
carboxilo-carboxilo, conectores sulfhidrilo-hidrato de carbono, conectores de sulfhidrilo-hidroxilo, conectores de
sulfhidrilo-sulfhidrilo, conectores de hidrato de carbono-hidroxilo, conectores de hidrato de carbono-hidrato de
carbono y conectores de hidroxilo-hidroxilo. La conjugacién también se puede realizar con enlaces sensibles al pH y
conectores, incluyendo, pero sin limitar, enlaces hidrazona y de acetal. Hay establecida en la materia una gran
variedad de procedimientos quimicos de conjugacion (véase, por ejemplo, Bioconjugation, Aslam y Dent, Eds,
Macmillan, 1998 y capitulos de los mismos). Los polinucleétidos se pueden conjugar a los extremos alfa u omega del
polimero, o a los grupos colgantes de los monémeros del polimero.

[0136] Una serie de polimeros y sus respectivas particulas condensadas a ARNip se caracterizan por el tamario y
la carga superficial, y los datos resultantes se muestran en la tabla 2.

[0137] En algunos casos, los polimeros aparecen uniméricos (<10 nm) en disolucién. Los complejos formados a
partir de polimeros y ARNip con una relacién de cargas tedrica de 4:1 tienen tamafios en el intervalo de 85-236 nm.
Parecia que no habia una tendencia definitiva de los tamafios de los complejos con respecto al contenido de BMA.
Sin embargo, el polimero P7 con un contenido de 48% de BMA en el bloque endosomolitico presentaba el menor
tamafio de particulas de 85 nm + 0,20. El resto de las particulas tienen tamafios de 144 a 236 nm, donde las
particulas de mayor tamano se forman a partir del polimero 6 que tenia un contenido de BMA de 27% en el bloque
endosomolitico. Las particulas de polimero P7/ARNip se examinaron ademas con relaciones de cargas en el
intervalo de 1:1 a 8:1, y los datos se muestran en la tabla 3. Los tamafios de las particulas de polimero/ARNip
disminuyen notablemente cuando aumentan las relaciones de cargas con valores de 643 nm + 0,09 a 1:1 a 54 nm +
0,27 a 8:1.

TABLA 2: Mediciones de tamafio y potencial & de particulas formuladas con ARNip con una relacion de cargas
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tedrica de 4:1 en funcién de la composicion de metacrilato de butilo.

Polimero n° Diametro (nm) PDI Potencial Zeta (mV) Error tipico
P1 166 0,14 11 1,32
P2 189 0,09 0,13 0,69
P3 197 0,06 0,47 0,59
P4 144 0,11 0,41 1,2
P5 193 0,32 0,52 0,77
P6 236 0,06 0,67 0,95
P7 85 0,20 0,18 1,0

TABLA 3: Mediciones de tamafo y potencial £ de particulas formuladas con el polimero 7, la composiciéon con el

mayor contenido de butilo, y ARNip en funcién de la relacion de cargas.
Relacioén de cargas tedrica (+/- Diametro (nm) PDI Potencial Zeta (mV) Error tipico
)
1:1 643 0,09 0,27 1,1
2:1 530 0,16 0,99 0,91
4:1 85 0,2 0,18 1,01
8:1 54 0,27 0,41 0,81

[0138] En algunos casos, se encuentra que la carga superficial de los complejos de ARNip/polimero, basado en
las mediciones de potencial &, es similar y ligeramente positiva para todos los polimeros (-0,5 mV con un intervalo de
0,13-1,1 mV). Ademas, los complejos formados con +/- de 1:1, 2:1, 4:1 y 8:1 usando el polimero 7, no mostraron
diferencias en las cargas superficiales, otra vez con valores ligeramente positivos (0,18-0,99 mV) sin una tendencia
con respecto a la relacidon de cargas. En algunos casos, con relaciones de cargas 1:1, se espera que las particulas
tengan carga superficial muy pequefia, ya que las cargas del PAA y DMAEMA en el segundo bloque se
contrarrestan entre si. Al aumentar la relacion de cargas a 2:1, 4:1 y 8:1, se esperaria ver aumentos en la carga
superficial positiva, pero, curiosamente, esto no se observd. En algunos casos, con aumentos crecientes de
polimero, las particulas cambian la morfologia, quedando mas estrechamente empaquetadas. Con relaciones de
cargas crecientes, es posible que la carga superficial no se afecte debido al apantallamiento eficaz de las cargas
positivas del DMAEMA, ya que muchas cadenas de polimero y ARNip quedan empaquetadas dentro del centro de
las particulas.

[0139] En algunas realizaciones, las alteraciones del tamafio de particulas y la carga superficial pueden ser
criterios de disefio relevantes en relacion con la absorcion de complejo por una célula. Las nanoparticulas que llevan
una carga superficial positiva facilitan la absorciéon por interacciones electrostaticas con membranas celulares con
carga negativa.

[0140] Se evaluaron tanto en el polimero como en los complejos de ARNip/polimero su capacidad para inducir la
hemolisis de gldbulos rojos a valores de pH relevantes para la ruta de trafico endosémico/lisosomico. No se produce
una hemolisis significativa para polimeros 1-3. Sin embargo, la actividad hemolitica dependiente del pH relevante era
evidente con el polimero 4, y se encontr6 una sensibilidad potenciada cuando aumento el contenido de BMA del
bloque endosomolitico. El polimero 7 presentaba la mayor hemolisis dependiente del pH, esencialmente sin
actividad a pH = 7,4, aproximadamente 25% de hemolisis a pH = 6,6 y 85% de hemolisis a pH = 5,8. Se evalud
posteriormente la actividad hemolitica de los polimeros 5-7 en su forma de complejo con ARNip. Se encontré que los
complejos formados con los polimeros 5-7 con todas las relaciones de cargas ensayadas eran hemoliticos de una
forma dependiente del pH importante. Ademas, la hemolisis presentada por los complejos aument6é cuando se
comparo con el polimero libre y era mayor con una relacion de cargas de 4:1 frente a 1:1. El polimero 7 mostré la
mayor actividad hemolitica con una relacién de cargas 4:1, esencialmente sin hemolisis a pH 7,4, 60% de hemolisis
a pH = 6,8 y 100% de hemolisis a pH 5,8. Estos datos sugieren que la actividad hemolitica sensible al pH de estos
polimeros esta ligada a la incorporacion del resto potenciador de la hidrofobicidad, el metacrilato de butilo. Este
descubrimiento corrobora los informes previos de polimeros desestabilizadores de membrana, sensibles al pH, que
han usado la incorporacidon de restos hidréfobos tales como alquilaminas o grupos aromaticos para potenciar la
transicién hidréfoba dependiente del pH de los polimeros funcionalizados con carboxilato.

Alteracion de la membrana y/o desestabilizacién de la membrana

[0141] En algunas realizaciones, un polimero o construccion de polimero:polinucleétido (es decir, que comprende
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cualquier polimero descrito en el presente documento asociado con uno o mas polinucleétidos) es un polimero
alterador o desestabilizador de la membrana celular (es decir, que desestabiliza o altera una membrana celular). La
membrana celular es, a modo de ejemplo no limitante, una membrana extracelular, una membrana intracelular, una
vesicula, un organulo, un endosoma, un liposoma o un glébulo rojo. Cuando se administra a una célula, el polimero
o polimero:polinucledtido alterador de la membrana se suministra a la célula. En algunas realizaciones, el ARNip es
un polinucledtido preferido para la asociacidon con un polimero de esta invencién y posterior endocitosis con el
polimero en el interior de las células vivas.

[0142] La endocitosis es el procedimiento por el que una sustancia (por ejemplo, un polimero o acido nucleico de
la presente invencion) logra entrar en una célula sin tener que atravesar la membrana plasmatica. La sustancia es
envuelta por una parte de la membrana celular que después se estrangula formando una vesicula intracelular. Una
vez que se ha producido la endocitosis de la sustancia y el endosoma se ha acidificado, la composicién quimica del
polimero se altera porque el pKa del polimero se selecciona de modo que, al pH dentro de un endosoma maduro,
aproximadamente 5-6,5, el equilibrio entre las formas no ionizada y la ionizada de las unidades acidas, es decir, las
unidades constitutivas aniénicas de un polimero de esta invencion, se desplaza a la forma no ionizada. A diferencia
con la forma ionizada del polimero, que es relativamente hidréfila, la forma no ionizada es sustancialmente hidréfoba
y capaz de interaccion, es decir, alteracion de la membrana endosomica, lo cual da como resultado la liberacion de
la sustancia en el citosol.

[0143] La internalizacién celular de los complejos de ARNip con relaciones de cargas de 4:1 se investigé usando
citometria de flujo para polimeros P4-P7 basandose en sus caracteristicas endosomoliticas sensibles al pH.
Después de 4 h de exposicion al polimero complejado con ARNip 25 nM, se encontré que la absorcién celular se
correlacionaba positivamente con el contenido de BMA del segundo bloque, mostrando el polimero P7 el nivel mas
alto de absorcion (23% de células positivas para ARNip) durante este marco de tiempo. Los complejos con carga
positiva han demostrado previamente que afectan a la internalizacion de los complejos catidnicos de polimero/acido
nucleico, consiguiendo los complejos con carga positiva las mayores tasas de internalizacion y expresion
transgénica. Es probable que estos resultados no sean una funcién de la carga superficial o el tamafo, puesto que
todas las particulas presentan la misma carga neta ligeramente positiva y los mismos tamanos (85-236 nm) dentro
de los limites de la endocitosis no especifica (tabla 2). Mas bien, el efecto de la absorcion puede ser una funcién de
la eficacia endosomolitica del bloque que contiene BMA. Basandose en los resultados de hemolisis, al aumentar el
contenido de BMA se produce el escape endosémico en una mayor extension, y por lo tanto el reciclado desde las
células disminuye y la acumulacion neta de ARNip en la célula aumenta, de forma similar a otros bioconjugados que
contienen &cido propilacrilico. Basandose en la repulsién electrostética entre el ARNip y las membranas celulares,
todas las formulaciones de polimero mostraron mucha mayor absorcion (hasta 25x) por las células que el ARNip sin
formar complejo con el soporte (ARNip desnudo). La internalizacién del ARNip complejado en hasta 23% de las
células después de solo 4 h es extremadamente prometedor para la eficacia terapéutica, ya que la absorcidon
acumulada es probable que sea mucho mayor después de las 48 h totales de tratamiento. Ademas, se considera
que la actividad del ARNip es catalitica; se puede reciclar dentro del citoplasma para destruir multiples transcritos de
ARNmMm, teniendo por lo tanto un efecto multigeneracional a largo plazo.

[0144] La citotoxicidad no especifica de los soportes poliméricos se investigé incubando las células HelLa en
presencia de los complejos con relaciones de cargas de 4:1 durante 24 h. Se observé una alta supervivencia relativa
(>90% después de 24 h) para todos los polimeros ensayados. Los polimeros sintéticos, en particular los polimeros
catidnicos, se pueden asociar con citotoxicidad apreciable. Por ejemplo, se ha mostrado que la PEI produce la
apoptosis y/o necrosis en una variedad de lineas celulares. Esta toxicidad se puede reducir mediante modificacion
quimica del segmento policatidonico con segmentos hidréfilos; sin embargo, normalmente hay un equilibrio entre
eficacia y toxicidad. En este procedimiento, el uso de un segundo bloque de carga neutralizada del vehiculo de
suministro polimérico, posiblemente mantenia una alta supervivencia de las células HelLa cultivadas in vitro.

[0145] La capacidad de los soportes para suministrar eficazmente ARNip se investigd con experimentos de
inactivacion contra GAPDH con complejos formados a partir de todos los polimeros con relaciones de cargas
tedricas de 4:1. Se evaluaron los niveles de proteina GAPDH 48 h después de tratamiento con los complejos. Los
soportes poliméricos 1-3 eran ineficaces para producir la reduccién de niveles de proteina, probablemente debido a
su incapacidad para mediar el escape endosémico. Sin embargo, la reducciéon de la proteina GAPDH se hizo
evidente con el uso del polimero 4 como soporte del ARNip. La inactivacién de la proteina aumenté mas al aumentar
el contenido de BMA de los soportes a 48% en el bloque endosomolitico (polimero P7). El polimero P7 mostro la
mayor capacidad de mediar la inactivacion de la proteina por el ARNip, donde la GAPDH se redujo a 32% del
control. Ademas, el ARNip de control mostré una reduccion despreciable de los niveles de la proteina GAPDH.
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[0146] Para caracterizar mejor la eficacia del soporte, se analiz6 en los polimeros su capacidad para inactivar los
niveles del ARNm de GAPDH. De forma similar a las mediciones de proteina, los polimeros 1-3 produjeron una
reduccion muy pequefia de la sefial de ARNm, evaluada por RT-PCR. Otra vez, los polimeros P4-P7 mostraron
mayor inactivacion de GAPDH al aumentar el contenido de BMA del bloque endosomolitico. Especificamente, la
inactivacion de GAPDH se redujo a 39%, 30%, 31% y 21% del control con una relacién de cargas de 4:1, para los
polimeros P4, P5, P6 y P7, respectivamente. En general, los resultados estan de acuerdo con los descubrimientos
de otros grupos que exploran estrategias de suministro de ADN, que han encontrado que la adicion de dominios
hidréfobos, especificamente restos de N-oleilo, restos de fenilalanina y metacrilato de butilo, como se usa en el
presente documento, potencia la transfeccion.

[0147] Se llevd a cabo otra investigacion sobre la capacidad de P7, que incluye el polimero de la tabla 2 y
estructuras similares (incluyendo diferentes versiones de P7, tales como P7v6, que se usa de forma intercambiable
en el presente documento con PRx0729v6), para mediar la inactivacion génica, con respecto a la relacion de cargas
y la dosis de ARNip. Se encontré6 que la alteracion de las relaciones de cargas tedricas afectaba mucho a la
inactivacion génica. La GAPDH se redujo a 51%, 42%, 21% y 14% de los niveles de control con relaciones de
cargas de 1:1, 2:1, 4:1 y 8:1, respectivamente. Particularmente, con relaciones de cargas de 4:1 y 8:1, la inactivaciéon
génica era similar al soporte HiPerFect disponible en el comercio, donde los niveles de GAPDH se reducian en
aproximadamente 80%. Es importante, que los efectos en los niveles de GAPDH son especificos del ARNip que se
suministra, de modo que cuando se usa un ARNip de control con una relacién de cargas de 8:1, no hay un efecto
significativo en los niveles de GAPDH. La alteracion de la relacion de cargas podia haber producido diferentes
niveles de condensacion del ARNip en las nanoparticulas. Los experimentos con DSL indicaban que el contenido de
copolimero creciente en los complejos daba como resultado particulas mas condensadas (tabla 3), y estos estudios
funcionales sugieren que las particulas mas compactas pueden ser internalizadas mas eficazmente o con mayor
biodisponibilidad del ARNip. Estos descubrimientos estan de acuerdo con los articulos previos que indican que los
complejos de ADN/polietilenimina y ADN/polilisina mas compactos son internalizados en mayores tasas y logran
mayores eficacias de transfeccion. Se llevd a cabo un estudio de dosis-respuesta usando P7 con una relacion de
cargas de 4:1. Aunque habia poca respuesta en la expresion génica de GADPH con ARNip 1 nM o 5 nM, la
expresion se redujo a 77%, 21% y 12% del control cuando se suministré ARNip 10 nM, 25 nM o 50 nM usando el
polimero 7. Este nivel de inactivacion se acerca al visto usando HiPerFect 50 nM, un control positivo disponible en el
comercio. Sin embargo, todos los polimeros, incluyendo el polimero 7 demostraron una biocompatibilidad
potenciada, cuando se midid por la citotoxicidad no especifica comparada con HiPerFect. Aunque se lograron
niveles significativos de inactivaciéon génica con dosis mas altas de ARNip (25-50 nM), para el traslado a
aplicaciones in vivo, puede ser mas conveniente lograr una reduccion significativa usando dosis menores de ARNip
para evitar los efectos fuera del objetivo. En algunas realizaciones, esto se logra mediante la absorcion mas eficaz
de las particulas de polimero/ARNip, realizadas quizas mejor dirigiendo los ligandos.

Usos

[0148] Como se describe en el presente documento, los polinucleétidos de esta invencidon que se administran a un
sujeto y finalmente se suministran en las células del sujeto, preferiblemente son ADN, ARN o analogos naturales o
sintéticos de los mismos. Con respecto al ADN/ARN y analogos sintéticos que pueden inhibir la expresién de genes
diana, estos incluyen especies tales como, sin limitacion, polinucleétidos de sentido contrario, miARN y ARNip.

[0149] Las enfermedades que son tratadas opcionalmente usando polimeros, y/o complejos de polimero y
polinucledtido de esta invencion incluyen, sin limitacion, trastornos patdégenos, canceres, enfermedades
inflamatorias, deficiencias enzimaticas, errores del metabolismo innatos, infecciones, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades cardiovasculares, enfermedades neuroldgicas, neurodegenerativas, enfermedades
neuromusculares, trastornos de la sangre y trastornos de coagulacion.

[0150] Los siguientes ejemplos tienen propositos ilustrativos y no deben considerarse limitantes de la invencion.
Ejemplos

[0151] A lo largo de la descripcion de la presente invencidn, se usan diferentes acrénimos y abreviaturas
conocidas para describir monémeros o restos monoméricos derivados de la polimerizacién de dichos monémeros.
Sin limitacién, salvo que se indique otra cosa: "BMA" (o la letra "B" como notacién abreviada equivalente) representa
metacrilato de butilo o resto monomérico derivado del mismo; "DMAEMA" (o la letra "D" como notacién abreviada
equivalente) representa metacrilato de N,N-dimetilaminoetilo o resto monomérico derivado del mismo; "Gal" se
refiere a galactosa o un resto de galactosa, que incluye opcionalmente restos protectores de hidroxilo (p. ej., acetilo)
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0 a un derivado pegilado del mismo (como se describe a continuacién); HPMA representa metacrilato de 2-
hidroxipropilo o resto monomérico derivado del mismo; "MAA" representa acido metacrilico o resto monomérico
derivado del mismo; "MAA(NHS)" representa éster de N-hidroxil-succinimida del acido metacrilico o resto
monomeérico derivado del mismo; "PAA" (o la letra "P" como notacion abreviada equivalente) representa acido 2-
propilacrilico o resto monomérico derivado del mismo, "PEGMA" se refiere al mondmero metacrilico pegilado,
CH30(CH20)7-s0C(0)C(CH3)CH> o resto monomérico derivado del mismo. En cada caso, cualquiera de dichas
designaciones indica el mondomero (incluyendo todas las sales o analogos iénicos de los mismos), o un resto
monomeérico derivado de polimerizacién del monémero (incluyendo todas las sales o analogos i6nicos del mismo), y
la forma especifica indicada es evidente por el contexto para un experto en la materia.

Ejemplo 1: Preparacion de polimeros y copolimeros de dibloques

[0152] Se preparan los polimeros y copolimeros de dibloques de la siguiente férmula general:
[A1,-/-A2y]n-[B1x-/-B2y~/-B3;]-5n

En la que

[A1-A2] es el primer copolimero de bloques, compuesto de los restos de mondmeros A1y A2
[B1-B2-B3] es el segundo copolimero de bloques, compuesto de los restos de monémeros B1, B2, B3
X, Y, Z es la composicion de polimero en % en moles del resto de mondémero

n es el peso molecular

[0153] Copolimeros de dibloques de ejemplo: [DMAEMA]-[B-/-P-/-D]

[PEGMA,J-[B-/-P-/-D]
[PEGMA,,-DMAEMA]-[B-/-P-/-D]
[PEGMA,-MAA(NHS)J-[B-/-P-/-D]
[DMAEMA-/-MAA(NHS)J-[B-/-P-/-D]
[HPMA-/-PDSM]-[B-/-P-/-D]

En los que:

B es metacrilato de butilo

P es acido propilacrilico

D es DMAEMA es metacrilato de dimetilaminoetilo

PEGMA es metacrilato de polietilenglicol donde, por ejemplo, w = 4-5 6 7-8 unidades de 6xido de etileno)
MAA(NHS) es N-hidroxisuccinamida del acido metilacrilico

HPMA es N-(2-hidroxipropil)metacrilamida

PDSM es metacrilato-disulfuro de piridilo

[0154] Estos polimeros representan estructuras en las que la composicion del primer bloque del polimero o
copolimero se varia o se trata quimicamente con el fin de crear polimeros en los que el primer bloque es neutro (p.
ej., PEGMA), catidénico (DMAEMA), anionico (PEGMA-NHS, en el que la NHS se hidroliza al acido), anfolitico
(DMAEMA-NHS, en el que la NHS se hidroliza al acido), o ion hibrido (por ejemplo, poli[ffosfato de 2-metacriloiloxi-2’-
trimetilamonioetilo]). Ademas, el polimero [PEGMA-PDSM]-[B-P-D] contiene un grupo funcional de disulfuro de
piridilo en el primer bloque que se puede hacer reaccionar con un ARNip tiolado para formar un conjugado de
polimero-ARNip.

Ejemplo 1.1: Procedimientos sintéticos generales para preparar los copolimeros de bloques por RAFT

A. Agente de transferencia de cadena de RAFT

[0155] La sintesis  del agente de ftransferencia de  cadena (CTA), acido  4-ciano-4-
(etilsulfaniltiocarbonil)sulfanilpentanoico (ECT), usado para las siguientes polimerizaciones por RAFT, se adapté del
procedimiento de Moad y col., Polymer, 2005, 46(19): 8458-68. Brevemente, se afiadid etanotiol (4,72 g, 76 mmol) a
lo largo de 10 min a una suspension agitada de hidruro sédico (60% en aceite) (3,15 g, 79 mmol) en éter dietilico
(150 ml) a 0°C. Después, la disolucién se dejo agitar durante 10 min antes de la adicién de disulfuro de carbono (6,0
g, 79 mmol). El tritiocarbonato de S-etilo bruto (7,85 g, 0,049 mol) se recogid por filtracion, se suspendié en éter
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dietilico (100 ml), y se hizo reaccionar con yodo (6,3 g, 0,025 mol). Después de 1 h, la disolucion se filtrd, se lavo con
tiosulfato sddico acuoso y se seco sobre sulfato sddico. El disulfuro de bis(etilsulfaniltiocarbonilo) bruto se aislé por
evaporacion en rotavapor. Una disolucion de disulfuro de bis-(etilsulfaniltiocarbonilo) (1,37 g, 0,005 mol) y 4,4'-
azobis(acido 4-cianopentanoico) (2,10 g, 0,0075 mol) en acetato de etilo (50 ml) se calenté a reflujo durante 18 h.
Después de evaporacion en rotavapor del disolvente, se aislé el acido 4-ciano-4-(etilsulfaniltiocarbonil)-
sulfanilpentanoico (ECT) por cromatografia en columna usando gel de silice como fase estacionara y acetato de
etilo:hexano 50: 50 como eluyente.

B. Macroagente de transferencia de cadena poli(metacrilato de N,N-dimetilaminoetilo) (macroCTA poliDMAEMA).

[0156] La polimerizacion por RAFT de DMAEMA se llevd a cabo en DMF a 30°C en atmdsfera de nitrogeno
durante 18 h, usando ECT y 2,2’-azobis(4-metoxi-2,4-dimetil-valeronitrilo) (V-70) (Wako chemicals) como iniciador de
radicales. La relacion inicial de mondmero a CTA ([CTA]o/[M]o) era tal que el M, tedrico con 100% de conversion era
10.000 (g/mol). La relacién inicial de CTA a iniciador ([CTA]o/[l]o) era de 10 a 1. El macroagente de transferencia de
cadena poliDMAEMA resultante se aisld por precipitacion en éter dietilico/pentano 50:50 en v:v. El polimero
resultante se volvié a disolver en acetona y posteriormente precipitdé en pentano (x3) y se secd durante la noche a
vacio.

C. Copolimerizacién de bloques de DMAEMA, PAA y BMA a partir del macroCTA poli(DMAMEA).

[0157] Se afadieron las cantidades estequiométricas deseadas de DMAEMA, PAA y BMA al macroCTA
poli(DMAEMA) disuelto en N,N-dimetilformamida (25% en peso de mondmero y macroCTA respecto al disolvente).
Para todas las polimerizaciones, las [M]o/[CTA]o y [CTA]o/[l]o eran 250:1 y 10:1, respectivamente. Después de la
adicion de V70, las disoluciones se purgaron con nitrégeno durante 30 min y se dejaron reaccionar a 30°C durante
18 h. Los copolimeros de diblogues resultantes se aislaron por precipitacion en éter dietilico/pentano 50:50 en v:v.
Después, los polimeros precipitados se volvieron a disolver en acetona y posteriormente se precipitaron en pentano
(x3) y se secaron durante la noche a vacio. Se uso la cromatografia de gel permeable (GPC) para determinar los
pesos moleculares y las polidispersidades (PDI, Mw/M,) tanto del macroCTA poli(DMAEMA) como de las muestras
de copolimeros de dibloques en DMF con respecto a las referencias de poli(metacrilato de metilo) (columnas SEC
Tosoh TSK-GEL R-3000 y R-4000 (Tosoh Bioscience, Montgomeryville, PA) conectadas en serie a Viscotek
GPCmax VE2001 vy refractometro VE3580 (Viscotek, Houston, TX)). Se usé DMF de calidad para HPLC que
contenia 1,0% en peso de LiBr como fase mévil. La figura 1A resume los pesos moleculares y composiciones de
algunos de los polimeros sintetizados por RAFT. (PRx0729v6 se usa de forma intercambiable con P7v6 en esta
solicitud y en diferentes solicitudes de prioridad). La figura 1B resume los pesos moleculares, tamafio de particulas y
composiciones para algunos polimeros sintetizados por RAFT.

Ejemplo 1.2. Preparacion de la copolimerizacion del segundo blogue (B1-B2-B3) de DMAEMA, PAA vy BMA a
partir de un macroCTA poli(PEGMA).

[0158] Se afiadieron las cantidades estequiométricas deseadas de DMAEMA, PAA y BMA al macroCTA
poli(PEGMA) disuelto en N,N-dimetilformamida (25% en peso de monédmero y macroCTA respecto al disolvente).
Para todas las polimerizaciones, la [M]o/[CTA]o y [CTA]o/[llo eran 250:1 y 10:1, respectivamente. Después de la
adicion de AIBN, las disoluciones se purgaron con nitrégeno durante 30 min y se dejaron reaccionar a 68°C durante
6-12 h (Figura 2). Los copolimeros de dibloques resultantes se aislaron por precipitacion en éter dietilico/pentano
50:50 en v:v. Después, los polimeros precipitados se volvieron a disolver en acetona y posteriormente se
precipitaron en pentano (x3) y se secaron durante la noche a vacio. Se usé la cromatografia de gel permeable
(GPC) para determinar los pesos moleculares y las polidispersidades (PDI, My/M,) tanto del macroCTA poli(PEGMA)
como de las muestras de copolimeros de dibloques en DMF usando un Viscotek GPCmax VE2001 y refractometro
VE3580 (Viscotek, Houston, TX). Se us6 DMF de calidad para HPLC que contenia 1,0% en peso de LiBr como fase
movil. Se uso la espectroscopia de RMN en CDCl; para confirmar la estructura de polimero y calcular la composicion
del 2° bloque. La figura 2 resume la sintesis del polimero [PEGMA,]-[B-P-D] donde w = 7-8. Las figuras 3A, 3B y 3C
resumen la caracterizacion del polimero [PEGMA,]-[B-P-D] donde w = 7-8.

Ejemplo 1.3. Preparacién y caracterizacidon de copolimeros de PEGMA-DMAEMA

[0159] La sintesis de polimero se llevé a cabo usando un procedimiento similar al descrito en los ejemplos 1.1 y
1.2. La relaciéon de PEGM y DMAEMA en el primer bloque se varié usando diferentes relaciones de alimentacion de
los mondmeros individuales para crear los copolimeros descritos en la figura 4.
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Ejemplo 1.4. Preparacion y caracterizacion de copolimeros de PEGMA-MAA(NHS)

[0160] La sintesis de polimero se llevé a cabo como se describe en los ejemplos 1.1 y 1.2 (y se resume en la
figura 5), usando relaciones de alimentacion de mondmeros para obtener la composicién deseada del copolimero
del 1°" bloque. Las figuras 6A, 6B y 6C resumen la sintesis y caracterizacion del polimero [PEGMA,-MAA(NHS)]-[B-
P-D] donde la relacion de monémeros del copolimero del 1 bloque es 70:30. Los polimeros que contienen NHS se
pueden incubar en tampén acuoso (fosfato o bicarbonato) a pH entre 7,4 y 8,5 durante 1-4 h, a temperatura
ambiente o 37°C para generar la forma hidrolizada (acida).

Ejemplo 1.5. Preparacion y caracterizacion de copolimeros de DMAEMA-MAA(NHS)

[0161] La sintesis de polimero se llevé a cabo como se describe en los ejemplos 1.1 y 1.2, usando relaciones de
alimentacion de monémeros para obtener la composicién deseada del copolimero del 1% bloque. Las figuras 7A, 7B
y 7C resumen la sintesis y caracterizacion del polimero [DMAEMA-MAA(NHS)]-[B-P-D] donde la relacion de
mondmeros del copolimero del 1°" bloque es 70:30. Los polimeros que contienen NHS se pueden incubar en tampén
acuoso (fosfato o bicarbonato) a pH entre 7,4 y 8,5 durante 1-4 h, a temperatura ambiente o 37°C para generar la
forma hidrolizada (acida).

Ejemplo 2. Preparacién y caracterizacion de conjugados de copolimero de HPMA-PDS(ARN) para el
suministro del farmaco ARNip

A. Sintesis del monémero metacrilato-disulfuro de piridilo (PDSMA)

[0162] El esquema de sintesis para el PDSMA se resume en la figura 8. Se disolvié Aldritiol-2™ (5 g, 22,59 mmol)
en 40 ml de metanol y 1,8 ml de AcOH. La disolucion se afiadié a una disolucion de 2-aminoetanotiol.HCI (1,28 g,
11,30 mmol) en 20 ml de metanol a lo largo de 30 min. La reaccion se agité en atmdsfera de N> durante 48 h a T.a.
Después de evaporar los disolventes, el aceite residual se lavé dos veces con 40 ml de éter dietilico. EI compuesto
bruto se disolvio en 10 ml de metanol y el producto se precipité dos veces con 50 ml de éter dietilico para dar el
compuesto 1 deseado en forma de un sélido ligeramente amarillo. Rendimiento: 95%.

[0163] Se disolvieron piridina-ditioetilamina (1, 6,7 g, 30,07 mmol) y trietilamina (4,23 ml, 30,37 mmol) en DMF (25
ml) y piridina (25 ml) y se afiadié lentamente mediante jeringa cloruro de metacriloilo (3,33 ml, 33,08 mmol) a 0°C. La
mezcla de reaccién se agité durante 2 h a T.a. Después de la reaccion, la reaccién se inactivé con disolucion
saturada de NaHCO3 (350 ml) y se extrajo con acetato de etilo (350 ml). Las capas organicas combinadas se lavaron
mas con HCI al 10% (100 ml, 1 vez) y agua pura (100 ml, 2 veces) y se secaron con MgSO.. El producto puro se
purificd por cromatografia en columna (EA/Hex: de 1/10 a 2/1) en forma de un jarabe amarillo. Rf = 0,28 (EA/Hex =
1/1). Rendimiento: 55%.

B. Sintesis del copolimero de HPMA-PDSMA

[0164] La polimerizacion por RAFT de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA) y metacrilato-disulfuro de piridilo
(tipicamente en una relacion de monémeros 70:30) se lleva a cabo en DMF (mondmero:disolvente al 50% en peso)
a 68°C en atmoésfera de nitrdgeno durante 8 h usando 2,2’-azo-bis-isobutirilnitrilo (AIBN) como iniciador de radicales
libres (Figura 9). La relacién molar de CTA a AIBN es de 10 a 1 y la relacion de mondmero a CTA se fija de modo
que se logre un peso molecular de 25.000 g/mol si hay una conversion de 100%. El macroCTA poli(HPMA-PDS) se
aislo por precipitacion repetida en éter dietilico a partir de metanol.

[0165] El macroCTA se seca a vacio durante 24 h y después se usa para la copolimerizacion de bloques del
metacrilato de dimetilaminoetilo (DMAEMA), acido propilacrilico (PAA) y metacrilato de butilo (BMA). Se afiaden
cantidades equimolares de DMAEMA, PAA y BMA ([M]o/[CTA]o = 250) al macroCTA HPMA-PDS disuelto en N,N-
dimetilformamida (25% en peso de mondmero y macroCTA respecto al disolvente). Se afade el iniciador de
radicales AIBN con una relacién de CTA a iniciador de 10 a 1. La polimerizacion se deja avanzar en atmdsfera de
nitrégeno durante 8 h a 68°C. Después, el polimero de dibloques resultante se aisla por precipitacion 4 veces en éter
dietilico/pentano 50:50, volviendo a disolver en etanol entre las precipitaciones. Después el producto se lava 1 vez
con éter dietilico y se seca durante la noche a vacio.

C. Conjugacién de ARNip con el copolimero de HPMA-PDSMA

[0166] EI ARNip tiolado se obtuvo en el comercio (Agilent, Boulder, CO) en forma de ARN duplex con una cadena
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de sentido 5' modificada con disulfuro. La forma de tiol libre para la conjugacion se prepara disolviendo el compuesto
liofilizado en agua y se trata durante 1 h con el agente de reduccion de disulfuro TCEP inmovilizado en un gel de
agarosa. El ARN reducido (400 uM) después se hizo reaccionar durante 24 h con el polimero funcionalizado con
disulfuro de piridilo en tampon de fosfato (pH 7) que contenia acido etilendiaminatetraacético 5 mM (EDTA) (Figura
9).

[0167] La reaccion del polimero de disulfuro de piridilo con el ARN-tiol crea 2-piridinationa, que se puede medir por
espectrofotometria para caracterizar la eficacia de la conjugacion. Para validar mejor el intercambio de disulfuro, los
conjugados se hicieron correr en un gel de SDS-PAGE con tricina al 16,5%. En paralelo, se tratan partes alicuotas
de las reacciones de conjugacion con TCEP inmovilizado antes del SDS-PAGE para verificar la liberacion del ARN
del polimero en un entorno reductor. Las reacciones de conjugacion se llevan a cabo con estequiometrias de
polimero/ARN de 1, 2 y 5. Se usan las mediciones de absorbancia por espectrofotometria UV a 343 nm para la
liberacion de 2-piridinationa para medir las eficacias de conjugacion.

Ejemplo 3: Caracterizacién del complejo de ARNip/polimero

[0168] Después de verificarse que se habia completado la complejacion de ARNip estable en suero por retardo en
gel de agarosa, los complejos de ARNip/polimero se caracterizaron segun el tamafio y el potencial zeta usando un
detector ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY, laser 15 mW, haz incidente = 676 nm).
Brevemente, el polimero se formulé con 0,1 mg/ml en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS, Gibco) y se
formaron los complejos por adicion de polimero a ARNip GAPDH (Ambion) con las relaciones de cargas tedricas
indicadas basadas en el DMAEMA con carga positiva, que esta protonado al 50% a pH = 7,4, y el ARNip con carga
negativa. Se recogieron las funciones de correlacién con un angulo de dispersion de 90°, y los tamafios de particulas
se calcularon usando la viscosidad y el indice de refraccion del agua a 25°C. Los tamarios de particulas se expresan
como diametros eficaces suponiendo una distribucién logaritmica normal. Las movilidades electroforéticas medias se
midieron a 25°C usando el software de andlisis de potencial zeta ZetaPALS, y se calcularon los potenciales zeta
usando el modelo de Smoluchowsky para suspensiones acuosas.

Ejemplo 4: Cultivo de células HeLa

[0169] Células de carcinoma de cuello uterino humano HeLa (ATCC CCL-2) se mantuvieron en medio esencial
minimo (MEM) que contenia L-glutamina (Gibco), penicilina-estreptomicina al 1% (Gibco) y suero bovino fetal al 10%
(FBS, Invitrogen) a 37°C y 5% de CO..

Ejemplo 5: Alteracion de la membrana dependiente del pH de soportes y complejos de ARNip/polimero

[0170] Se usé la hemolisis para determinar la potencial actividad endosomolitica tanto del polimero libre como de
los conjugados de ARNip/polimero a valores de pH que imitan el trafico endosémico (extracelular pH 7,4, endosoma
temprano pH = 6,6, y endosoma tardio pH = 5,8). Brevemente, se recogié sangre humana entera en tubos
Vaccutainer que contenian EDTA. Se centrifugd la sangre, se aspird el plasma, y se lavé tres veces con NaCl 150
mM para aislar los glébulos rojos (RBC). Los RBC después se volvieron a suspender en tampon de fosfato (PB) a
pH 7,4, pH 6,6 o pH 5,8. Después, los polimeros (10 pg/ml) o complejos de polimero/ARNip se incubaron con los
RBC a los tres valores de pH durante 1 h a 37°C. Después se centrifugaron los RBC intactos y se midid la
hemoglobina liberada en el liquido sobrenadante por absorbancia a 541 nm como indicacion de la lisis de membrana
de RBC dependiente de pH. La figura 10A muestra la hemolisis de polimeros en una concentraciéon de 10 pg/ml, y la
figura 10B muestra los complejos de polimero/ARNip de los polimeros 5-7 a relaciones de cargas tedricas de 1:1y
4:1. Se normalizé la actividad hemolitica con respecto a un control positivo, Triton X-100 al 1% en v/v, y son datos
representativos de un solo experimento realizado por triplicado + desviacion tipica.

Ejemplo 6: Medicidn de la absorcion de ARNip mediada por soporte

[0171] La absorcion intracelular de los complejos de ARNip/polimero se midié usando citometria de flujo
(analizador de sobremesa Becton Dickinson LSR). Se sembraron células HeLa 15.000 células/cm? y se dejaron
adherir durante la noche. Se formé complejo de ARNip marcado con FAM (5-carboxifluoresceina) (Ambion) con
polimero con una relacién de cargas tedrica de 4:1 durante 30 min a temperatura ambiente, y después se anadié a
las células Hela cultivadas con una concentracion final de ARNip 25 mM. Después de incubacion con los complejos
durante 4 h, las células se tripsinizaron y se volvieron a suspender en PBS con BSA al 0,5% y azul de trypan al
0,01%. El azul de trypan se usé como se ha descrito previamente para atenuar la fluorescencia extracelular y
discriminar los complejos que han sufrido endocitosis por las células. Se analizaron 10.000 células por muestra y la
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activacion de la fluorescencia se determiné usando muestras que no recibian tratamiento y recibian polimero que no
formaba complejo con ARNip marcado con FAM. La figura 11 muestra la internalizacién por células HeLa de ARNip
marcado con FAM y complejos de polimero/ARNip formados con los polimeros 4-7 y suministrados durante 4 h. Los
datos son de tres experimentos independientes realizados por triplicado con barras de error que representan el error
tipico de la media (ETM).

Ejemplo 7: Citotoxicidad del complejo de ARNip/polimero

[0172] La citotoxicidad del complejo de ARNip/polimero se determind usando un kit de deteccion de la citotoxicidad
de lactato deshidrogenasa (LDH) (Roche). Las células HeLa se sembraron en placas de 96 pocillos con una
densidad de 12.000 células por pocillo y se dejé que se adhirieran durante la noche. Los complejos se formaron por
adicion de polimero (disoluciones madre de 0,1 mg/ml) a ARNip de GAPDH con relaciones de cargas tedricas 4:1 y
para alcanzar una concentraciéon de ARNip/pocillo 25 nM. Se afiadieron complejos (relacion de cargas = 4:1) a los
pocillos por triplicado. Después de que las células se incubaron durante 24 h con los complejos de polimero, se
separaron los medios y las células se lavaron con PBS dos veces. Después las células se lisaron con tampén de lisis
(100 pl/pocillo, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Na.EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton al 1%, pirofosfato de
sodio 2,5 mM, B-glicerofosfato 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM) durante 1 h a 4°C. Después de mezclar mediante
pipeta, se diluyeron 20 pl de lisato celular 1:5 en PBS y se cuantificé la lactato deshidrogenasa (LDH) mezclando con
100 pl de la disolucion de sustrato de LDH. Después de una incubacion de 10-20 min para la formacion de color, se
midio la absorbancia a 490 nm con el ajuste de referencia a 650 nm.

[0173] La figura 12A muestra la citotoxicidad de células HelLa no especifica y la figura 12B muestra la inactivacion
de GAPDH en funcién del soporte polimérico del ARNip. Las células HelLa se transfectaron con ARNip contra
GAPDH con 25 nM usando complejos de polimero/ARNip formulados con relaciones de cargas tedricas de 4:1. (A)
Después de 24 h, se recogio el lisato de células y se ensayo la lactato deshidrogenasa, una medicion de la viabilidad
celular, y los datos se muestran respecto a células no tratadas. (B) Después de 48 h, se examinaron los niveles tanto
de proteina (negro) como de ARNm (blanco) usando un ensayo de actividad enzimatica de GAPDH y RT-PCR,
respectivamente, y los datos se muestran con respecto a células que no reciben tratamiento. Los datos son de tres
experimentos independientes realizados por triplicado con barras de error que representan la desviacion tipica.

Ejemplo 8: Evaluacion de la proteina GAPDH e inactivacion génica por complejos de ARNip/polimero

[0174] La eficacia de las series de polimeros para el suministro de ARNip se crib6é usando un ensayo de actividad
de GAPDH (Ambion). Se cultivaron células HelLa (12.000 células/cmz) en placas de 96 pocillos. Después de 24 h, se
afnadieron los complejos (relaciones de cargas = 4:1) a las células con una concentracion final de ARNip 25 nM en
presencia de suero al 10%. La extension de la reduccion de la proteina GADPH mediada por el ARNip se evalud 48
h después de transfeccion. Como control positivo, se llevaron a cabo experimentos de inactivacion en paralelo
usando HiPerFect (Qiagen) siguiendo las condiciones del fabricante. La actividad restante de la GADPH se midio
como describe el fabricante usando el procedimiento de aumento de fluorescencia cinética a lo largo de 5 min y se
calculoé de acuerdo con la siguiente ecuacion: % de expresién restante = fluorescencia, GADPH/fluorescencia, sin
tratamiento, donde fluorescencia = fluorescencia 5 min - fluorescencia 1 min. El procedimiento de transfecciéon no
afecto significativamente a la expresion de GAPDH cuando se us6 una secuencia de ARNip no directora. La figura
13A muestra la inactivacion de GAPDH en células HeLa medida por RT-PCR en tiempo real 48 h después del
tratamiento con complejos en funcién de la relacion de cargas (1:1-8:1) y la figura 13B muestra la inactivacion de
GAPDH en células HeLa medida por RT-PCR en tiempo real 48 h después del tratamiento con complejos en funcion
de la dosis de ARNip (1-50 nM) con el polimero 7 como soporte. EI ARNip de control negativo n°® 1 (Ambion) y un
reactivo de transfeccion disponible en el comercio, HiPerFect (Qiagen), se usaron como controles negativo y
positivo, respectivamente.

[0175] Después del cribado inicial para identificar el soporte que produjo la inactivaciéon de GAPDH mediada por
ARNip mas fuerte, se uso la reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcién inversa en tiempo real (RT-PCR)
para evaluar directamente el suministro de ARNip. Después de 48 h de incubaciéon con complejos como los
formados antes, las células se lavaron con PBS. Se aislé el ARN total usando Qiagen’s Qiashredder y mini kit
RNeasy. Se digirié cualquier ADN gendmico residual en las muestras (RNase-Free DNase Set, Qiagen) y el ARN se
cuantificé usando el ensayo de RiboGreen (Molecular Probes) basandose en las instrucciones del fabricante.

[0176] La transcripcion inversa se realizé usando el kit the Omniscript RT (Qiagen). Se usé una muestra de ARN

de 25 ng total para la sintesis del ADNc y se llevo a cabo la PCR usando el sistema de deteccion de secuencia ABI
7000 usando un conjuntos de cebador y sonda predisefiado (Assays on Demand, Applied Biosystems) para la
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GAPDH vy beta-actina como gen de mantenimiento. Las reacciones (20 pl total) consistian en 10 ul de 2X Tagman
Universal PCR Mastermix, 1 pul de cebador/sonda, y 2 ul de ADNc, completado hasta 20 pul con agua exenta de
nucleasa (Ambion). Se usaron los siguientes parametros de PCR: 95°C durante 95 s seguido de 45 ciclos de 95°C
durante 30 s y 55°C durante 60 s. Se usé el analisis del ciclo umbral (CT) para cuantificar la GAPDH, normalizada
con respecto a la beta-actina y con respecto a la expresion de células HelLa no tratadas.

Ejemplo 9. Disefio funcional de poli[HPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)].

[0177] La figura 14 muestra el disefio de polimero para poli{HPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]. Se incorporaron
propiedades multifuncionales mediante estrategias de sintesis del polimero por RAFT usando un CTA funcionalizado
en el extremo con disulfuro de piridilo para formar una arquitectura de dibloques disefiada para tener solubilidad
acuosa Yy propiedades desestabilizadoras de la membrana dependientes de pH. Las funcionalidades quimicas del
monodmero resaltadas en la figura 14 se eligieron con el fin de producir las propiedades deseadas para cada bloque
de polimero. Es importante que el médulo 3 se diseiid para tener carga cerca de la neutralidad a pH fisiologico
(aproximadamente 50% de protonacién de DMAEMA y 50% de desprotonacion de PAA predicha) y para dar una
transicion a un estado mas hidréfobo y con carga positiva en entornos de pH mas bajos.

Ejemplo 10. Sintesis de disulfuro de piridilo-CTA

[0178] EI precursor del acido 4-ciano-4-(etilsulfaniltiocarbonil)sulfanilpentanoico (ECT) se sintetiz6 como se
muestra en la figura 15. El agente de transferencia de cadena (CTA) para RAFT funcionalizado con disulfuro de
piridilo se sintetizd convirtiendo primero el ECT en el éster de NHS seguido de reaccién con piridilditio-etilamina. El
ECT (1,05 g, 4 mmol) y la N-hidroxisuccinimida (0,460 g, 4 mmol) se disolvieron en 100 ml de cloroformo. Después,
la mezcla se enfri6 a 0°C, momento en el que se anadié N,N’-diciclohexilcarbodiimida (0,865 mg, 4,2 mmol). La
disolucion se mantuvo a 0°C durante 1 h y después se dejé reaccionar a temperatura ambiente durante 22 h. La
disolucion después se filtr6 para separar la diciclohexilurea y la disolucién se concentré por evaporacién en
rotavapor. Después, el solido resultante se secd a vacio y se uso sin ninguna purificacion adicional. La NHS-ECT
(1,80 g, 5,0 mmol) y piridilditio-etilamina (0,90 g, 5,0 mmol) después se disolvieron por separado en 200 y 300 ml de
cloroformo, respectivamente. La disolucién de piridilditio-etilamina después se afiadié gota a gota como 3 fracciones
separadas 20 min. La mezcla después se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 2 h. Después de separar
el disolvente, se llevaron a cabo dos cromatografias en columna sucesivas (Silica gel 60, Merk) (acetato de
etilo:hexano 50:50; acetato de etilo:hexano 70:30 v/v) dando un sélido naranja viscoso. RMN 'H 200 MHz (CDCls,
T.a., ppm) 1,29-1,41 [t, CH3CH.S: 3H], 1,85-1,93 [s, (CH3)C(CN): 3H], 2,33-2,59 [m, C(CH3)(CN)(CH>CHy): 4H], 2,86-
2,97 [t, CH.SS: 2H], 3,50-3,61 [t, NHCH.: 2H], 7,11-7,22 [m, Ar CH para: 1H], 7,46-7,52 [m, Ar CH orto: 1H], 7,53-
7,62 [ancho, NH: 1H], 7,53-7,68 [m, Ar CH meta: 1H], 8,47-8,60 [m, CHN meta, 1H].

Preparacion de polimero reactivo con tiol: Polimerizacion por RAFT de poli{HPMA]-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]
funcionalizado con disulfuro de piridilo. La polimerizacién por RAFT de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA) se
llevd a cabo en metanol (mondmero:disolvente al 50 por ciento) a 70°C en atmédsfera de nitrégeno durante 8 h
usando 2,2’-azo-bis-isobutirilnitrilo (AIBN) como iniciador de radicales libres. La relacion molar de CTA a AIBN era de
10 a 1 y la relacién de monémero a CTA se ajustd de modo que se obtuviera un peso molecular de 25.000 g/mol
para una conversion de 100%. Se aislo el macro-CTA poli(HPMA) por precipitacion repetida en éter dietilico a partir
de metanol. El macroCTA se sec6 a vacio durante 24 h y después se usé para la copolimerizacion de bloques de
metacrilato de dimetilaminoetilo (DMAEMA), acido propilacrilico (PAA) y metacrilato de butilo (BMA). Se afiadieron
cantidades equimolares de DMAEMA, PAA y BMA ([M]o/[CTA]o = 250) al macroCTA de HPMA disuelto en N,N-
dimetilformamida (mondmero y macroCTA al 25% respecto al disolvente). Se afiadié el iniciador de radicales V70
con una relacion de CTA a iniciador de radicales de 10 a 1. La polimerizacidon se dejé proceder en atmdsfera de
nitrégeno durante 18 h a 30°C. Después, el polimero de dibloques resultante se aislé por precipitacion 4 veces en
éter dietilico/pentano 50:50, volviendo a disolver en etanol entre precipitaciones. Después, el producto se lavéd 1 vez
con éter dietilico y se seco durante la noche a vacio.

[0179] Se usd la cromatografia de gel permeable (GPC) para determinar el peso molecular y la polidispersidad
(Mw/Mn, PDI) tanto del macroCTA poli(HPMA) como del copolimero de dibloques en DMF. Los célculos de peso
molecular se basaron en los tiempos de eluciéon de la columna respecto a las referencias de poli(metacrilato de
metilo) usando DMF de calidad para HPLC que contenia LiBr al 0,1% en peso a 60°C como la fase mévil. Se usé el
hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) para reducir el disulfuro de piridilo terminal del polimero, liberando 2-
piridinationa. Basandose en el peso molecular del polimero determinado experimentalmente y el coeficiente de
extincion molar de la 2-piridinationa a 343 nm (8080 M'1cm'1) en disolventes acuosos, se determind el porcentaje de
conservacion del grupo terminal para el macroCTA poli(HPMA) y el copolimero de dibloques.
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Ejemplo 11. Conjugacion de polimero-péptido

[0180] La fusion con el dominio de transduccion de péptidos del péptido transportina (también conocido como la
secuencia del péptido Antennapedia (Antp) se us6 para sintetizar una forma de internalizaciéon en la célula del
péptido Bak-BH3 (Antp-BH3) que contiene un resto cisteina carboxi-terminal (NH2-
RQIKIWFQNRRMKWKKMGQVGRQLAIIGDDINRRYDSC-COOH). Para asegurar tioles libres para la conjugacion, el
péptido se reconstituyé en agua y se tratdé durante 1 h con el agente de reduccién de disulfuro TCEP inmovilizado en
un gel de agarosa. El péptido reducido (400 puM) después se hizo reaccionar durante 24 h con el polimero
funcionalizado en el extremo con disulfuro de piridilo en tampén de fosfato (pH 7) que contenia &acido
etilendiaminatetraacético 5 mM (EDTA).

[0181] Como se muestra en la figura 16, la reaccion del grupo terminal disulfuro de piridilo del polimero con la
cisteina peptidica crea la 2-piridinationa, que posteriormente se puede medir por espectrofotometria para
caracterizar la eficacia de la conjugacion. Para validar mejor el intercambio de disulfuro, los conjugados se hicieron
correr en un gel de SDS-PAGE con tricina al 16,5%. En paralelo, se trataron partes alicuotas de las reacciones de
conjugacion con el TCEP inmovilizado antes del SDS-PAGE para verificar la liberacién del péptido del polimero en
un entorno reductor.

[0182] Las reacciones de conjugacion se llevaron a cabo con estequiometrias de polimero/péptido 1, 2 y 5. Las
mediciones de la absorbancia por espectrofotometria UV a 343 nm para la liberacion de 2-piridinationa indicaron
eficacias de conjugacion de 40%, 75% y 80%, respectivamente (moles de 2-piridinationa/moles de péptido). Se usé
un gel de SDS-PAGE para caracterizar mejor los conjugados de péptido-polimero (figura 17). Con una relacién molar
de polimero/péptido de 1, una cantidad detectable del péptido formé dimeros por enlace disulfuro por la cisteina
terminal. Sin embargo, la reaccién del tiol con el disulfuro de piridilo estaba favorecida, y la banda del péptido libre ya
no era visible con relaciones de polimero/péptido iguales o mayores que 2 (Figura 17A). Al tratar los conjugados con
el agente de reduccion TCEP, se podian escindir las uniones disulfuro del polimero-péptido como se indicaba por la
aparicion de la banda del péptido en estas muestras (figura 17B).

EJEMPLO 12. PROPIEDADES DESESTABILIZADORAS DE LA MEMBRANA DEPENDIENTES DEL pH DEL
POLI[HPMA]-B-[(PAA)(BMA) (DMAEMA)]

[0183] Con el fin de evaluar la potencial actividad endosomolitica del polimero, se us6 un ensayo de alteracion de
la membrana para medir la capacidad del polimero para producir la alteracién dependiente del pH de las membranas
de bicapa lipidica como se muestra en la figura 18. Se extrajo sangre entera humana y se centrifugd para separar el
plasma. Los eritrocitos restantes se lavaron 3 veces con NaCl 150 mM y se volvieron a suspender en tampones de
fosfato correspondientes a los entornos fisioldgico (pH 7,4), endosémico temprano (pH 6,6) y endosémico tardio (pH
5,8). Se afadieron polimero (1-40 pg/ml) o Triton X-100 al 1% a las suspensiones de eritrocitos y se incubaron
durante 1 h a 37°C. Los eritrocitos intactos se sedimentaron por centrifugacion, y se midi6 el contenido de
hemoglobina en el liquido sobrenadante por absorbancia a 541 nm. Se determiné el porcentaje de hemolisis relativa
al Triton X-100. La hemolisis del polimero se cuantific6 en concentraciones en el intervalo de 1-40 ug/ml con
respecto al Triton X-100 al 1% v/v. Este experimento se completé 2 veces por triplicado, dando resultados similares.
Los datos mostrados representan un solo experimento realizado por triplicado + desviacion tipica.

[0184] La hemolisis de los glébulos rojos mide las propiedades de alteracién de la membrana dependientes del pH
del copolimero de dibloques a valores de pH que imitan los entornos fisioldgico (pH 7,4), endosémico temprano (pH
6,6) y endosdémico tardio (pH 5,8). A pH fisioldgico no se observo alteracion significativa de la membrana de los
glébulos rojos incluso con concentraciones de polimero tan altas como 40 pg/ml (figura 18). Sin embargo, al
disminuir el pH a valores endosémicos, se detectd un aumento significativo de la hemolisis, con mayor alteracion de
la membrana a pH 5,8 comparado con 6,6. El comportamiento hemolitico del polimero se correlacionaba con la
concentracion de polimero, con casi 70% de lisis de eritrocitos que se producia con 40 pug/ml de polimero en tampdén
a pH 5,8. Este "cambio" agudo a una conformacién desestabilizadora de la membrana a pH endosémico combinado
con la actividad despreciable en la membrana a intervalos de pH fisiolégico, indican el potencial para este polimero
como vehiculo de suministro intracelular no toxico.

EJEMPLO 13. CARACTERIZACION DEL SUMINISTRO INTRACELULAR EN CELULAS HELA

[0185] Se mantuvieron células de carcinoma de cuello uterino humano, HeLa (ATCC CCL-2), en medio esencial
minimo (MEM) que contenia L-glutamina, penicilina-estreptomicina al 1% y FBS al 10%. Antes de los experimentos,
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se dejé que las células HelLa se adhirieran durante la noche en portaobjetos compartimentados de 8 pocillos (20.000
células/pocillo) para microscopia o placas de 96 pocillos (10.000 células/pocillo) para otros ensayos. Se afiadieron
los conjugados de polimero-péptido y los controles en MEM con FBS al 1%.

[0186] Se evalud el potencial de suministro intracelular del polimero después de bioconjugacion con el péptido
Bak-BH3 fusionado con el péptido que penetra la célula Antp (penetratina). La fusiéon de BH3 a Antp se ha estudiado
extensamente como un dominio de translocacién celular y se ha encontrado previamente que produce la
sefalizacion apoptética (Li y col. Neoplasia (New York, N.Y. 2007;9(10): 801-811). Sin embargo, se cree que los
productos terapéuticos suministrados a través de dominios de transduccion peptidicos pueden tener una potencia
impedida debido al secuestro en vesiculas intracelulares (Sugita y col. British Journal of Pharmacology, 2008;153(6):
1143-1152). Los siguientes estudios in vitro demuestran que el suministro citoplasmatico del péptido Antp-BH3
combinado y la funcionalidad proapoptética eran potenciadas por conjugacion al polimero de dibloques.

[0187] Analisis microscopico del escape endosémico conjugado. Se mezclé el éster de succinimidilo de Alexa-488
reactivo con amina en una relacién molar de 1 a 1 con el péptido Antp-BH3 en dimetilformamida anhidra (DMF). El
fluoréforo sin reaccionar y el disolvente organico se separaron usando una columna de desalacion PD10, y el
péptido marcado por fluorescencia se liofilizd. Se conjugd Antp-BH3 marcado con Alexa-488 con el polimero como
se ha descrito antes. Se aplico el péptido libre o el conjugado de polimero-péptido a células Hela cultivadas en
portaobjetos de microscopio compartimentados en una concentracion de Antp-BH3 25 uM. Las células se trataron
durante 15 min, se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en medio de nueva aportacion durante 30 min
adicionales. Las muestras se volvieron a lavar y se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 10 min a 37°C. Se
montaron los portaobjetos con reactivo ProLong Gold Antifade que contenia DAPI y se generaron las imagenes
usando un microscopio de fluorescencia.

[0188] Para estudiar los efectos de la conjugacion del polimero en el escape endosémico de péptidos, el péptido
marcado con Alexa-488 se analizé por microscopia de fluorescencia. El péptido marcado por fluorescencia se
suministré solo o como el bioconjugado del polimero. El analisis por microscopio puso de manifiesto diferencias
claras en la localizacién intracelular del péptido después de conjugacién del polimero (figura 19). El péptido solo
presentd una tincion puntiforme, indicativa de la compartimentalizacion endosémica. Las muestras que
suministraban conjugado de polimero-péptido presentaban un patrén de fluorescencia disperso, que consistia en la
difusién del péptido por el citoplasma. Las imagenes representativas que ilustraban (figura 19A) la tincion puntiforme
del péptido (verde) en las muestras suministraron péptido solo y (figura 19B) dispersaron la fluorescencia del péptido
dentro del citosol después de suministrar el conjugado de péptido-polimero. Las muestras se trataron durante 15 min
con péptido 25 uM y se prepararon para el examen microscépico después de la tincién nuclear con DAPI (azul).

[0189] Mediciéon de la citotoxicidad conjugada. La eficacia bioconjugada para producir la muerte de células
tumorales se determiné usando un ensayo de citotoxicidad de lactato deshidrogenasa (LDH). Al final de cada tiempo
de medicion, las células se lavaron dos veces con PBS y después se lisaron con tampdn de lisis celular (100
pl/pocillo, Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Na2EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton al 1%, pirofosfato de sodio
2,5 mM, B-glicerolfosfato 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM) durante 1 h a 4°C. Se diluyeron 20 pl de lisato de cada
muestra en 80 ul de PBS y se cuantifico la LDH mezclando con 100 pl de disolucién de sustrato de LDH. Después
de una incubacién de 10 min, se determiné la LDH midiendo la absorbancia a 490 nm. El porcentaje de viabilidad se
expreso con respecto a las muestras que no recibieron tratamiento.

[0190] Para evaluar la bioactividad del conjugado de polimero-péptido, se llevé a cabo un estudio de citotoxicidad
en células de cancer de cuello uterino HelLa. Se encontré6 que el conjugado de Antp-BH3-polimero producia
potencialmente la muerte de células HeLa de una forma dependiente de la dosis. Se detectd una viabilidad de las
células HeLa menor de 50% después de 6 h de tratamiento con conjugado peptidico 10 uM (figura 20A), y las
muestras que recibieron el conjugado peptidico 25 uM (figura 20B) mostraron pocas, si mostraban alguna, células
viables después de tan poco como 4 h de exposicion. Las muestras de control que recibieron solo péptido o
polimero presentaron un efecto del tratamiento despreciable, y no habia diferencia entre estos grupos de tratamiento
de control. Es importante que los conjugados de Antp-BH3 y poli(HPMA) que carecian de bloque sensible al pH eran
similares a ambos grupos de control y no produjeron una toxicidad significativa, validando mas la funcionalidad del
bloque endosomolitico (figura 20).

[0191] Evaluacion por citometria de flujo del potencial de membrana mitocondrial.
Se evalud la pérdida del potencial de membrana mitocondrial, un indicador de la apoptosis conocido, usando el
colorante JC-1. JC-1 presenta fluorescencia verde cuando se dispersa en el citosol y en células sanas, forma
agregados rojo-fluorescentes en la membrana mitocondrial (Cossarizza y col., Biochemical and biophysical research
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communications. 1993;197(1):40-45). Las células HelLa se incubaron durante 2 h con péptido 10 uM o conjugado
equivalente o polimero solo. Se afiadié JC-1 con una concentracion final de 5 pg/ml y se incub6 durante 15 min. Las
células se lavaron 2 veces con PBS, se tripsinizaron y se volvieron a suspender en BSA al 0,5% para el analisis por
citometria de flujo. Se cuantific el porcentaje de células que presentaban despolarizacién mitocondrial basandose
en el numero de células verdes fluorescentes que eran negativas para la fluorescencia roja. Aqui, se detect6 una
pérdida significativa de agregados JC-1 de fluorescencia roja y por lo tanto una pérdida de polarizacién mitocondrial
después de tratamiento tanto con el péptido Antp-BH3 como con el conjugado de polimero-péptido (figura 21A). Los
controles de polimero eran similares a las células que no recibieron tratamiento, mientras que Antp-BH3 solo y en un
conjugado de polimero dio como resultado un aumento de aproximadamente 4 y 10 veces, respectivamente, del
porcentaje de células que presentaban pérdida de la polaridad mitocondrial.

[0192] Ensayo de actividad de la caspasa 3/7. Se midi6 la activacion de la caspasa 3/7 usando un kit de ensayo
disponible en el comercio. Este ensayo se usa como un sustrato de caspasa 3/7 profluorescente que una vez
escindido enzimaticamente se vuelve fluorescente permitiendo la determinacion de la actividad enzimatica relativa,
usando un lector de placa de fluorescencia. Aqui, las células Hela se incubaron durante 30 min con péptido 25 uM
(solo o como conjugado con polimero) ademas del polimero solo en una cantidad equivalente a las muestras de
conjugado. Después, se afiadié un indicador fluorogénico de caspasa 3/7 directamente al medio de cultivo de cada
muestra. Las placas se agitaron durante 1 h y después se ensayaron usando un lector de placa de fluorescencia.
Los datos se expresaron como porcentaje de actividad de la caspasa con respecto a las muestras que no recibieron
tratamiento.

[0193] La activacion de las caspasas 3 y 7, que es indicativa de la sefalizacién proapoptética, se puede medir
usando un sustrato profluorescente especifico para estas proteasas. La figura 21B muestra que los controles que
contienen solo el polimero presentaban actividad de caspasa equivalente con respecto a los controles negativos que
no recibieron tratamiento. Sin embargo, se detectd una rapida activacion de la caspasa (aproximadamente 2,5
veces) después de tratamiento con el propio péptido Antp-BH3 o en la forma conjugada con polimero. Los efectos
similares de Antp-BH3 solo o como un conjugado de polimero podrian indicar que la sefalizacion de la caspasa esta
saturada por el tratamiento con el péptido solo o que existen otros mecanismos de retroalimentacion positiva para la
amplificacion de perturbaciones en el estado de activacion de la caspasa. Estos resultados sugieren minimamente
que no habia impedimento estérico u otras reducciones en la actividad de la caspasa inducida por el péptido como
resultado de la conjugacion al polimero.
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REIVINDICACIONES
1. Un copolimero que comprende:
5 (a) un primer bloque que comprende una primera unidad constitutiva que es hidréfila a pH fisiolégico normal;
(b) un segundo bloque que comprende:

(i) una segunda unidad constitutiva que es catiénica a pH fisioldgico normal y que puede ser igual o diferente de la
10 primera unidad constitutiva;

(i) una tercera unidad constitutiva que es anidnica a pH fisiolégico normal;
(iii) un resto potenciador de la hidrofobicidad en el que:
" el resto potenciador de la hidrofobicidad esta covalentemente unido a la segunda unidad constitutiva;
el resto potenciador de la hidrofobicidad esta covalentemente unido a la tercera unidad constitutiva;
20 el resto potenciador de la hidrofobicidad esta compuesto de una cuarta unidad constitutiva del segundo bloque; o

cualquier combinacién de los mismos.

2. El copolimero de la reivindicacion 1, en el que el segundo bloque es sustancialmente neutro en la
25 carga total.

3. El copolimero de la reivindicacion 1 6 2, en el que el copolimero es un copolimero de dibloques.
4. El copolimero de la reivindicacion 1 6 2, en el que la primera unidad constitutiva es cationica.
30
5. El copolimero de la reivindicacion 1 6 2, en el que el primer bloque comprende una pluralidad de

unidades constitutivas.

6. El copolimero de la reivindicacién 1 6 2, en el que el segundo bloque comprende una pluralidad de
35 segundas unidades constitutivas, una pluralidad de terceras unidades constitutivas y una pluralidad de restos
potenciadores de la hidrofobicidad.

7. El copolimero de la reivindicacion 1, en el que el primer bloque de polimero es de aproximadamente
2.000 daltons a aproximadamente 30.000 daltons.
40
8. El copolimero de la reivindicacion 1, que comprende la formula quimica I:
R1 Rz
| [
[;I\O]n"‘_ _ IA1]n_ il I [AZ]p [Aslq [A4] -
I
Yo Y1 v Yz w
Qo Q Q Qa

"

45 Ao, A1, Az, As y A4 se seleccionan del grupo que consiste en -C-, -C-C-, -C(O)(C)aC(0)O-, -O(C)aC(0O)- y -O(C),O-; en
los que,

aes 1-4;
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b es 2-4;

Y4 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, alquilo (1C-10C), cicloalquilo (3C-6C), O-alquilo(1C-10C),
-C(0)0-alquilo(1C-10C), C(O)NRg(1C-10C), y arilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con uno o
mas grupos fluor;

Yo, Y1 € Y2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C)-,
-C(0)0-alquilo(2C-10C)-, -OC(0O)-alquilo(1C-10C)-, -O-alquilo(2C-10C)- y -S-alquilo(2C-10C)-, -C(O)NRe-alquilo(2C-
10C)-;

Y3 se selecciona del grupo que consiste en un enlace covalente, alquilo (1C-10C) y arilo (6C-10C); en los que los
atomos de carbono tetravalentes de As-As que no estan completamente sustituidos con Ri-Rs e Yy-Ys estan
completados con un numero adecuado de atomos de hidrogeno;

R1, Rz, R3, R4, Rs y Re se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, -CN, alquilo,
alquinilo, heteroalquilo, cicloalquilo, heterocicloalquilo, arilo y heteroarilo, cualquiera de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de fluor;

Qo es un resto seleccionado del grupo que consiste en restos que son hidréfilos a pH fisiolégico; restos que se
pueden conjugar o funcionalizar; o hidrégeno;

Q1 es un resto que es hidrofilo a pH fisiolégico normal;

Q2 es un resto que tiene carga positiva a pH fisioldgico normal;

Q3 es un resto que tiene carga negativa a pH fisioldgico normal, pero sufre protonaciéon a pH mas bajo;

m es de aproximadamente 0 a menos de 1,0;

n es mayor que 0 hasta aproximadamente 1,0; en los que m + n = 1;

p es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5;

g es de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,5; en los que p es sustancialmente el mismo que q;

r es de 0 a aproximadamente 0,6; enlosquep+q+r=1;

v es de aproximadamente 5 a aproximadamente 25 kDa; vy,

w es de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kDa.

9. El copolimero de la reivindicacion 8, en el que Q1 es un resto que tiene carga positiva a pH fisioldgico
normal; carga negativa a pH fisioldgico normal pero sufre protonacion a pH mas bajo; neutro a pH fisiolégico normal;
o ion hibrido a pH fisioldgico normal.

10. El copolimero de la reivindicacién 8 6 9, en el que la relacién de v:w es de aproximadamente 1:1 a
aproximadamente 1:3.

11. El copolimero de la reivindicacion 1, 2, 8 6 9, que ademas comprende un agente terapéutico.

12. El copolimero de la reivindicacion 11, en el que el agente terapéutico esta asociado con el copolimero.
13. El copolimero de la reivindicacion 12, en el que el agente terapéutico es un ARNip.

14. El copolimero de la reivindicacion 13, en el que el agente terapéutico esta covalentemente unido al

copolimero; o en el que el agente terapéutico esta asociado ibnicamente con el copolimero.

15. Un copolimero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, para usar en la
inhibicion de la expresion génica; o para usar en el suministro intracelular de un polinucleétido.
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FIG. 1A
Polimero Estructura Mn Relacion
de bloques

[D]Mwl-‘[Bx—Py—Dz]M[jy2 kDa | Mw,/Mw,
P7v1 [Dlo,ix-[Bag-P29-Dasli1a7x 19 1,2
P7v2 [D]iox-[Bas-P1s-D37ls ok 19 0,9
P7v3 [D]s,sx-[B41-P39-D2oJo sk 16 1.5
P7v6 [D]o,1x-[Bs2-P26-Dazla1 ok 31 24

X, Y, ZSON % EN MOLES. LOS PESOS MOLECULARES SE DETERMINARON
POR CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEABLE USANDO REFERENCIAS DE PMMA.
LAS COMPOSICIONES SE DETERMINARON POR ESPECTROSCOPIA DE RMN.

FIG. 1B
Polimero Estructura d%%ﬁféﬁg 1 Tamtgﬁol de
articulas
[D ] Mwl [Bx-P y—DZ] Mw2 Mw JMW, P (n m)
PRx-1 Dl 3x-[Bso-P30-D3o0) 20,7 1,83 41
PRx-2 [D)is sk~ [BerPa3-Diglas i 1,82 49
PRx-3 [D}iy,sx-[B3s-P25-Dislss o 2,92 60
PRx-4 [D}io,1x-[Beo-P27-Daslss s 3,16 50
_ PRx-5 [Dliox-[Bio-P3s-Daslsz o 3,00 59
PRx-6 [D)i4 s5-[Bss-P3i-Disler ox 4,62 115
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FIG. 2

SINTESIS DE [PEGMA ]-[B-P-D]
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FIG. 8

SINTESIS DE PDSMA
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FIG. 9

SINTESIS DEL COPOLIMERO DE HPMA-PDSMA PARA LA CONJUGACION CON ARNip
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FIG. 10A
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FIG. 12A
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FIG. 13A
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FIG. 14
Médulo 1 Médulo 2 Médulo 3
Sitio para la Bloque de Bloque de polimero anfolitico
conjugaclon de tiol  polimero hidrofilo sensible al pH

A (_H a
Q-s S*{HPMA}* {-‘-DMAEMA)—(BMA PAA)}-
% *c—‘r é

sz €
oH _f_!"_':_f 5 02\0_
ApH 1ApH

DISENO DEL POLIMERO Polii[HPMAJ-b-[(PAA)(BMA)(DMAEMA)]
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FIG. 15
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FIG. 18
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