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@Resumen:

Nanoparticulas multicomponente y uso de las
mismas.

La invencion se refiere a nanoparticulas
multicomponente para la transfeccion y seleccion de
células. Las nanoparticulas comprenden (a)

nanoparticulas de oOxido de hierro
superparamagnético (SPION), (b) un polimero que es
un poli (beta-amino éster) (pBAE) modificado en los
extremos con al menos un oliqopéptido y que tiene
una masa molecular de entre 1.000 y 10.000 Da y (c)
un polinucleétido. Estas particulas multicomponente
potencian la eficiencia de transfeccion de la
administracion génica no viral en diferentes tipos de
células. Ademas, la caracteristica magnética de estas
innovadoras nanoparticulas permite la rapida y
masiva separacion de células que contienen
particulas mediante la aplicacion de un campo
magnético fuerte.
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DESCRIPCION
Nanoparticulas multicomponente y uso de las mismas

La invencion se refiere a nanoparticulas multicomponente y sus usos. En particular, la
invencion se refiere a nanoparticulas de administracion génica no viral para la

transfeccion y seleccion de células.

ESTADO DE LA TECNICA

En el desarrollo de particulas para mejorar el sistema de administracién génica no viral
para la modificacion genética de células eucariotas, deben tenerse en cuenta tres
requisitos principales:

- las particulas deben ser biocompatibles (no producir dafio en sistemas in vitro/in
Vivo),

- las particulas deberian aumentar la transfeccién celular,

- las particulas deben permitir la rapida y significativa separacién de células bajo un

campo magnético.

Con este objetivo, se han utilizado diferentes particulas o composiciones en el estado
de la técnica para albergar moléculas terapéuticas, ademas de sondas relacionadas

con la obtencion de imagenes moleculares eficiente y simultdneamente.

Por ejemplo, el documento WO2013/049531A2 divulga composiciones para la
transfeccion de células que comprenden una micela que tiene un nucleo de
nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético (SPION) hidréfobas, un primer
recubrimiento que comprende un polimero catidonico tal como quitosano vy
polietilenimina, y un segundo recubrimiento que comprende un polinucleétido.

El documento W0O2014/136100A1 se refiere a polimeros que son poli(beta-amino
ésteres) (pBAE) modificados con al menos un oligopéptido. Los polimeros pueden
usarse en cualquier campo donde se ha encontrado que los polimeros son utiles, que
incluyen en campos médicos, particularmente en la liberaciéon de farmacos.

El siguiente articulo cientifico: Characterization of PEI-coated superparamagnetic iron
oxide nanopatrticles for transfection: Size distribution, colloidal properties and DNA
interaction, Benedikt Steitz, et al. Journal of Magnetism and Magnetic Materials, 311
(2007) 300-305, divulga nanoparticulas de o6xido de hierro superparamagnético
(SPION) recubiertas con polietilenimina que se usan para la transfeccién de células.
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La presente invencion proporciona nuevas particulas multicomponente que potencian
la eficiencia de transfeccion de la administracién génica no viral en diferentes tipos de
células. Ademas, la caracteristica magnética de estas innovadoras nanoparticulas
permite la rapida y considerable separacion de células que contienen particulas por
aplicacion de un campo magnético fuerte.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores de la presente invencion han encontrado que la combinacion de estos
tres componentes especificos en una nanoparticula: nanoparticulas de 6xido de hierro
superparamagnético (SPION), ciertos poli(beta-amino ésteres) (pBAE) y un
polinucleétido, potencia la eficiencia de transfeccion de células, promueve la
endocitosis de particulas para la administracion del polinucleétido diana y facilitan la
rapida y considerable separacion de células que contienen particulas por la aplicacion
de un campo magnético fuerte. Una ventaja adicional de la nanoparticula es que
también puede usarse como contraste de resonancia magnética para la imagen por
resonancia magnética y seguimiento de células marcadas, cuando dichas células se

usan para investigacion clinica o de animales vivos.

Asi, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a una nanoparticula
multicomponente que tiene dimensiones de particula entre 1 y 1.000 nanémetros vy
comprende:

a) nanoparticulas de o6xido de hierro superparamagnético (SPION) que tienen
dimensiones de particula entre 20 y 100 nanémetros,

b) un polimero que es un poli (beta-amino éster) (pBAE) modificado en los
extremos con al menos un oligopéptido, dicho polimero tiene una masa molecular
entre 1.000 y 10.000 Da y

c) un polinucledtido,

en la que la relacion de peso entre el polimero y el polinucleétido es entre 25:1 y 200:1
y la relacion de peso entre el polimero y SPION es entre 200:1 y 700:1.

La masa molecular de los polimeros se determind en un sistema Hewlett-Packard
1050 Series HPLC equipado con dos columnas GPC Ultrastyragel, 103 y 104 A (5 ym
mezclados, 300 mm X 19 mm, Waters Millipore Corporation, Milford, MA, EE.UU) y
THF como fase mévil. La masa molecular se calculé comparando con los tiempos de
retencién de patrones de poliestireno (Segovia, N., Dosta, P., Cascante, A., Ramos,

V., Borrés, S., Oligopeptide-terminated poly(B-amino ester)s for highly efficient gene
3
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delivery and intracellular localization, Acta Biomaterialia (2014), 10(5):2147-58).

En una realizacion preferida de la invencion, la nanoparticula multicomponente tiene
dimensiones de particula entre 50 y 500 nm, mas preferentemente 100 y 400 nm,
incluso mas preferentemente entre 140 y 250 nm.

En una realizacién preferida de la invencion, el poli(beta-amino éster) modificado en
los extremos con al menos un oligopéptido tiene una masa molecular entre 2.000 y
3.000 Da.

En una realizacién preferida de la invencion, la relacion de peso entre el polimero y el

polinucleétido es entre 50:1 y 100:1.

En una realizacion preferida de la invencion, la relacion de peso entre el polimero y
SPION es 300:1.

Las nanoparticulas multicomponente de la invencibn que comprenden los
componentes anteriormente mencionados pueden tener dos estructuras diferentes:

- Una estructura, llamada “tipo M”, que comprende un nucleo de nanoparticulas
de 6xido de hierro superparamagnético (SPION), una primera capa de polimero que
encapsula el nucleo, una capa de polinucleétido y una segunda capa de polimero, en
la que la capa de polinucleétido esta entre las capas de polimero. Las nanoparticulas
multicomponente de tipo M consisten en 4 capas: un nucleo formado por SPION; una
capa de polimero que encapsula el nucleo; una capa de polinucleétido y otra capa de
polimero para garantizar la encapsulacién del ADN.

- Una estructura, llamada “tipo S”, en la que el polinucleétido esta encapsulado
por una capa que comprende el polimero y las nanoparticulas de 6xido de hierro
superparamagnético (SPION).

En ambas estructuras (“tipo M” y “tipo S”), el polimero interacciona electrostaticamente
con el polinucleétido y con nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético
(SPION).

Los pBAE de las nanoparticulas de la presente invencién muestran masa molecular
mas baja, interaccionan electrostaticamente con el material genético y no se unen
covalentemente a SPION.
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En una realizacion preferida de la presente invencion, el poli(beta-amino éster) esta
modificado con al menos un oligopéptido, en el que el oligopéptido comprende
preferentemente al menos un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en
arginina, histidina, lisina, acido aspartico y acido glutamico.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el poli(beta-amino éster) esta
modificado con al menos un oligopéptido que comprende tres aminoacidos iguales,
mas preferentemente el aminoacido esta seleccionado del grupo que consiste en
arginina, histidina, lisina, acido aspartico y acido glutamico.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el poli (beta-amino éster)

modificado en los extremos con al menos un oligopéptido tiene la formula:

R

OH
o 0 0 H o o 3 o NH3 R A
HoN =N” ?—-N 'J'V H /H
2 J}-H H)} 4 SWO DJ"\/\N'\JJ'O DWS‘)}'—H{’N%N%NH:
R 7] R B 0 n o 0 0 0

o]

en la que n oscila de 4 a 14, preferentemente de 5 a 8.
y R es un grupo seleccionado de:

MNH M 71?\
HoN ’U“N % HN P QJN ]/
H ] .
H

HD\H/'E{ 0

O ¢ HOJ‘I\-/‘I‘1

En una realizacion preferida de la presente invencion, el polinucledtido esta
seleccionado del grupo que consiste en ADN y ARN. Mas preferentemente, el
polinucleétido es un plasmido de ADN. EIl polinucleétido también puede ser ARNm,
ARNip y miARN.

El método de preparacion de una nanoparticula multicomponente “tipo S” de la
invencion incluye las siguientes etapas:

a) preparacion del poli(beta-amino éster) modificado en los extremos con al menos un
oligopéptido,

b) poner en contacto el poli (beta-amino éster) modificado en los extremos con al
menos un oligopéptido obtenido en la etapa a) con una solucion del polinucledtido e

incubar la mezcla durante un tiempo entre 15 y 30 minutos, donde la relacién en peso
5
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entre el polimero y el polinucleétido en la solucidon que va a incubarse es entre 25:1 y
200:1,

c) se afiade una solucibn acuosa de nanoparticulas de oOxido de hierro
superparamagnético (SPION) a la solucién obtenida en la etapa (b) , donde la relacion
de peso entre el polimero y SPION en la solucién resultante es entre 200:1 y 700:1,

d) una etapa final opcional es la purificacién de las nanoparticulas obtenidas mediante
liofilizacion.

Opcionalmente, si no se realiza la etapa d), la solucién de nanoparticulas se diluye en
DMEM sin suero (4,5 g de glucosa/ml sin glutamina, pH = 7,2) antes de cada
transfeccion o en PBS (1X, pH = 7,4) antes de su analisis de DLS (dispersién de luz

dinamica).

La solucion en la etapa b) es preferentemente tampdén acetato sodico, mas
preferentemente es tampon acetato soédico 25 mM.

La incubacioén en la etapa b) se lleva a cabo en un intervalo de temperatura entre 20 y
40 °C, preferentemente a 37 °C.

El método de preparacion de una nanoparticula multicomponente “tipo M” de la
invencion incluye las siguientes etapas:

a) preparacion del poli(beta-amino éster) modificado en los extremos con al menos un
oligopéptido,

b) poner en contacto una solucion de nanoparticulas de o6xido de hierro
superparamagnético (SPION) con una primera porcién del poli(beta-amino éster)
modificado en los extremos con al menos un oligopéptido obtenido en la etapa a),

c) se afade una solucion del polinucleétido a la solucion obtenida en la etapa b) y la
mezcla formada se incuba durante un tiempo entre 15 y 30 minutos,

d) se afiade una segunda porcion de la misma cantidad que la primera porcion del poli
(beta-amino éster) modificado en los extremos con al menos un oligopéptido obtenido
en la etapa a) a la mezcla obtenida en la etapa c),

e) una etapa final opcional es la purificacion de las nanoparticulas obtenidas mediante

liofilizacion.

Opcionalmente, si no se realiza la etapa e), la solucién de nanoparticulas se diluye en
DMEM sin suero (4,5 g de glucosa/ml sin glutamina, pH = 7,2) antes de cada

transfeccion o en PBS (1X, pH = 7,4) antes de su analisis de DLS.
6
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La incubacion en la etapa c) se lleva a cabo en un intervalo de temperatura entre 20 y
40 °C, mas preferentemente a 37 °C.

Cuando se aislan y purifican nanoparticulas (etapa e)), pueden disolverse en
diferentes tampones acuosos, preferentemente PBS, tampdn acetato sédico o DMEM.

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere a una composicién que
incluye las nanoparticulas multicomponente descritas en el primer aspecto de la

invencion.

Preferentemente, la composicion comprende las nanoparticulas de la invencién y un
tampdn seleccionado de PBS (solucién salina tamponada con fosfato), tampdn acetato
sédico o DMEM (medio esencial minimo de Eagle).

Un tercer aspecto de la presente invencién se refiere a una célula que comprende una
nanoparticula multicomponente como se define en el primer aspecto de la presente

invencion. Preferentemente, la célula es eucariota.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a una nanoparticula
multicomponente como se define en el como se define en el primer aspecto de la
presente invencion para su uso en medicina. Mas preferentemente, en la transfeccion

de células.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere al uso de las nanoparticulas
multicomponente de la presente invencion para la transfeccion de células,

preferentemente para la transfeccién de células en células eucariotas.

La combinacion de nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético (SPION), un
polimero, que es un poli (beta-amino éster) modificado en los extremos con al menos
un oligopéptido y que tiene una masa molecular de entre 1.000 y 10.000 Da, mas
preferentemente entre 2.000 y 3.000 Da, potencia la eficiencia de captacion vy
transfeccion celular. En la presente invencion, se ha demostrado la influencia positiva
de estas nanoparticulas magnéticas (SPION) sobre la eficiencia de transfeccion en
diferentes lineas celulares cuando se combinan de formas especificas con un sistema

de administracion génica bien establecido.
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Ademas, la transfeccidon de células usando las nanoparticulas multicomponente de la
presente invencion permite detectar las células o tejidos por imagen por resonancia
magnética. Células o tejidos de interés se ponen en contacto con una nanoparticula de
la invencion y se mide el nivel de unién de la nanoparticula.

Los polimeros (pBAE) de las nanoparticulas multicomponente de la presente invencién
tienen grupos biodegradables capaces de mejorar la administracion de polinucleotidos
a células y han mostrado alta eficacia de transfeccion y reducida citotoxicidad in vitro
en comparacion con los polimeros usados en el estado de la técnica para el mismo fin

y agentes de transfeccion comerciales.

Las nanoparticulas multicomponente de la presente invencion son biocompatibles y
suficientemente resistentes a su entorno de uso tal que una cantidad suficiente de las
nanoparticulas sigue sustancialmente intacta después de la entrada en el cuerpo del
mamifero de manera que son capaces de alcanzar la diana deseada y lograr el efecto
fisiolégico deseado.

En el presente documento, el término “nanoparticula” se refiere a una particula con
dimensiones, o diametro esférico equivalente, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 1000 nm, preferentemente entre 50 y 500 nm, aunque las
nanoparticulas no necesitan ser de forma esférica. Como se usa en el presente
documento, el término “diametro eficaz” se refiere al diametro de nanoparticula

promedio de nanoparticulas aproximadamente esféricas.

El diametro medio de las nanoparticulas de la presente invencion puede ser
determinado por métodos conocidos en la técnica, preferentemente por dispersion de
luz dinamica. En particular, la invencién se refiere a nanoparticulas que son particulas
sélidas con un didmetro de aproximadamente 1 a aproximadamente 1000 nm cuando
se analizan por dispersion de luz dinamica a un angulo de dispersién de 90° y a una
temperatura de 25 °C, usando una muestra apropiadamente diluida con agua filtrada y
un instrumento adecuado tal como los instrumentos Zetasizer™ de Malvern
Instruments (RU) segun el método de prueba estandar ISO 22412:2008 (método de
cumulantes A.1.3.2). Donde una particula se dice que tienen un diametro de x nm,
generalmente sera una distribucion de particulas alrededor de esta media, pero al
menos el 50 % en numero (por ejemplo >60 %, >70 %, >80 %, >90 %, o mas) de las
particulas tendra un diametro dentro del intervalo x + 20 %.

8



10

15

20

25

30

35

ES 2 732 762 Al

El término “dimensiones” se refiere especialmente a uno o mas de longitud, anchura y
diametro, dependiente de la forma de las nanoparticulas.

El término “transfeccidon”, como se usa en el presente documento, se refiere a la
introduccion de material genético externo en la célula usando plasmidos, vectores
virales (el término transduccién también se usa en este caso) u otras herramientas de
transferencia. Para métodos no virales, el término transfeccién se usa generalmente
para referirse a células de mamifero eucariotas.

El término “polinucledtido”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
secuencia de nucledtidos covalentemente unida (es decir, ribonucleétidos para ARN y
desoxirribonucledtidos para ADN) en la que la posicion 3' de la pentosa de un
nucleodtido esta unida por un grupo fosfodiéster a la posicion 5’ de la pentosa del
siguiente, incluyen secuencias de cualquier forma de acido nucleico, que incluyen,
pero no se limitan a, ARN y ADN. El término “polinucleétido” incluye, sin limitacion,
polinucleétido mono y bicatenario.

Segun la presente invencion, un “oligopéptido” comprende una cadena de al menos
tres aminoacidos unidos juntos por enlaces peptidicos. Tales péptidos contienen
preferentemente solo aminoacidos naturales, aunque alternativamente pueden
emplearse aminoacidos no naturales (es decir, compuestos que no se producen en la
naturaleza pero que pueden incorporarse en una cadena de polipéptidos) y/o analogos
de aminoacidos como son conocidos en la técnica. Por tanto, uno o mas de los
aminoacidos en tales péptidos puede modificarse, por ejemplo, mediante la adicién de
una entidad quimica tal como un grupo hidrato de carbono, un grupo fosfato, un grupo
farnesilo, un grupo isofarnesilo, un grupo acido graso, o un conector para conjugacion,
funcionalizacion, u otra modificacion, etc. Los oligopéptidos en los polimeros de la
presente invencion normalmente comprenden de 3 a 20 restos de aminoacidos, mas
preferentemente de 3 a 10 restos de aminoacidos, mas preferentemente de 3 a 6
restos de aminoacidos. Alternativamente, los oligopéptidos en los polimeros de la
presente invencion pueden comprender de 4 a 20 restos de aminoacidos, mas
preferentemente de 4 a 10 restos de aminoacidos, mas preferentemente de 4 a 6

restos de aminoacidos.

En el presente documento, el término “biocompatible” describe una sustancia que
puede insertarse o inyectarse en un sujeto vivo sin causar una respuesta adversa. Por

ejemplo, no produce inflamacién o rechazo agudo por el sistema inmunitario que no
9
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pueda ser adecuadamente controlado. Se reconocera que “biocompatible” es un
término relativo, y cabe esperar cierto grado de respuesta inmunitaria incluso para
sustancias que son altamente compatibles con el tejido vivo. Un prueba in vitro para
evaluar la biocompatibilidad de una sustancia es exponerla a las células; sustancias
biocompatibles normalmente no produciran muerte celular significativa (por ejemplo,
>20 %) a concentraciones moderadas (por ejemplo, 29 g/10* células).

En el presente documento, el término 'biodegradable’ describe un polimero que se
degrada en un entorno fisioldgico para formar mondmeros y/u otros restos no
poliméricos que pueden ser reutilizados por las células o desechados sin efecto tdxico
significativo. La degradacién puede ser bioldgica, por ejemplo, por actividad enzimatica
0 maquinaria celular, o puede ser quimica, normalmente un proceso quimico que tiene
lugar en condiciones fisioldgicas. La degradacion de un polimero puede producirse a
velocidades variables, con una semivida en el orden de dias, semanas, meses, 0O
afos, dependiendo del polimero o copolimero usado. Los componentes
preferentemente no inducen inflamacién u otros efectos adversos in vivo. En ciertas
realizaciones preferidas, las reacciones quimicas basadas en la descomposicién de
los compuestos biodegradables estan sin catalizar.

El término “ARNmM”, como se usa en el presente documento, representa acido
ribonucleico mensajero y se refiere a una forma de ARN, transcrita de una unica
cadena de ADN que lleva informacion genética requerida para la sintesis de proteinas
de ADN a los ribosomas. EI ARNip se llama ARN interferente pequefio, ARN
interferente corto o ARN de silenciamiento y es una clase de moléculas de ARN
bicatenario que operan dentro de la via de interferencia por ARN. El término “miARN”
significa micro ARN y define una clase de moléculas de ARN no codificantes pequefias
que existen de forma natural que son parcialmente complementarias a uno o mas ARN
mensajero (ARNm) y cuya funcion principal es regular por disminucion la expresion

geénica en una variedad de maneras.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados
en el presente documento tienen el mismo significado que comunmente es entendido
por un experto habitual en la técnica a la que pertenece la presente invenciéon. Pueden
usarse métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en el
presente documento en la practica de la presente invencién. En toda la descripcién y
reivindicaciones, la palabra “comprende” y sus variaciones no pretenden excluir otras

caracteristicas técnicas, aditivos, componentes, o etapas. Objetos, ventajas y
10
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caracteristicas adicionales de la invencion seran evidentes para aquellos expertos en
la materia tras el examen de la descripcién o pueden ser aprendidos por la practica de
la invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustraciéon
y no pretenden ser limitantes de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1. Comparacion de las eficiencias de transfeccion en células Cos-7: se incubaron
células Cos-7 con nanoparticulas que contienen SPION C32-CR3:pGFP (50:1) de tipo
S y My tras 2 dias se analizaron por FACS (citometria de flujo activada por
fluorescencia) para determinar la fraccion de células positivas indicadoras. (NP) Las
barras blancas ilustran valores para control sin SPION (solo pBAE + pADN), (C+)
células tratadas con Lipofectamine® y (C-) células sin tratar. Los valores 0,5, 2,5y 5
se refieren a la concentracion de SPION en las nanoparticulas multicomponente (en

pg/ml).

FIG. 2. Comparacion de las eficiencias de transfeccion en células U87: se incubaron
células U87 con nanoparticulas que contienen SPION C32-CR3:pGFP (50:1) de tipo S
y M como se ha descrito y tras 2 dias se analizaron por FACS para determinar la
fraccion de células positivas indicadoras. (NP) Las barras blancas ilustran valores para
control sin SPION, (C+) células tratadas con Lipofectamine® y (C-) células sin tratar.
Los valores 0,5, 2,5 y 5 se refieren a la concentracion de SPION en las nanoparticulas
multicomponente (en pg/ml).

FIG. 3. Comparacion de la eficiencia de transfeccion en células HelLa: se incubaron
células HelLa con nanoparticulas que contienen SPION C32-CR3:pGFP (50:1) de tipo
S y M como se ha descrito y tras 2 dias se analizaron por FACS para determinar la
fraccion de células positivas indicadoras. (NP) Las barras blancas ilustran valores para
control sin SPION, (C+) células tratadas con Lipofectamine® y (C-) células sin tratar.
Los valores 0,5, 2,5 y 5 se refieren a la concentracion de SPION en las nanoparticulas

multicomponente (en pg/ml).

FIG. 4. Clasificaciéon magnética de células HelLa tratadas con nanoparticulas de tipo S
y de tipo M. Después del analisis FACS, las diferentes fracciones de cada muestra se
representan en términos de porcentaje en peso del total. Los valores son la media +
EEM de experimentos llevados a cabo por triplicado. (NP) control sin SPION, (C+)

células tratadas con Lipofectamine® y (C-) células sin tratar. Las cuatro categorias
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representadas son las siguientes: (a) células que expresan GFP y magnéticamente
marcadas (GFP+SP+); (b) células que expresan GFP pero no magnéticamente
marcadas (GFP+SP-); (c) células que no expresan GFP pero magnéticamente
marcadas (GFP-SP+); y (d) células que ni expresan GFP ni son magnéticas (GFP-SP-

FIG. 5. Muestra esquematicamente el proceso de clasificacion magnética de células.

FIG. 6. Los espectros de RMN 'H del polimero pBAE C32 sintetizado en el Ejemplo
1.1.

FIG. 7. Los espectros de RMN 'H del polimero pBAE C6 sintetizado en el Ejemplo 1.1.

FIG. 8. Los espectros de RMN 'H de pBAE modificados en los extremos con
oligopéptido: pBAE C32-CR3 o C6-CR3 sintetizados en el Ejemplo 1.2.

FIG. 9. Los espectros de RMN 'H de pBAE modificados en los extremos con
oligopéptido: pBAE C6-CR3 sintetizado en el Ejemplo 1.1.

FIG. 10. Representacion esquematica de las nanoparticulas de “tipo M” y “tipo S” de la
presente invencion. Se representan los tres componentes: nanoparticulas de 6xido de
hierro superparamagnético (SPION), el poli(beta-amino éster) modificado en los
extremos con al menos un oligopéptido y que tiene una masa molecular entre 1.000 y
10.000 Da (pBAE) y el polinucleétido (pADN).

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos describen el procedimiento para la fabricacion de

nanoparticulas multicomponente, transfeccion y separaciéon magnética de células.

Materiales y reactivos

Para la preparacion de nanoparticulas:

- pBAE modificados con oligopéptidos
- SPION

- Solucién de pGFP ADN

- Tampdn acetato sédico 25 mM

Para el cultivo y transfeccion celular:
12
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- Células Cos-7, U87 y HelLa

- DMEM (D5671 Sigma Aldrich)

- Suero bovino fetal

- Solucién de penicilina / estreptomicina 100X (N.° L0022, Biowest)
- L-Glutamina 100X (N.° X0550, Biowest)

- Solucién salina tamponada con fosfato estéril (PBS) 1X

- Lipofectamine ®3000 (Invitrogen de Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific)

- Tripsina-EDTA

- Paraformaldehido filtrado (PFA, 0,22 um, 2 % en PBS)

Para la separacion magnética de células:

- Columnas MS (Miltenyi Biotec)

- Solucién salina tamponada con fosfato estéril (PBS) 1X

Ejiemplo 1: Formacién de nanoparticulas multicomponente

1.1.  Sintesis de pBAE: pBAE C32y C6.

Se sintetizé el polimero pBAE C32 siguiendo un procedimiento de dos etapas. Se
anadio un exceso de diacrilato de 1,4-butanodiol, denominado C (2 g, 10,1 mmoles), al
reactivo limitante 5-amino-1-pentanol, el llamado 32 (0,86 g, 8,4 mmoles), y los dos
reactivos se polimerizaron a 90 °C en una atmosfera inerte de N, y con agitacion
magnética durante 12 h. La polimerizacion consiste en una reaccion de adicion de
aminas primarias a diacrilatos (una relacion molar 1:1,2). Entonces, se disolvieron
5 mg de pBAE sintetizado en 1 ml de cloroformo deuterado (CHCI;), y la muestra
resultante se analizé por 'H-RMN (resonancia magnética nuclear de protones) para
confirmar la estructura del polimero. Los espectros de RMN se registraron en un 400
MHz Varian (Varian NMR Instruments, Clarendon Hills, IL). (véase la FIG. 7)

Se sintetizé el polimero pBAE C6 por polimerizacion de diacrilato de 1,4-butanodiol (2
g, 10,1 mmoles), 5-amino-1-pentanol (0,43 g, 4,2 mmoles) y 1-hexilamina (0,42 g,
4,2 mmoles) en una atmosfera inerte de N, y con agitacion magnética durante 12 h
(una relacién molar 1,2:0,5:0,5). Entonces, se disolvieron 5 mg de pBAE sintetizado en
1 ml de cloroformo deuterado (CHCIs), y la muestra resultante se analizé por "H-RMN
para confirmar la estructura del polimero (véase la FIG. 8).

1.2. Sintesis de pBAE modificados en los extremos con oligopéptidos: pBAE C32-CR3
13
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o0 C6-CR3 (pBAE modificados en los extremos con tri-arginina terminada con tiol).

Se obtuvieron pBAE modificados en los extremos con tri-arginina C32-CR3 o C6-CR3,
por modificacién terminal del polimero C32/C6 terminado en acrilato con oligopéptido
de tri-arginina terminado en tiol (una relacion molar 1:2,5). Se anadié una soluciéon de 2
ml de pBAE C32/C6 (0,1 g, 0,046 mmoles) en DMSO a una disolucién de 2 ml de Cys-
Arg-Arg-Arg-CONH,-HCI (CR3, 0,085 g, 0,11 mmoles) en DMSO. La mezcla se agitd
durante la noche a temperatura ambiente. El polimero C32-CR3 o C6-CR3 modificado
en los extremos se obtuvo mediante precipitacion en una mezcla 70:30 v/v de dietil
éter y acetona. Entonces, se disolvieron 5 mg de pBAE modificado en 1 ml de metanol
deuterado, y la muestra resultante se analizd por 'H-RMN para confirmar la
modificacion terminal de los extremos de acrilato de C32/C6 (véanse las FIG. 9y 10).

1.3. Sintesis de nanoparticulas de ADN (pGFP)/pBAE convencionales

Se emplearon nanoparticulas de ADN/pBAE convencionales como controles en la
mayoria de los experimentos de transfeccion de este trabajo. Para formar tales
poliplejos, se emplearon pBAE C32 y C6 modificados con oligopéptido. Las relaciones
entre pBAE C32 y C6 y pADN ya han sido estudiadas (datos del grupo todavia no
publicados). Brevemente, se demostré que C32-CR3 encapsulaba eficientemente
pGFP a una relaciéon 50:1 (polimero:ADN) p/p, mientras que C6-CR3 lo hizo a una
relacion 25:1 p/p.

Se diluyeron disoluciones madre de pBAE en DMSO en tampdn acetato sddico (25
mM, pH 5,5) a concentraciones apropiadas para obtener las relaciones de
polimero/ADN (p/p) deseadas. Se anadioé una solucion de plasmido pGFP (50 pl a 0,06
Mg/ul en acetato tampon) a una solucién de pBAE apropiadamente diluida (50 pl en
tampdn acetato). La solucion final se mezclé usando una pipeta y se incub6 a 37 °C
durante 30 min.

Las nanoparticulas se precipitaron en medio Eagle modificado por Dulbecco sin suero
(DMEM, 4,5 g de glucosa/ml sin glutamina, pH = 7,2) antes de cada transfeccion o en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS, 1X, pH = 7,4) antes de su analisis de
DLS.

1.4. Sintesis de nanoparticulas de ADN/pBAE/SPION

1.4.1 Sintesis de 50 ul de nanoparticulas que contienen SPION C32-CR3:pGFP (50:1)
14
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de “tipo S” a 5 yg de SPION/ml

Se cargd un tubo Eppendorf con 25 ul de solucién de pGFP ADN de en tampdn
acetato sédico 25 mM para conseguir una concentracion de 3x10? pg de ADN/pl. Se
cargo otro tubo Eppendorf con 0,75 pl de C32-CR3 a 100 mg/ml diluido en tampdn
acetato sodico 25 mM; 25 ul de volumen final. EI Eppendorf que contenia la solucion
de ADN se homogeneizdé con una micropipeta y su contenido completo (25 ul) se
afadioé al Eppendorf que contenia el polimero, que acabada de ser agitado con vortex
durante 10 segundos. La mezcla se incub6é a 37 °C durante 30 min. Entonces, la
mezcla de nanoparticulas se diluyé 10 veces con DMEM y se anadié el volumen
necesario de SPION con el fin de tener una concentracion final de 5 uyg de SPION/m.

1.4.2 Sintesis de 50 ul de nanoparticulas que contienen SPION C32-CR3:pGFP (50:1)
de “tipo S” a 5 ug de SPION/ml

La sintesis de 50 pl de nanoparticulas que contienen SPION C32-CR3:pGFP (50:1) de
tipo M a 5 ug de SPION/mI se realiza secuencialmente. Primero, se recubren SPION
con la mitad del volumen total de polimero requerido para sintetizar un lote de tipo S
equivalente de nanoparticulas (12,5 pl). Entonces, se afiade la soluciéon de ADN (25 pl
de 3x102 ug de ADN/ul) y se incuba a 37 °C durante 30 min. Y finalmente se obtiene la
segunda capa de polimero mediante la adicion de los 12,5 ul restantes de pBAE sobre

la mezcla.

Ejemplo 2: Transfeccion de células (experimentos in vitro)

Se usaron diferentes lineas celulares en el presente trabajo, todas ellas obtenidas de
ATCC:

- Las células Cos-7 son fibroblastos derivados de tejido de riidn de mono verde
africano.

- Las células U-87 MG son células de glioblastoma primario humano con morfologia
epitelial. Esta linea celular se obtuvo de un paciente con cancer de 44 anos de edad
de etapa IV.

- Las células HelLa derivan de un cancer de cuello uterino tomadas de una paciente de

31 afios de edad.

Todas las lineas celulares se descongelaron y se cultivaron en placas de cultivo

celular. Los medios de cultivo de estas 3 lineas celulares fueron DMEM (4,5 g de
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glucosa/ml sin glutamina, pH = 7,2) complementado con 10 % de suero bovino fetal
(FBS, Hyclone, Utah EE.UU.), 1% de mezcla de penicilina/estreptomicina y el
aminoacido glutamina. Las células se cultivaron en estufas de incubacion a 37 °C con
5 % de atmodsfera de CO, durante los pases sucesivos, la mayoria de las veces a la
relacion 1:5 cada 2 o 3 dias. Dependiendo del experimento, las células se cultivaron
en placas de 6, 12, 24 o 96 pocillos, siendo estas ultimas una de las mas
frecuentemente usadas. Los pases de células de mantenimiento se hicieron en placas
de cultivo celular de poliestireno de 100 x 20 mm (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EE.UU.).

Transfeccion de células

Para una placa de 96 pocillos, el procedimiento detallado de transfeccion fue del
siguiente modo. Se sembraron células en la placa a una concentracién de 4x10*
células/cm?. Las células sembradas se incubaron a 37 °C en 5 % de atmdsfera de CO,
durante 24 h antes de la transfeccion. Se prepararon nanoparticulas de pBAE/ADN
que contenian SPION como se ha descrito anteriormente usando pGFP. Se
nanoprecipitaron poliplejos (nanoparticulas que comprenden SPION y pBAE vy
cargadas con material genético) y se diluyeron en DMEM sin suero a una
concentracion final de 1,5 ug de pGFP/ml. Entonces, las células se lavaron con PBS y
se afadieron 200 pl de la solucion de nanoparticulas a cada pocillo a una
concentracion de pGFP final de 0,3 ug/pocillo. Las células se incubaron durante 2 h a
37°C en 5% de atmésfera de CO,. Posteriormente, se eliminé el medio de
transfeccion y se afiadido medio complementado fresco a las células. Veinticuatro horas
después, se observo la expresion de GFP por microscopia de fluorescencia y 48 h
después de la transfeccion, las células se incubaron durante 5 min con tripsina-EDTA
a 37 °C en 5 % de atmosfera de CO, y se fijaron con paraformaldehido previamente
filtrado (PFA, 0,22 um, 2 % en PBS). La expresion de GFP se cuantificd por citometria
de flujo (analizador de células BD LSRFortessa) y se compard contra un control
negativo de células sin tratar y un control positivo de Lipofectamine® 3000 (Invitrogen

de Life Technologies, Thermo Fisher Scientific).

Como un ejemplo, células Cos-7 tratadas con diferentes tipos de nanoparticulas que
contienen SPION muestran porcentajes mas altos de eficiencia de transfeccion cuando
se comparan con nanoparticulas sin estos componentes magnéticos (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.).
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Experimentos equivalentes usando células de glioma U-87 mostraron eficiencias de
transfeccion mas bajas, que ilustran las diferentes susceptibilidades de transfeccion de
los diferentes tipos de células. Sin embargo, la eficiencia de transfeccién de los
poliplejos basados en C32-CR3 en estas células estuvo significativamente potenciada
con respecto a los controles por la presencia de SPION a 5 pg/ml (Figura 2).

Se proporciond una ilustracion adicional de la eficiencia de transfeccion dependiente
de células por los intentos de los presentes inventores para transfectar células HelLa
con el sistema mejorado de los presentes inventores. La Figura 3 muestra que la
eficiencia de transfeccién de poliplejos de C32-CR3 aumentd sorprendentemente
cuando se anadieron 2,5 0 5 ug de SPION/ml a las S-nanoparticulas o cuando se
anadieron 5 pg de SPION/ml a M-nanoparticulas. A la concentracion de SPION mas
alta, S y M mostraron la misma eficiencia de transfeccién. Sin embargo, a las
concentraciones mas bajas, las S-nanoparticulas produjeron un nivel de transfeccion

mas alto.

Ejemplo 3: Separacion magnética de células transfectadas

Columnas MS (Miltenyi Biotec S.L., Bergisch Gladbach, Alemania) comprenden una
matriz de esferas ferromagnéticas cubiertas con un recubrimiento apto para las células
para permitir la rapida y suave separacion de células. Cuando se ponen en un campo
magnético, las esferas amplifican el campo magnético 10° veces, induciendo asi un
alto gradiente dentro de la columna. El espacio entre las esferas es varias veces
mayor que el primario y la mayoria de las células cultivadas permiten el flujo libre de
células a través de la columna. Células magnéticamente marcadas se mantienen en
suspension dentro de la columna y en realidad no “se unen” a la matriz de la columna.
Esta suspension minimiza el estrés sobre las células y permite el eficiente lavado
estéril que evita la agregacion de células. Pueden usarse columnas MS para separar
material inferior a 30 ym de tamano y se empaquetan individualmente de una forma

estéril.

Después de la transfeccion con nanoparticulas de tipo S y M que contienen SPION, se
tripsinaron células Cos-7 o Hela y se fijaron. Entonces se clasificaron usando
columnas MS (Miltenyi Biotec). Para estos experimentos de clasificacion, se
emplearon placas de células mas grandes (normalmente placas de 24 pocillos). Para
cada muestra, se us6 una columna nueva. En primer lugar, la columna se puso en

contacto directo con imanes fuertes y se equilibré cargando 1 ml de PBS previamente
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filtrado. La muestra se cargd entonces y la fraccién eluida (células no magnéticas) se
recogio en un tubo Falcon. Entonces se retiré el iman, la columna se puso en otro tubo
Falcon y la fraccion retenida (células magnéticas) se eluyé afiadiendo 2 ml de PBS y
presionando el émbolo. Asi, se obtuvieron dos fracciones de cada muestra clasificada.

Aparte de las muestras clasificadas, también se prepararon duplicados que no se
clasificaron. Entonces, estas muestras no clasificadas junto con las fracciones
magnéticas y no magnéticas de cada muestra clasificada se centrifugaron a 1000 rpm
durante 5 min. El sobrenadante se desechdé hasta que solo se dejaron 200 pl de medio
o PBS vy se resuspendi6é el sedimento. Este volumen se dispuso en una placa de 96
pocillos y la placa se analizé por FACS (citometria de flujo activada por fluorescencia)
en términos de expresion de GFP y numero de células. De esta forma, se pudo
determinar qué fraccion de células estaba magnéticamente marcada y qué porcentaje
de esta fraccion fue eficazmente transfectado. En otras palabras, se fue capaz de
determinar si los SPION y los complejos de ADN/pBAE entraron juntos en las células o

no.

La Figura 5 representa esquematicamente el proceso de clasificacion magnética de
células.

En la Figura 4 se muestra el porcentaje de cada fraccion de células obtenida después
de la separacién magnética y posterior procedimiento de FACS. En este caso, se
trataron células HelLa con nanoparticulas donde los pBAE (C6) y las particulas
magnéticas se acoplaron por interacciones electrostaticas. La fraccion de células
magnéticas que también expresa GFP representd casi el 80 % en el caso de las
células tratadas con S-nanoparticulas. En el caso de las células tratadas con M-
nanoparticulas, aproximadamente el 60 % de las células fueron magnéticas y verde

fluorescentes (han ocurrido tanto la transfeccion como el marcado magnético).
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REIVINDICACIONES

1. Nanoparticula multicomponente caracterizada por que tiene dimensiones de
particula entre 1 y 1.000 nanémetros y comprende:

a) nanoparticulas de o6xido de hierro superparamagnético (SPION) que tienen
dimensiones de particula entre 20 y 100 nanémetros,

b) un polimero que es un poli (beta-amino éster) (pBAE) modificado en los
extremos con al menos un oligopéptido, dicho polimero tiene una masa molecular
entrel.000 y 10.000 Day

c) un polinucleétido,

donde la relacion en peso entre el polimero y el polinucleétido es entre 25:1 y 200:1 y
la relacion en peso entre el polimero y SPIONs es entre 200:1y 700:1.

2. Nanoparticula multicomponente segun la reivindicacion 1, en la que las
dimensiones de particula son entre 50 y 500 nm.

3. Nanoparticula multicomponente segun cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que el poli(beta-amino éster) modificado en los extremos con al menos
un oligopéptido tiene una masa molecular entre 2.000 y 3.000 Da.

4. Nanoparticula multicomponente segun cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que la relacion entre el polimero y el polinucleétido es entre 50:1 y
100:1.

5. Nanoparticula multicomponente segun cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que el oligopéptido en el polimero comprende preferentemente al menos
un aminoé&cido seleccionado del grupo que consiste en arginina, histidina, lisina, acido
aspartico y acido glutamico.

6. Nanoparticula multicomponente segln cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que el poli(beta-amino éster) estd modificado con al menos un

oligopéptido que comprende tres aminoacidos iguales.

7. Nanoparticula multicomponente segln cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que el poli(beta-amino éster) tiene la formula:
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8. Nanoparticula multicomponente segun cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que el polinucle6tido es ADN.
9. Nanoparticula multicomponente segun cualquiera de las reivindicaciones

previas, en la que el polinucleétido es un plasmido de ADN.

10. Nanoparticula multicomponente segln cualquiera de las reivindicaciones
previas, en la que comprende un nicleo de 6xido de hierro superparamagnético, una
primera capa de polimero que encapsula el nicleo; una capa de polinucleétido y una
segunda capa de polimero, en la que la capa de polinucledtido esta entre las capas de
polimero.

11. Nanoparticula multicomponente segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
en la que el polinucledtido esta encapsulado por una capa que comprende el polimero
y las nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético (SPION).

12. Nanoparticula multicomponente como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 para su uso en medicina.

13. Nanoparticula multicomponente segun la reivindicacién 12 para la transfeccion
de células.

14. Composicién que comprende nanoparticula multicomponente como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13.
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15. Célula que comprende una nanoparticula multicomponente como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

16. Uso de la nanoparticula multicomponente como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 para la transfeccién de células.
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