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DESCRIPCION
Esta invencion se refiere a compuestos tensioactivos unidos a éster recién identificados, al uso

de dichos compuestos y a su produccion. La invencién también se refiere al uso de los compuestos
tensioactivos unidos a éster para facilitar la transferencia de compuestos a células para el suministro de
farmacos. Los compuestos con propiedades relacionadas con las propiedades de los compuestos de la
invencion se denominan a menudo tensioactivos Gemini.

Los tensioactivos son sustancias que afectan de forma notable a las propiedades superficiales
de un liquido, incluso en bajas concentraciones. Por ejemplo, los tensioactivos reducirdn de forma
significativa la tensién superficial cuando se disuelven en agua o disoluciones acuosas y reduciran la
tension interfacial entre dos liquidos o entre un liquido y un soélido. Esta propiedad de las moléculas
tensioactivas se ha aprovechado en la industria, en particular en las industrias de detergentes y del
petréleo. En los afios 70 se describié una nueva clase de moléculas tensioactivas, caracterizadas por dos
cadenas hidréfobas con cabezas polares que estan unidas por un puente hidréfobo (Deinega,Y. et al.,
Kolloidn. Zh. 36, 649, 1974). Estas moléculas, que se han denominado "gemini" (Menger, F.M. y Littau,
C.A., J. Am. Chem. Soc. 113, 1451, 1991), tienen muchas propiedades deseables con respecto a sus
equivalentes monomeras. Por ejemplo, son muy eficaces en la reduccion de la tension interfacial entre
aceite y liquidos basados en agua, y tienen una concentracién micelar critica muy baja (Menger, F.M. y
Keiper, J.S., Angewandte. Chem. Int. Ed. Engl., 2000, 39, 1906).

Los tensioactivos catiénicos se han usado, entre otros, para la transfeccién de polinucleétidos
en células en cultivo, y existen ejemplos de dichos agentes disponibles en el comercio para los cientificos
relacionados con las tecnologias genéticas (por ejemplo, el reactivo Tix M50 para la transfeccion de
células eucariotas disponible en Promega Corp. WI, EE.UU.).

El suministro eficaz de ADN al interior de células in vivo, bien para terapia génica o para terapia
antisentido, ha sido un objetivo prioritario durante muchos afios. Se ha puesto mucha atencién en el uso
de virus como vehiculos de suministro, por ejemplo adenovirus para células epiteliales en el tracto
respiratorio con fines de terapia génica correctiva para la fibrosis quistica (CF). Sin embargo, a pesar de
algunas pruebas de transferencia génica satisfactoria en pacientes con CF, la via de adenovirus sigue
siendo problemética debido a efectos secundarios inflamatorios y una expresion transitoria limitada del
gen transferido. Se han investigado varios métodos alternativos para el suministro de genes in vivo,
incluyendo estudios que usan tensioactivos catidnicos. Gao, X. et al. Gene Ther. 2, 710-722, 1995,
demostraron la idoneidad de esta técnica con un gen humano normal para el regulador de conductancia
transmembrana en la CF (CFTR) en el epitelio respiratorio de ratones con CF usando lipidos catiénicos
portadores de amina. Este grupo realiz6 un seguimiento con un ensayo de terapia génica para CF
liposomal que, aunque solo con un éxito parcial, demostré la posibilidad de esta técnica en seres
humanos (Caplen, N.J. et al., Nature Medicine, 1, 39-46, 1995). Mas recientemente, otros grupos han
investigado el potencial de otros lipidos catiénicos para el suministro de genes (Miller, A, Angew. Int. Ed.
Engl., 37, 1768-1785, 1998), por ejemplo derivados de colesterol (Oudrhiri, N. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
94, 1651-1656, 1997). Este estudio limitado demostré la capacidad de estos compuestos basados en
colesterol para facilitar la transferencia de genes en células epiteliales tanto in vitro como in vivo,
apoyando de este modo la validez de esta técnica general.

Recientemente, se ha revisado el uso de vectores no viricos (lipidos cationicos) para la
transfeccion de genes, véase D. Niculescu-Duvaz, J. Heyes y C. J. Springer, Curr. Med. Chem., 2003, 10,
1233.

Estos estudios, y otros, muestran que en este nuevo campo de investigacion existe una continua
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necesidad de desarrollar nuevas moléculas tensioactivas de baja toxicidad para facilitar la transferencia
eficaz de polinucleétidos al interior de células tanto in vitro para la transfeccién en experimentacion
basada en células como in vivo para terapia génica y tratamientos antisentido. Se han hecho previamente
los tensioactivos Gemini basados en cisteina (documento W099/29712) o en espermina (documento
WO0OO00/77032) o diamina (documento WOO00/76954). Se encuentran otros ejemplos de tensioactivos
gemini en los documentos WO00/27795, W002/30957, W002/50100, W0O03/82809, GB0425555.0 y
GB0425556.8. El uso de tensioactivos Gemini como vectores polinucleétidos se ha revisado
recientemente (A.J. Kirby, P. Camilleri, J.B.F.N. Engberts, M.C. Feiters, R.J.M. Nolte, O. S6derman, M.
Bergsma, P.C. Bell, M. L. Fielden, C. L. Garcia Rodriguez, Philippe Guédat, A. Kremer, C. McGregor, C.
Perrin, G. Ronsin y M. C. P. van Eijk, Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 1448, véase también R. Zana y J.
Xia, Gemini Surfactants, Marcel Dekker, NY, 2004).

Una técnica recientemente desarrollada implica el uso de moléculas sintéticas de ARN
bicatenario interferente pequefio (si) para suprimir transitoriamente la funcién génica. Esta técnica de
ARN interferente (ARNiI), inventada originalmente a partir del trabajo en C.elegans (A. Fire, Trends
Genet., 1999, 15(9), 358), més tarde se desarroll6 de modo que se pudiera aplicar su uso a células de
mamifero (S. M. Elbashir, J. Harborth, W. Lendeckel, A. Yalcin, K. Weber, T. Tuschl, Nature, 2001, 411,
494). La capacidad para suministrar estas moléculas efectoras de ARNSsi en el sitio correcto de la
mayoria de una poblacion celular es una etapa clave en el uso eficaz de esta tecnologia. Una vez
localizada correctamente la cadena antisentido del diplex de ARN, se une a la regiébn complementaria
del ARN(m) mensajero al que va dirigido (que codifica la diana de interés), conduciendo a la hidrdlisis del
ARNmM y su posterior degradacion. Esta reduccion transitoria del ARNm conduce a una reduccién
transitoria de la expresion del gen diana. Se requiere un suministro muy eficaz y la localizacién correcta
para reducir la expresion del gen diana a niveles en los que se pueda elucidar la funcién de la diana.

Se conoce el uso de derivados de N,N-bis-dimetil-1,2-etanodiamina como vectores para el
suministro de genes (E. Fisicaro et. al. Biochimica et Biophysica Acta, 1722 (2005), 224 - 233)

La presente invencion busca mejorar las propiedades de los compuestos existentes.

La invencion se refiere a compuestos que tienen la estructura general de férmula (1):

Y Y

R,O T (CHZ);;—‘ N—(CH,),— *L — (CHZ)p _ﬂ—ORa
0 U ©

en la que Y, que pueden ser iguales o diferentes en cada caso, es un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en lisina, ornitina, acido diaminobutirico o &cido diaminopropionico, cuyo
aminoacido esta unido al N en la formula () mediante un enlace peptidico (amida) entre el N y el grupo
carboxi en el resto de aminoacido;

R:1 y Rz, que pueden ser iguales o diferentes, son una cadena de hidrocarburo lineal o
ramificada, saturada o insaturada, de 10 a 24 4tomos de carbono;

nesdelal0l;y

pesdelab;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacion preferida, la cadena de hidrocarburo lineal o ramificada, saturada o
insaturada, R1 0 R tiene 12 0 mas atomos de carbono, por ejemplo 14 o mas, por ejemplo 16 o mas
atomos de carbono. En una realizacién preferida adicional, la cadena de hidrocarburo lineal o ramificada,
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saturada o insaturada, Ry o R> de 10 a 24 4tomos de carbono, se selecciona de:

—(CH3)10CH3

—(CH3)12CH3

—(CH3)14CH3

—(CH>)16CH3

—(CH3)18CH3

—(CH3)20CH3

-(CH2)7CH=CH(CH;);CH3; mezcla natural

-(CH2)7CH=CH(CH;)sCH3; mezcla natural

-(CH);CH=CH(CH_)sCH3; Cis

-(CH2)7CH=CH(CH2)7CHjs Cis

—(CH2)7CH=CH(CH_)sCH3 Trans

—(CH2)7CH=CH(CH_)7;CH3 Trans

-(CH2)7CH=HCH,CH=CH(CH2)4CH3

—(CHz2)7(CH=CHCH_2)3CH3

—(CH2)3CH=CH(CH2CH=CH)3(CH2)4CHs

-(CH2)7CHCH(CH2)7CHjs

-CH>CH(CH3)[CH2CH>CH>CH(CH3)]sCH3

0 -(CH3)22CHs.

Lo més preferiblemente, la cadena de hidrocarburo se selecciona de (CH2)7CH=CH(CH2)7;CH3
mezcla natural, (CH2)7CH=CH(CH2)7CH3 Cis y (CH2)7CH=CH(CH_)7;CH3 Trans.

Preferiblemente n es de 3 a 6. Lo mas preferiblemente n es 4.

Preferiblemente p es de 1 a 4. Lo mas preferiblemente p es 2.

En una realizacién, un compuesto de la invencion es un compuesto tensioactivo llamado
"Gemini". Es decir, que el compuesto es simétrico en cuanto que cada Y es el mismo, y R1 y Rz son los
mismos. En el contexto de la presente invencion dichos compuestos se llaman "éster geminis".

En una realizacion més preferida, el éster gemini se selecciona del grupo que consiste en:

2 CN«)%%
N O,

’ o)
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Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar a partir de materiales de partida
disponibles facilmente usando quimica de sintesis bien conocida por los expertos en la técnica. La figura
1 muestra un esquema general para la sintesis de compuestos preferidos de la invencién en los que p =
2. Para compuestos en los que p = 1 o de 3 a 6, se pueden usar otros acidos dicarboxilicos (compuesto
intermedio 3 en la figura 1) como materiales de partida, usando técnicas bien conocidas en la materia,
por ejemplo, Jaine, N. et al.; Journal of Inorganic Biochemistry 1994, 53(2), 79-94 para cuando p = 1;
Reppe et al.; JLACBF; Justus Liebigs Ann. Chem.; 596; 1955; 1.215 para cuando p = 3 y Gautier;
Renault; Recl. Trav. Chim. Pays-Bas; 69; 1950; 421, 426 para cuando p = 4.

El experto en la técnica conoce diferentes estrategias alternativas, y se pueden disefiar
estrategias adecuadas para cualquier patron de sustitucion final particular deseado. Para patrones de
sustitucién asimétricos, puede ser necesaria la separacion fisica de productos o compuestos intermedios.
Los métodos de separacion adecuados, por ejemplo métodos cromatograficos, son conocidos para el
experto en la técnica.

Las sales de las moléculas de acuerdo con la invencion se pueden preparar por técnicas
convencionales.

Otro aspecto de la invencién se refiere a métodos para usar los compuestos tensioactivos
unidos a éster. Dichos usos incluyen usar los compuestos de la invencion para facilitar la transfeccién de
polinucledtidos en células en cultivo cuando se requiera dicha transferencia en, por ejemplo, estudios de
expresion génica y experimentos de control antisentido, entre otros. Los protocolos para preparar dichos
polinucleétidos y moléculas antisentido son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Sambrook et al.

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

Harbor, N.Y. (1989), Cohen, JS ed. Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression,

CRC Press, Boca Raton, FL (1989)). Los polinucleétidos se pueden mezclar con los compuestos,
afnadirse a las células e incubarse para permitir la captacién de los polinucleétidos. Después de una

incubacion adicional, las células se pueden ensayar para determinar el rasgo fenotipico proporcionado
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por el ADN transfectado, o se pueden determinar los niveles de ARNm expresados para dicho ADN por
transferencia Northern o usando procedimientos de cuantificacion basada en PCR, por ejemplo, el
método Taqman® (Perkin Elmer, Connecticut, USA). Los compuestos de la invencién ofrecen una mejora
significativa, normalmente de entre 3 y 6 veces, de la eficacia de la captacion celular de ADN en células
en cultivo, comparados con compuestos de la técnica anterior. En el protocolo de transfeccion, el
compuesto tensioactivo espermidina se puede usar en combinacién con uno o mas complementos para
aumentar la eficacia de la transfeccién. Tales complementos se pueden seleccionar de, por ejemplo:

(i) un vehiculo neutro, por ejemplo dioleil-fosfatidiletanolamina (DOPE) (Farhood, H., et al (1985)
Biochim. Biophys. Acta, 1235-1289);

(i) un reactivo complejante, por ejemplo el reactivo disponible comercialmente PLUS (Life
Technologies Inc. Maryland, EE.UU.) o péptidos, tales como péptidos polilisina o poliornitina o péptidos
gue comprenden fundamentalmente, pero no exclusivamente, aminoacidos basicos tales como lisina,
ornitina y/o arginina. La lista anterior no pretende ser exhaustiva y se comprendera que estan dentro del
alcance de la invencion otros suplementos que aumentan la eficacia de la transfeccion.

Otro aspecto mas de la invencion se refiere a procedimientos para efectuar el suministro de
compuestos farmacéuticos no basados en nucleétidos al interior de células in vitro usando los
compuestos de la invencion.

Las siguientes definiciones se proporcionan para facilitar la comprension de ciertos términos
usados con frecuencia en la presente memoria.

"Aminoécido” se refiere a iones dipolares (hibridos o zwiteriénicos) de la forma "HsNCH(R)CO,".
Estos se diferencian por la naturaleza del grupo R, y cuando R es diferente de hidrogeno también pueden
ser asimétricos, formando familias D y L. Existen 20 aminoacidos naturales en los que el grupo R puede
ser, por ejemplo, no polar (por ejemplo, alanina, leucina, fenilalanina) o polar (por ejemplo, acido
glutdmico, histidina, arginina y lisina). En el caso de aminoacidos no naturales, R puede ser cualquier
otro grupo que no se encuentre en los aminoacidos encontrados en la naturaleza.

"Polinucledtido” se refiere en general a cualquier polirribonucledétido o polidesoxirribonucledtido,
gue puede ser ARN o ADN no modificados o ARN o ADN. Los "polinucleétidos” incluyen, sin limitacion,
ADN de cadena sencilla o doble, ADN que es una mezcla de regiones de cadena sencilla o doble, ARN
de cadena sencilla o doble y ARN que es una mezcla de regiones de cadena sencilla o doble, moléculas
hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser de cadena sencilla 0, méas tipicamente de cadena
doble, o una mezcla de regiones de cadena sencilla y doble. Ademas, "polinucleétido” se refiere a
regiones de triple cadena que comprenden ARN o ADN o ARN y ADN. El término polinucledtido también
incluye ADN o ARN que contienen una o mas bases modificadas y ADN o ARN con cadenas principales
modificadas para la estabilidad o por otras razones. Las bases "modificadas" incluyen, por ejemplo,
bases tritiladas y bases no usuales como inosina. Se han realizado en el ADN y ARN una diversidad de
modificaciones; asi, "polinucledétido” incluye formas de polinucledtidos modificadas quimica, enzimatica o
metabdlicamente tal como se encuentran tipicamente en la naturaleza, asi como las formas quimicas de
ADN y ARN caracteristicas de virus y células. "Polinucle6tido” también incluye polinucleétidos
relativamente cortos, denominados con frecuencia oligonucleétidos.

"Transfeccion" se refiere al suministro de polinucleétidos en el interior de células en cultivo
usando procedimientos que requieren la modificacion de la membrana celular por medios quimicos o
fisicos. Tales procedimientos se describen en, por ejemplo, Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

Los polinucleétidos pueden ser lineales o circulares, de cadena sencilla o de doble cadena y pueden
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incluir elementos que controlan la replicacién del polinucleétido o la expresion de genes homoélogos o
heterélogos que pueden comprender parte del polinucleétido.

Se puede formar una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable por reaccion de un
compuesto de férmula (I) con un &cido organico o inorganico adecuado (tal como acido bromhidrico,
clorhidrico, sulfarico, nitrico, fosférico, succinico, maleico, férmico, acético, propiénico, fumarico, citrico,
tartarico, lactico, benzoico, salicilico, glutamico, aspartico, p-toluenosulfénico, trifluoroacético,
bencenosulfénico, metanosulfénico, etanosulfénico, naftalenosulfénico, tal como 2-naftalenosulfénico, o
hexanoico), opcionalmente en un disolvente adecuado tal como un disolvente organico, para producir la
sal que habitualmente se aisla, por ejemplo, por cristalizacion vy filtracién. Una sal de adicion de acido
farmacéuticamente aceptable de un compuesto de férmula (I) puede comprender o ser, por ejemplo, una
sal hidrobromuro, hidrocloruro, sulfato, nitrato, fosfato, succinato, maleato, formiato, acetato, propionato,
fumarato, citrato, tartrato, lactato, benzoato, salicilato, glutamato, aspartato, p-toluenosulfonato,
trifluoroacetato, bencenosulfonato, metanosulfonato, etanosulfonato, naftalenosulfonato (por ejemplo, 2-
naftalenosulfonato) o hexanoato.

La invencién incluye dentro de su alcance todas las posibles formas estequiométricas y no
estequiométricas de las sales de los compuestos de formula (1), incluidos los hidratos y solvatos.

Ciertos compuestos de formula (I) son capaces de existir en formas estereoisoméricas. Se
entenderd que la invencién abarca todos los isbmeros geométricos y opticos de estos compuestos y sus
mezclas, incluidos los racematos. Los tautdmeros también forman un aspecto de la invencion.

La invencidn se describira ahora por medio de los siguientes ejemplos. No debe considerarse de
ninguna forma que los ejemplos limiten el alcance de la invencion.

Ejemplos

Descripcion 1: N,N'-Bis-(2-cianoetil)-1,4-diaminobutano (2).

Cn/\/CN
N
H>""CN

A una disolucién de 1,4-diaminobutano 1 (n = 4; 25,0 g, 0,28 mol) en metanol (50 ml) se afiadio
gota a gota una disolucion de acrilonitrilo (31,6 g, 0,60 mmol) en metanol (25 ml) a 0°C. Después de la
adicion, la mezcla se dej6 que llegara a temperatura ambiente y después se agité durante 18 h.
Finalmente, el disolvente se separ6 a vacio, para dar la diamina 2 en forma de un liquido amarillo pélido
(57,0 g, cuant.).

Rfsilice: 0,60 (MeOH-NH30,88 95:5).

RMN de *H (CDCls): 812,88 (m, 4H), 2,60 (m, 4H), 2,46 (m, 4H), 1,45 (m, 4H).

Descripcion 2: Dihidrocloruro de N,N'-Bis-(2-carbetoxietil)-1,4-diaminobutano (3).

O
H
N/\/LLOH
2HCI N OH
H\/Y
O
Una disolucion del compuesto 2 (n = 4; 10,0 g, 51,5 mmol) en HCI 6 N (80 ml) se calenté a

reflujo durante 18 h, después se dejé enfriar a temperatura ambiente y el disolvente se evapord
parcialmente a vacio. Se afiadié a la disolucion residual EtOH (40 ml) y el sélido precipitado se separ6
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por filtracién y se lavd con EtOH (10 ml) para proporcionar el &cido dicarboxilico 3 en forma de un sélido
blanco (17,4 g, cuant.).

RMN de 'H (d® DMSO): 84 12,70 (s ancho, 2H), 3,05 (t, J = 7,5, 4H), 2,88 (m, 4H), 2,72 (t, 4H),
1,65 (m, 4H).

Descripcion 3: N,N'-Bis-(2-carbetoxietil)-N,N'-bis-(terc-butoxicarbonil)-1,4-diaminobutano

(4).

Boc Q
[
CN/\)L oH
N OH
)
Bos I
0]

A una disolucion del compuesto 3 (n = 4; 19,9 g, 65,3 mmol) en NaOH 1 N (350 ml) se afiadié
una disolucién de dicarbonato de di-terc-butilo (57,0 g, 261 mmol) en dioxano (350 ml). La mezcla se
agit6 a t.a. durante 18 h, y después se concentr6 a la mitad del volumen. El residuo se ajusté a pH 3-4,y
después se extrajo con diclorometano (250 ml x 3). Los extractos organicos combinados se lavaron con
salmuera (150 ml), se secaron (Na>SO4) y se concentraron a vacio para dar el carbamato 4 en forma de
un polvo blanco (24,4 g, 87%).

Rfsiiice: 0,31 (EtOAc-MeOH 2:1).

LC-MS (ESI): tr = 4,04 min (m/z = 433,1 [M+H"]).

Descripcion 4: Ester de octadec-8-enilo del &cido 3-(terc-butoxicarbonil-{4-[terc-

butoxicarbonil-(2-octadec-8-eniloxicarboniletil)-amino]-butil}-amino)-propiénico (5).

o)
Boc
S
N 0] S
bos XTI

A una disolucién del aminoacido N-protegido 4 (n = 4; 15,2 g, 35,1 mmol), dimetilaminopiridina
(1,70 g, 14,0 mmol) y alcohol oleilico (18,4 g, 68,4 mmol) en diclorometano (200 ml) se afiadi6 una
disolucién de EDCI (13,1 g, 68,4 mmol) en diclorometano (50 ml) a 0°C. La mezcla resultante se dejo
calentar a temperatura ambiente y después se agit6 en atmésfera de N, durante 18 h. Se afadio
diclorometano (250 ml) y la mezcla se lavé con salmuera (4 x 200 ml), se sec6 (Na>SQ4) y se concentré a
vacio para dejar un aceite que se purificd por cromatografia en columna eluyendo con un gradiente de
disolventes de CH,Cl, (50-90%) en hexano para proporcionar el éster 5 como un aceite incoloro (13,0 g,
40%). Rfsjice: 0,61 (Hex-EtOAc 7:3).

RMN de *H (CDClI3) 81 5,32 (m, 4H), 4,05 (t, J = 7,0, 4H), 3,42 (s ancho, 4H), 3,18 (s ancho, 4H),
2,53 (s ancho, 4H), 1,98 (m, 8H), 1,60 (m, 6H), 1,42 (m, 22H), 1,40-1,20 (m, 40H), 0,86 (t, J = 7,0, 6H).

Descripcion 5: Sal de bishidrocloruro del éster de octadec-9-enilo del acido 3-[4-(2-

octadec-9-eniloxicarbonil-etilamino)-butilamino]-propidnico (6)
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El éster 5 (n = 4, R = oleilo; 13,0 g, 13,9 mmol) se disolvié en CH,Cl, (70 ml) y se traté con HCI 4
M en EtOAc (140 ml). La mezcla resultante se agit6 a t.a. durante 2 h, después se separ6 el disolvente a
vacio y el residuo se tritur6 con éter dietilico anhidro (150 ml) para proporcionar un sélido que se sec6 a
vacio para proporcionar el bis-hidrocloruro 6 en forma de un polvo blanco (10,23 g, 91%).

Rfsilice: 0,46 (MeOH-NH30,88 97:3).

LC-MS (ESI): tr = 8,07 min (m/z = 733,6 [M+H"]).

Descripcion 6: Procedimiento general para preparar tensioactivos (8a-d).

El aminoéacido N-terminal protegido (0,41 mmol, 2,6 eq.), HCTU (168 mg, 0,41 mmol, 2,6 eq.) y
diisopropiletilamina (0,19 ml, 1,20 mmol, 7,0 eq.) se afiadieron a una disolucion del hidrocloruro de amina
6 (n = 4, R = oleilo; 150 mg, 0,156 mmol) en DMF-CH,Cl, [1:1] (4,0 ml). La mezcla se agit6 a t.a. en
atmosfera de N2 durante 18 h y después la mezcla se concentré hasta un volumen pequefio y se afiadié
EtOAc (30 ml). La disolucion organica se lavé sucesivamente con disolucién acuosa de KHSO,4 al 5% (3 x
8 ml), disolucién acuosa de K»>COs3 al 5% (3 x 8 ml) y salmuera (3 x 10 ml), después se secO (Na»SO.) y
se concentré a vacio. El residuo se purificd por cromatografia en columna de fase inversa eluyendo con
un gradiente de disolventes de MeOH (50-100%) en agua y después por cromatografia en columna de
gel de silice eluyendo con un gradiente de disolventes de EtOAc (20-40%) en hexano. El residuo se
disolvio en EtOAc (2,0 ml) y se afiadié HCI 5,0 N en EtOAc (3,0 ml). La mezcla resultante se agit6 a t.a.
durante 2 h y después se concentré a vacio y el residuo sélido se triturd con éter dietilico (5,0 ml) para
proporcionar los tensioactivos 8a-d en forma de polvos blancos (75-93%).

Ejemplo 1 (8a)

HN
O O
HZN(iN/\/U\O/\M
NS odh Sagyravs
H,N 4HC

LC-MS (ESI): tr = 12,18 min (m/z = 933,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calculado
(Cs4H105N6O6) 933,8096, encontrado 933,8096 [M+H]".
Ejemplo 2 (8b)

H,N
O 0O
H.N
2
C”“)LOW%
N O —
AN O,
20 0o O
HN 4HCl

LC-MS (ESI): tg = 12,15 min (m/z = 961,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calculado
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(CssH100N6O6) 961,8409, encontrado 933,8400 [M+H]".
Ejemplo 3 (8c)

H,N
CN o™=
HN., N:)/\Igo\/‘("fs:(")’v
HN 4HCI

LC-MS (ESI): tr = 12,18 min (m/z = 989,9 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calculado
(CsgH113Ns06) 989,8722, encontrado 989,8718 [M+H]".
Ejemplo 4 (8d)

H,N
", 0 O
HN
CN/\)LO/\’MF
N o) —
WA Y M
2 o O
HN 4HCI

LC-MS (ESI): tr = 12,20 min (m/z = 989,9 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calculado
(CsgH113Ns06) 989,8722, encontrado 989,8729 [M+H]".

Ejemplo 5. Transfeccion de pladsmido recombinante que expresa GFP en células usando
compuestos tensioactivos unidos a éster

Se llevaron a cabo estudios de transfeccion usando la linea celular adherente CHO-K1, CV1,
HepG2, 1321N1 y células NIH3T3. El medio completo consistia en F12 (para CHO-K1), y medio DMEM
(para CV1, HepG2, 1321N1 y NIH3T3) complementado con suero bovino fetal al 10% en v/iv y 1x L-
Glutamina. Todos los medios y complementos se obtuvieron de Life Technologies.

Transfeccion génicain vitro

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de cultivo tisular tratadas (Costar) 16-18
horas antes de la transfecciéon con una densidad aproximada de 2 x 10* células/pocillo. Se preparé una
disolucion de plasmido 0,025 pg/pl en Optimem. El plasmido usado era pCMV-eGFP obtenido de
Clontech. El compuesto tensioactivo unido a éster se disolvié en Optimem como un concentrado 10x para
lograr asi una concentracion final de 20, 10, 5y 2,5 pg/ml en la mezcla de reaccion final. Se mezclaron
10 pl del compuesto tensioactivo unido a éster con 10 pl del plasmido para cada pocillo. EI complejo se
incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se separé el medio de las células en la placa y se
lavaron una vez con 100 pl de PBS. Se afiadi6 el complejo (20 pl) a cada pocillo y después se afiadieron
80 pl de Optimem (sin suero) o medio de crecimiento (suero) para llegar a un volumen final de 100 pl. En
el protocolo sin suero, la placa después se incubé durante 6 horas a 37°C y después se separé el medio
y se afiadi6 medio completo reciente a cada pocillo y se continué la incubacion durante 18 horas
adicionales. En el protocolo del suero, la placa se incub6 durante 24 h a 37°C.

Los ensayos del gen indicador se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Roche Diagnostics). Se separ6 el medio de la placa y las células se lavaron una vez con 100
pl de PBS. Después se afiadieron a cada pocillo 100 pl de tamp6n de lisis indicador (HEPES 50 mM pH
7,5, EDTA 2 mM, triton al 0,05% x100, DTT 2 mM). Después la placa se puso a -80°C durante 15 miny

10



10

15

20

25

30

35

40

ES 2357140 T3

posteriormente se dejé descongelar a temperatura ambiente. Después se midié la fluorescencia usando
un lector de placa estandar (Tecan Ultra, Tecan) con longitud de onda de excitacién a 485 nm y longitud
de onda de emisién a 520 nm.

Los resultados se muestran en las figuras 3 (CHO-K1), 4 (HepG2), 5 (CV-1), 6 (1321N1) y 7
(NIH-3T3). Los resultados muestran que los 3 compuestos éster gemini ensayados eran eficaces en la
transfeccion del plasmido de GFP en células CHO-K1, aunque no con eficacias mayores que la
Lipofectamina 2000.

Sin embargo, en células HepG2 los 3 compuestos de ensayo gemini eran, en la concentracion
optima, mas eficaces que la Lipofectamina 2000 con 5 pg/ml.

En células CV-1 el compuesto gemini del ejemplo 1 era superior con 10 y 20 pg/ml comparado
con la Lipofectamina 2000 en todas las concentraciones. Los compuestos gemini de los ejemplos 3y 4
parece que transfectaban células CV-1 menos eficazmente que los del ejemplo 1, pero a un nivel
comparable con la Lipofectamina 2000.

Con respecto a las células 1321N1, los compuestos gemini de los ejemplos 1y 2 eran casi5y 6
veces, respectivamente, mas eficaces que la Lipofectamina 2000. En ambos casos, se encontré que la
concentracion mas eficaz del compuesto gemini era la concentracibn mas baja ensayada, es decir 2,5
ug/mil.

El compuesto gemini del ejemplo 4 no era eficaz en la transfeccion de células 1321N1.

Todos los compuestos gemini ensayados con células NIH-3T3 eran mas eficaces que la
Lipofectamina 2000 en la mayoria de las concentraciones ensayadas. El ejemplo 4 present6 el mejor
efecto.

Estos resultados, en particular los resultados con células 1321N1 y NIH-3T3, muestran que para
cada tipo de célula hay un compuesto gemini 6ptimo para la transfeccion con alta eficacia. Por lo tanto,
para las células 1321N1 tanto el compuesto del ejemplo 1 como el del ejemplo 2 son agentes de
transfeccion muy eficaces, mientras que el compuesto del ejemplo 4 no era eficaz en absoluto. En
cambio, se encontr6 que el compuesto del ejemplo 4 era muy eficaz para transfectar células NIH-3T3
mientras que los compuestos de los ejemplos 1y 2 eran significativamente menos eficaces.

Por lo tanto, usando los protocolos detallados en este ejemplo, el experto en la técnica puede
determinar facilmente mediante experimentacion sencilla, que compuesto éster gemini, sea uno ilustrado
en esta memoria 0 un compuesto no ilustrado pero que se puede hacer de acuerdo con los protocolos
sintéticos descritos antes, es el mas adecuado para la transfeccién de cualquier linea celular dada.

Ejemplo 6. Transfeccion de ARNsi en células usando compuestos tensioactivos unidos a
éster

Se llevaron a cabo estudios de inactivacion de genes usando las lineas celulares adherentes
A549, CV1 y Caco2. El medio completo consistia en DMEM (para A549 y CV1) y medio EMEM (para
Caco2) complementado con suero bovino fetal al 10% en v/v y 1x L-Glutamina. Todos los medios y
complementos se obtuvieron de Life Technologies.

Transfeccion de ARNSi in vitro

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos de cultivo tisular tratadas (Costar) 16-18
horas antes de la transfeccion con una densidad aproximada de 2 x 10* células/pocillo. Se preparé una
disolucién 1 uM de ARNSsi (que se dirige a JNK1 o control no dirigido) adquirido en Dharmacon, en
Optimem. El compuesto tensioactivo unido a éster se disolvié en Optimem como un concentrado 10x
para lograr asi una concentracion final de 5 pg/ml en la mezcla de reaccion final. Se usé el reactivo
comercial Lipofectamina 2000 con una concentracion final de 2,5 pg/ml, siLentFect 1 pg/ml y X-
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tremeGene en 0,5 pl/pocillo. Una muestra de 10 pl del lipido tensioactivo unido a éster (comercial) con 10
pl del ARNsi para cada pocillo. El complejo se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
separ6 el medio de las células en la placa y se lavaron una vez con 100 pl de PBS. El complejo (20 pl) se
afadié a cada pocillo y después se afiadieron 80 pl de medio de crecimiento para llegar a un volumen
final de 100 pl, y la placa se incub6 durante 24 h a 37°C. En este punto, las células se lavaron una vez
usando 100 pl de PBS y después se lisaron en 100 pl de tampén de lisis de ARN (Promega). Se llevé a
cabo la RT-PCR (Tagman) cuantitativa estandar para determinar la abundancia relativa de JNK1
comparado con el gen de mantenimiento GAPDH tanto en células con ARNsi de JNK1 dirigido como en
las no destinatarias. El grado de inactivacién se expresé como la relacion de las copias tratadas (JNK1)
de Jnk1 a las copias de control (no destinatarias) de JNK1.

Los resultados se muestran en la Figura 2. Se puede ver que en los 3 tipos de células
ensayadas, el nivel de Jnk1 se redujo significativamente cuando se transfectaron duplex de ARNsi en las
células usando los compuestos gemini de la presente invencion, comparado con las células de control no
destinatarias. El nivel de expresion de Jnkl1 era entre 70 y 85% inferior que los niveles observados en las
células no tratadas. Se observd un efecto de inactivacion similar en las células en las que se uso6
Lipofectamina 2000 para transfectar los duplex de ARNSsi, pero en todos los tipos de células el efecto era
menos marcado que el observado con los compuestos éster gemini (entre 65 y 79% inferior que los
controles no tratados).

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un esquema general para la sintesis de un tensioactivo unido a éster.

La figura 2 muestra la inactivacion de la expresion de Jnkl usando duplex de ARNSsi. El tipo de
célula se indica a lo largo del eje X y la relacion de las copias tratadas (JNK1) de Jnkl a las copias de
control (no destinatarias) de JNK1 se indica a lo largo del eje Y. Las barras con lineas cruzadas en
diagonal se refieren a las células tratadas con el éster gemini del ejemplo 1 y las sombreadas con lineas
discontinuas horizontales se refieren a las células tratadas con Lipofectamina 2000 (ejemplo 6).

Las figuras 3 y 4 muestran la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en células
después de transfeccion de pCMV-eGFP, un plasmido que expresa GFP, en células CHO-K1 (figura 3) y
células HepG2 (figura 4) usando ésteres geminis. El nivel de expresién de GFP en las células se muestra
como un % del nivel de expresion logrado con la Lipofectamina 2000. Los datos se muestran en 3
bloques de 4 barras, refiriéndose cada bloque a un éster gemini especifico. El primer bloque de 4 barras
muestra la eficacia de la transfeccion usando el éster Gemini del ejemplo 1; el segundo bloque el del
ejemplo 3y el tercer bloque el del ejemplo 4. Los Geminis se us6 con cuatro concentraciones: 20 ug/ml
(lineas cruzadas de arriba a la izquierda a abajo a la derecha); 10 ug/ml (lineas cruzadas de arriba a la
derecha a abajo a la izquierda), 5 ug/ml (lineas discontinuas horizontales) y 2,5 ug/ml (lineas horizontales
continuas). La Lipofectamina se muestra como una sola barra (LP2K) con 5 pg/ml.

Las figuras 5, 6 y 7 muestran la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en células
después de transfeccion de pCMV-eGFP, un plasmido que expresa GFP, en células CV-1 (fig. 5), células
1321N1 (fig. 6) y células NIH-3T3 (fig. 7) usando éter geminis. El nivel de expresién de GFP en las
células se muestra como un % del nivel de expresion logrado con la Lipofectamina 2000. Los datos se
muestran en 4 bloques de 4 barras, refiriéndose cada bloque a un éster gemini especifico. El primer
bloque de 4 barras muestra la eficacia de la transfeccion usando el éster Gemini del ejemplo 1; el
segundo bloque el del ejemplo 3, el tercer bloque el del ejemplo 4 y el cuarto bloque la Lipofectamina
2000 (L2K). Los éster geminis y la Lipofectamina 2000 se usaron en cuatro concentraciones: 20 ug/ml

(lineas cruzadas de arriba a la izquierda a abajo a la derecha); 10 ug/ml (lineas cruzadas de arriba a la
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derecha a abajo a la izquierda), 5 pg/ml (lineas discontinuas horizontales) y 2,5 ug/ml (lineas horizontales

continuas).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura general de formula (1):
\IK Y
R,O——(CH,)7— N—(CH,),— N—(CH,), —OR,
© U ©

en la que Y, que pueden ser iguales o diferentes en cada caso, es un aminoacido seleccionado
del grupo que consiste en lisina, ornitina, acido diaminobutirico o acido diaminopropionico, cuyo
aminoacido esta unido al N en la formula () mediante un enlace peptidico (amida) entre el N y el grupo
carboxi en el resto de aminoacido;

R1 y Rz, que pueden ser iguales o diferentes, son una cadena de hidrocarburo lineal o
ramificada, saturada o insaturada, de 10 a 24 &tomos de carbono;

nesdelal0;y

p esde 1 a6;

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que n es 4.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que p es 2.

4. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que R1 y Rz se
seleccionan de:

—(CH3)10CH3

—(CH3)12CH3

—(CH3)14CH3

—(CH>)16CH3

—(CH>)18CH3

—(CH3)20CH3

-(CH2)7CH=CH(CH;);CHz mezcla natural

-(CH2)7CH=H(CH)sCH3 mezcla natural

-(CH);CH=CH(CH_)sCHs; Cis

-(CH);CH=CH(CH_)7CHs Cis

—(CH3);CH=CH(CH2)sCHs Trans

—(CH3);CH=CH(CH2)7CHs Trans

—(CH3);CH=CHCH>CH=CH(CH2)4CH3

-(CH3)7(CH=CHCH_2)3CHs.

—(CH3)3CH=CH(CH2CH=CH)3(CH)4CHs

-(CH);CHCH(CH2)7CHs

-CH2CH(CH3)[CH2CH>CH>CH(CHj3)]sCH3

0 -(CH2)22CHs.

5. Un compuesto segun la reivindicacion 4, en el que R; y R» se seleccionan de:

(CH,)7CH=CH(CH)7CH3 mezcla natural,

(CH2)7CH=CH(CH)7CHs Cis y

(CH2)7CH=CH(CH)7CH3 Trans.

6. El compuesto de formula:

14
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HN |
N0 O
oM

N/\/lL
N (o] —
AN e O
2 O O
HN 4HCI
7. El compuesto de féormula:
H,N
O O

8. El compuesto de formula:

H,N
O O
HN
2
CN«%%
N O =
SO,
. 2" o o
" HN 4HCI
5
9. El compuesto de formula:
H,N
O O
H,N'
CN«*oAﬁﬂb
N (o] =
AN Y e
2 O O
H,N 4HCI

10. El uso de un compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
para facilitar la transfeccion de ADN o ARN o anélogos de los mismos en una célula eucariota o

10 procariota in vitro.
11. El uso de un compuesto segun la reivindicacién 10, en el que el compuesto se usa en

combinacion con uno o mas complementos seleccionados del grupo consistente en:
(i) un vehiculo neutro; o
(i) un reactivo complejante.
15 12. El uso segun la reivindicacion 11, en el que el vehiculo neutro es dioleil-fosfatidiletanolamina
(DOPE).
13. El uso segun la reivindicacién 11 6 12, en el que el reactivo complejante es el reactivo PLUS.
14. El uso segun la reivindicacion 11 6 12, en el que el reactivo complejante es un péptido que

comprende fundamentalmente aminoacidos basicos.

15
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15. El uso segun la reivindicacién 14, en el que el péptido consiste en aminoacidos basicos.
16. El uso segun la reivindicacion 15, en el que los aminoacidos basicos se seleccionan de lisina
y arginina.

17. El uso segun la reivindicacién 15, en el que el péptido es polilisina o poliornitina.

16
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Figura 1l

H,N—(CH,)— NH,
1

CH,:CHCN, MeOH.
NC—(CH,)s— HN-=(CH,),— NH — (CH,),—CN
2

HCI 6,0 N, reflujo

HOT(CHz)z— HN—(CH,},—NH— (CHz)z_[rOH
Y 2 HCl ©
3

Boc,0, NaOH 1,0 N, dioxano, t.a.
Boc Boc

HO = {CHy)7— N—(CH,), — N — (CH,),—OH
0 0

4

ROH, EDCI, DMAP, CH,CL,, t.a.

Boc Beoc

I
RO {CH)7— N——(CH,),—— N — (CH,),—-OR
0 5 0

HCI, EtOAgc, CH,Cl,, t.a.

RO~ (CH,)—NH—(CH,),— NH—(CH,), —OR
0 2 HC o
6
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(PG),(Aa),, HCTU, IPr,NEt, DMF-CH,Cl,, t.a.

(PG),(Aa), (Aa)(PG),
ROT {CH,)s— N—(CH,),— N—(CH,), '—“-OR
o 0

7

HX-EtOAc, CH,Cl,, ta.

(Aa), {Aa)

X
RO (CHy)z— N—(CH,)}i— N—(CH,),—OR
o cHX o
8
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