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DESCRIPCION
Derivados de amidas y péptidos de dialquilenotriaminas y su uso como agentes de transfeccion.

Esta invencion se refiere a compuestos tensioactivos basados en espermidina recientemente identificados, al uso de
estos compuestos y a su produccién. La invencion se refiere también al uso de compuestos basados en espermidina
para facilitar la transferencia de polinucledtidos en células o para facilitar la transferencia de compuestos
terapéuticamente activos en 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 considerablemente a las propiedades de superficie de un liquido,
incluso a bajas concentraciones, por ejemplo, los tensioactivos reduciran significativamente la tension superficial
cuando son disueltos en soluciones de agua o0 acuosas Yy reduciran la tension interfacial entre dos liquidos o entre un
liquido y un sdélido. Esta propiedad de las moléculas de tensioactivos ha sido ampliamente explotada en la industria,
particularmente en las industrias de los detergentes y aceites. En los afios 70 se informé de una nueva clase de
molécula de tensioactivo, caracterizada por dos cadenas hidréfobas con cabezas polares que estdn colocadas
mediante un puente hidrofobo (Demega,Y et al., Kolloidn Zh. 36, 649, 1974). Estas moléculas, que han sido
denominadas “Gemini” (Menger, FM and Littau, CA, J Am.Chem Soc 113, 1451, 1991), tienen propiedades muy
deseables sobre sus equivalentes monomeros. Por ejemplo, son altamente eficaces para reducir la tension
interfacial entre liquidos basados en aceite y agua y tienen una concentracién micelar critica muy baja (Menger, FM
and Keiper, JS, Angewandte. Chem Int Ed. Engl , 2000, 39, 1906).

Los tensioactivos cationicos han sido usados entre otras cosas para la transfeccion de polinucledtidos en células en
cultivo y hay ejemplos de estos agentes disponibles en el comercio para cientificos implicados en tecnologias
genéticas (por ejemplo, el reactivo Tfx®-50 para la transfeccion de células eucarioticas disponibles en la empresa
Promega Corp. WI, USA).

El suministro eficaz de DNA a células in vivo, para terapia génica o para terapia antisentido, ha sido un objetivo
principal durante algunos afios. Se ha concentrado una atencién considerable en el uso de virus como vehiculos de
suministro, por ejemplo, adenovirus para células epiteliales en el tracto respiratorio dirigido a una terapia génica
correctora para la fibrosis cistica (CF). Sin embargo, a pesar de alguna evidencia de una transferencia génica
satisfactoria en pacientes de CF, la via del adenovirus continda siendo problematica debido a los efectos
secundarios inflamatorios y a la expresion transitoria limitada del gen transferido. Han sido investigados diversos
métodos alternativos para el suministro de genes in vivo, que incluyen estudios que usan tensioactivos cationicos.
Gao, X et al. Gene Ther. 2, 710-722, 1995 demostraron el caracter factible de esta aproximacion con un gen humano
normal para un regulador de la conductancia transmembranas de CF (CFTR) en el epitelio respiratorio de ratones
con CF usando lipidos cationicos que portan aminas. Este grupo seguido con un ensayo de terapia génica de CF
liposomal que, aunque solo fue parcialmente satisfactorio demostré el caracter potencial de esta aproximacion para
seres humanos (Caplen, NJ. et al, Nature Medicine, 1, 39-46, 1995). Mas recientemente, otros grupos han
investigado la capacidad potencial de otros lipidos catidnicos para el suministro génico, (Miller, A, [Lambda]ngew. 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 vivo como in vitro, conduciendo asi al apoyo de la validez de
esta aproximacion general.

El uso de vectores no virales (lipido catiénico) para la transfeccion de genes ha sido recientemente examinado,
véase D. Niculescu-Duvaz, J. Heyes and C. J. Springer, Curr. Med. Chem., 2003, 10, 1233.

Estos estudios y otros, muestran que en este nuevo campo de investigacion hay una nueva necesidad continuada
de desarrollar nuevas moléculas de tensioactivos de baja toxicidad para facilitar la transferencia eficaz de
polinucleétidos en células in vitro para la transfeccion en una experimentacion basada en células y también in vivo
para tratamientos de terapia génica y antisentido. Han sido preparados previamente tensioactivos Gemini basados
en cisteina (documento WO 99/29712) o espermina (documento (WO 00/77032) o diamina (documento WO
00/76954). Otros ejemplos de tensioactivos Gemini se encuentran en los documentos WO 00/27795, WO 02/30957,
WO 02/50100 y WO 03/82809. El uso de tensioactivos Gemini como vectores de polinucleétidos ha sido
recientemente examinado (A. J. Kirby, P. Camilleri, J. B. F. N. Engberts, M. C. Feiters, R. J. M. Nolte, O. Séderman,
M. Bergsma, P. C. Bell, M. L. Fielden, C. L. Garcia Rodriguez, Philippe Guedat, A. Kremer, C. McGregor, C. Perrin,
G. Ronsin and M. C. P. van Eijk, Angew. Chem. Int. Ed., 2003, 42, 1448, véase también R. Zana and J. Xia, Gemini
Surfactants, Marcel Dekker, NY, 2004).

Una técnica recientemente desarrollada incluye el uso moléculas de RNA de cadena doble sintéticas corto de
interferencia (si) para suprimir transitoriamente la funcion génica. Esta técnica de interferencia de DNA (RNAI)
originalmente acufiada a partir de un trabajo en C.elegans (A. Fire, Trends Genet., 1999, 15(9), 358) fue
posteriormente desarrollada de forma que su uso se pudiera aplicar a células de mamiferos (S. M. Elbashir, J.
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Harborth, W. Lendeckel, A. Yalcin, K. Weber, T. Tuschl, Nature, 2001, 411, 494). La capacidad de suministrar estas
moléculas efectoras de siRNA al lugar correcto de la mayoria de la poblacion celular es una etapa clave en la
utilizacion eficaz de esta tecnologia. Una vez que estan correctamente colocadas, la cadena antisentido del Duplex
de RNA se une a la regién complementaria del (m) RNA mensajero de diana (que codifica la diana de interés),
conduciendo a la hidrélisis del mMRNA y su posterior degradacion. Esta reduccion transitoria en mRNA conduce a una
reduccion transitoria en la expresion génica diana. Son necesarios un suministro altamente eficaz y una correcta
colocacion para reducir la expresion génica diana hasta niveles tales que puede ser dilucidada la funcién de la diana.

La presente invencién busca superar las dificultades exhibidas por los compuestos existentes.
La invencion se refiere a compuestos que tienen la estructura general de férmula (1):

Ri——HN—(CH,),— N—(CH), —NH—-R,
O ¥ 0

(n

enlaqueY es:
(Aa)x o un grupo de formula (II)

-

(CH,),

E

|
{Aa)— HN—(CH,),— T *[- (CH,),—NH -—{ﬁa:-.]
(CH,),
NH

o

(I
en la cual

R1 ¥y Rz, que pueden ser iguales o diferentes, son una cadena de hidrocarburo saturado o insaturado, lineal o
ramificado, de hasta 24 atomos de carbono;

mes1alo;

nes1alo;

(Aa)x, que puede ser igual o diferente en cada aparicién, es x aminoacidos seleccionados entre el grupo que
consiste en [H2N(CHz2)3]oN(CH2)CO2H, (H2NCH2),CHCO2H y enantiémeros L o D de Ser, Lys, Orn, Dab y Dap,
conectados de una manera lineal o ramificada;

X que puede ser igual o diferente en cada aparicién, es 1 a 6;

pes0a6;

geslaé,

reslaé;

seslab;

zes0061;

X es N, CH o C con la condicion de que cuando X es N, zes 06 1; cuando X es CH, zes 0y cuando Xes C, zes 1;
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0 una sal, preferentemente una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
Preferentemente m es 3 a 6, lo mas preferentemente 4; preferentemente n es 3 a 6, lo mas preferentemente 3.

En una realizacion a) Y es (Aa)x . En esta realizacion, R1 y R, por ejemplo, pueden ser iguales. Preferentemente x
es 1 a 4, mas preferentemente 1 6 2, lo mas preferentemente 1.

En otra realizacién b) Y es un grupo de férmula (I1)
o
(CH,),
. |
(Aa),— HN—(CH,),~— :ic + {CH,);— NH a—hiAaJxL
{CH,),

MH

{Aa),

(I

en la cual

X, que puede ser igual o diferente en cada aparicion, es 1 a 6;

pesOaé6;

geslaé,

reslaé;

seslaé;

zes061;

Xes N, CH o C, con la condicion de que cuando X es N, zes 0 6 1; cuando X es CH, zes 0 y cuando X es C, z es 1.

En un ejemplo de realizacion (b) X puede ser, por ejemplo, N. En una de estas realizaciones z es 0 y r y s pueden
ser, por ejemplo, iguales y R1 y R, pueden ser, por ejemplo iguales.

En una realizacion, X es N o C.

Preferentemente x es 1 a 4, mas preferentemente 1 6 2, lo mas preferentemente 1. En una realizacion de (b) x es
igual en cada aparicion. En otra realizacion x es diferente en cada aparicion.

Preferentemente p es 1.

Preferentemente qes 1 6 3.
Preferentementeres 1 6 3.
Preferentemente ses 1 6 3.

En una realizacion adicional preferida la cadena de hidrocarburo saturado o insaturado, lineal o ramificado de R1 o
R2 de hasta 24 atomos de carbono tiene 10 o mas atomos de carbono, por ejemplo 12 0 mas, por ejemplo 14 o mas,
por ejemplo 16 o mas atomos de carbono. En una realizacién adicional preferida la cadena de hidrocarburo saturado
insaturado, lineal o ramificado de R; o R, de hasta 24 atomos de carbono se selecciona entre:

-(CH2)10CH3
-(CH2)12CH3
-(CH2)14CH3
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-(CH2)16CH3

-(CH2)18CH3

-(CH2)20CH3

-(CH2)20CH3-(CH>)7CH=CH(CH>)7CH3 mezcla natural
-(CH2)7CH=CH(CH,)sCH3z mezcla natural
-(CH2)7CH=CH(CH,)sCH3; Cis
-(CH2)7CH=CH(CH);CHjs Cis
-(CH2)7CH=CH(CH>)sCH3 Trans
-(CH)7CH=CH(CH2)7CHs Trans
-(CH2)7CH=CHCH>CH=CH(CH3)4CHs
-(CH2)7(CH=CHCH)sCHj3
-(CH2)3CH=CH(CH>CH=CH)3(CH)4CH3s
-(CH2)7CHCH(CH.)7CHs

-(CH2)7CHCH(CH3)7CH3s -CH>,CH(CH3z) [CH2CH>CH>CH( CH3)] 3CH3
0 -(CH2)22CHs,

Lo mas preferentemente, la cadena del hidrocarburo se selecciona entre (CH2);CH=CH(CH);CHs mezcla natural,
(CH2)7CH:CH(CH2)7CH3 Cis y (CH2)7CH:CH(CH2)7CH3 Trans.

En una realizacién, un compuesto de la invenciéon es un compuesto tensioactivo denominado “Gemini”. Es decir, que
el compuesto es simétrico con al menos dos cadenas alifaticas.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar a partir de materiales de partida facilmente disponibles
usando una quimica sintética bien conocida por el experto en la técnica. La Figura 1 muestra un esquema general
para la sintesis de un intermedio 6 para la sintesis de compuestos de la invencién. La Figura 2 muestra un esquema
general para la sintesis de un grupo 9 (Aa) preferido protegido para la sintesis de compuestos de la invencién. La
Figura 3 muestra un esquema general para la sintesis de un grupo 14 (Aa) preferido protegido para la sintesis de
compuestos de la invencion.

Como se muestra en el esquema general de la Figura 4, la reaccion del intermedio 6 mediante la adicién de grupos
(Aa)x bajo condiciones apropiadas seguido de desproteccion produce moléculas con el modelo de sustitucion segun
la realizacién a) de la invencién.

La Figura 5 muestra un esquema general para la conversion de intermedio 6 en intermedio avanzado 18 para la
sintesis de compuestos de la invencion. Como se muestra en el esquema general de la Figura 6, el intermedio 18
puede ser usado para producir moléculas con el modelo de sustitucion segun la realizacién b) de la invencion,
mediante la adicion de grupos (Aa)x bajo condiciones apropiadas seguido de desproteccion.

Diversas estrategias alternativas son bien conocidas por el experto en la técnica y se pueden concebir estrategias
adecuadas para cualquier modelo de sustitucion final deseado particular. Para modelos de sustitucién asimétricos,
puede ser necesaria la separacion fisica de productos intermedios. Los métodos de separacion adecuados, por
ejemplo, los métodos cromatograficos, son bien conocidos por el experto en la técnica.

Pueden ser preparadas sales de moléculas de acuerdo con la invencién mediante técnicas estandar, como se
muestra, en los esquemas de las Figuras 4 y 6. En el esquema mostrado en las Figuras 4 y 6, la etapa de formacion
de la sal es también una etapa de desproteccion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a métodos para usar los compuestos tensioactivos basados en espermidina.
Estos usos incluyen emplear los compuestos de la invencién para facilitar la transfeccion de polinucleétidos en
células en cultivo cuando es necesaria esta transferencia, por ejemplo, en estudios de expresion génica y
experimentos de control antisentido, entre otros. Los protocolos para la preparacion de estos polinucledtidos
moléculas antisentido son bien conocidos en la técnica (por ejemplo, Sambrook et al, Molecular Cloning: A
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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 pueden ser mezclados con los compuestos afiadidos a las células e incubados para permitir la
absorcion de polinucleétidos. Después de una incubacion adicional, las células pueden ser ensayadas en cuanto a la
disposicién fenotipica proporcionada por el DNA transfectado o los niveles de mRNA expresados por dicho DNA
pueden ser determinados mediante transferencia Northern o usando métodos de cuantificacion basados en PCR,
por ejemplo, el método Tagman® (Perkin Elmer, Connecticut, USA).

Los compuestos de la invencién ofrecen una mejora significativa, normalmente entre 3 y 6 veces, en la eficacia de la
absorcion celular de DNA en células en cultivo, en comparaciéon con compuestos de la técnica anterior. En el
protocolo de transfeccion, el compuesto tensioactivo de espermidina puede ser usado en combinacién con uno o
mas complementos para aumentar la eficacia de transfeccion. Estos complementos se pueden seleccionar, por
ejemplo:

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

(i) un reactivo complejante, por ejemplo, el reactivo PLUS disponible en el comercio (Life Technologies Inc.
Maryland, USA) o péptidos, como polilisina o péptidos de poliornitina o péptidos que comprenden principalmente,
pero no exclusivamente, aminoacidos basicos como lisina, ornitina y/o arginina (véase, por ejemplo, Henner, WD et
al (1973) J.Virol. 12(4) pag. 741-747). La lista anterior no esta previsto que sea exhaustiva y otros complementos
gue aumenten la eficacia de la transfeccién se considera que caen dentro del alcance de la invencion.

Todavia, otro aspecto de la invencion se refiere a métodos para efectuar el suministro de compuestos de farmacos
no basados en nucledtidos en células in vitro usando los compuestos de la invencién.

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

“Aminoacido” se refiere a iones dipolares (de iones hibridos) de la forma "HsNCH(R)CO.". Se diferencian por la
naturaleza del grupo R y cuando R es diferente de hidrégeno pueden ser también asimétricos, formando familias D y
L. Hay 20 aminoacidos que se producen de forma natural en los que el grupo R puede ser, por ejemplo, no polar
(por ejemplo, alanina, leucina, fenilalanina) o polar (por ejemplo, &cido glutamico, histidina, arginina y lisina). En el
caso de aminoéacidos no naturales, R puede ser cualquier grupo que no se encuentre en los aminoacidos que se
encuentran en la naturaleza.

“Polinucledtido” se refiere generalmente a cualquier polirribunucleétido o polidisoxirribonucleétido, que puede ser
RNA o DNA sin modificar o RNA o DNA modificados. “polinucleétidos” incluye, sin limitacion DNA de cadena Unica y
doble, DNA que es una mezcla de regiones de cadena Unica y doble, RNA de cadena Unica y doble y RNA que es
una mezcla de regiones de cadena Unica y doble, moléculas hibridas que comprenden DNA y RNA que pueden ser
de cadena uUnica, o mas normalmente, de cadena doble o una mezcla de regiones de cadena Unica y doble.
Ademas, “polinucledtido” se refiere a regiones de cadena triple que comprenden RNA o DNA o tanto RNA y DNA. El
término polinucledtido incluye también DNA’s O RNA’s Que contienen una o mas bases y DNA’'s O RNA’s con
cadenas principales modificadas por estabilidad o por otros motivos. Las bases “modificadas” incluyen, por ejemplo,
bases tritiladas y bases inusuales como inosina. Una diversidad de modificaciones han sido hechas para DNA y
RNA; por tanto, “polinucledtido” abarca formas modificadas de manera quimica, enzimatica o metabdlica de
polinucleétidos como los que se encuentran normalmente en la naturaleza, asi como las formas quimicas de DNA y
RnA caracteristicas de virus y células. “polinucleétido” abarca también polinucledtidos relativamente cortos,
denominados a menudo oligonucleotidos.

“Transfeccion” se refiere a la introducciéon de polinucleétidos en células en cultivo usando métodos que incluyen la
modificacién de la membrana celular por medios quimicos y fisicos. Estos métodos se describen, por ejemplo, en et
al, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spnng
Harbor, N. Y. (1989). Los polinucle6tidos pueden ser lineales o circulares, de cadena Unica o de cadena doble y
pueden incluir elementos que controlen la replicacién del polinucleétido o la expresion de genes homdélogos o
heterdlogos que pueden comprender parte del polinucledtido.

Una sal por adicion de acidos farmacéuticamente aceptable se puede formar mediante la reaccién de un compuesto
de féormula (I) con un &cido inorgénico u organico adecuado (como &cido bromhidrico, clorhidrico, sulfdrico, nitrico,
fosférico, succinico, maleico, férmico, acético, propionico, fumarico, citrico, tartarico, lactico, benzoico, salicilico,
glutdmico, aspartico, p-toluenosulfénico, trifluoroacético, bencenosulfénico, metanosulfonico, etanosulfénico,
naftalenosulfénico como 2-naftalenosulfénico o hexanoico), opcionalmente en un disolvente adecuado como un
disolvente organico, para proporcionar la sal que es habitualmente aislada, por ejemplo, por cristalizacion y filtracion.
Una sal por adicién de acidos farmacéuticamente aceptable de un compuesto de férmula (I) puede comprender o
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ser, por ejemplo, una sal de hidrobromuro, hidrocloruro, sulfato, fosfato, succinato, maleato, formiato, acetato,
propionato, fumarato, citrato, tartrato, lactato, benzoato, salicilato, glutamato, aspartato, p-toluenosulfonato,
trifluoroacetato, bencenosulfonato, metanosulfonato, etanosulfonato o naftalenosulfonato (por ejemplo, 2-
naftalenosulfonato o hexanoato.

La invencion 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 (l) pueden existir en formas estereoisbmeras. Se comprendera que la invencion
abarca todos lo isdbmeros geométricos y opticos de estos compuestos y sus mezclas, incluidos los racematos. Los
tautdmeros forman también un aspecto de la invencién.

La invencion se describira seguidamente por medio de los siguientes ejemplos. Los ejemplos no deben ser tomados
en modo alguno para limitar el alcance de la invencion.

Ejemplos

Descripcion 1: trifluoroacetato N*, N2-bis(trifluoroacetil)-espermidina (2).
H o
CFyn N A
:I-“'~].I»-’ NHMH CF,
0

A una solucién de espermidina 1 (m =4, m=3; 9,70 g, 66,8 mmol) en CH3Cl (150 ml) se afiadié trifluoroacetato de
etilo (39,8 ml, 330 mmol) y agua (2,8 ml, 18 mmol). La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante 18 h,
seguidamente se dej6 enfriar a temperatura ambiente y el disolvente se evaporé a vacio. El sdlido residual se triturd
CH2CL; (2 x 150 ml) para proporcionar la bis(trifluoroacetamida) 2 en forma de un soélido blanco (28,9 g).

LC-MS (ESI): tg = 1,10 min (m/z = 338,1 [M+H]").
Descripcion 2: N4-(terc-butoxicarbonil)-Nl,Ng-bis(trifluoroacetil)-espermidina 3)

or N 2
3“-"' NNMH CF,

0 A

'Bu0" 0

Se afiadieron diisopropiletilamina (16,7 ml, 95,7 mmol) y una solucién de bicarbonato de di-terc-butilo (14,63 g, 67,0
mmol) en THF (100 ml) a una solucién de trifluoroacetato de Nl,NB-bis(triquoroacetiI) espermidina 2 (28,8 g, 63,8
mmol) en THF (280 ml) bajo una atmdésfera de nitrégeno. Después de 18 h a t.a. (temperatura ambiente), el
disolvente se evaporé a vacio y se afiadiéo EtOAc (700 ml). La solucion se lavo sucesivamente con NaHCO3 al 5% (2
x 150 ml), salmuera (150 ml), KHSO4 al 5% (2 x 150 ml) y salmuera (2 x 150 ml), se secé sobre Na,SO, y se
evaporé para proporcionar carbamato de Boc 3 en forma de un sélido blanco (28,0 g). LC-MS (ESI): tr = 4,09 min
(m/z = 438,3 [M+H]").

Descripcion 3: N4-(terc-butoxicarboniI)-espermidina (4)
'Bu0"T0

Se afiadié solucién acuosa de de hidréxido de sodio (280 ml x 0,5 M) a 10°C con agitacion a una solucién de N*-
(terc-butoxicarboniI)-Nl,Ns-bis(trifluoroacetil) espermidina (28,0 g, 64,0 mmol en metanol (400 ml). El bafio de
enfriamiento se retird y la mezcla se agité durante 18 h cuando el metanol se evapor6é a vacio. La suspensién
acuosa resultante se extrajo con [9:1] de CHCIl3-MeOH (5 x 300 ml y los extractos organicos combinados se secaron
(Na2S0.) y se evaporaron a vacio para dejar la amina 4 en forma de un aceite incoloro (15,5 g).

LC-MS (ESI): tg = 0,56 min (m/z = 246,2 [M+H]").

Descripcion 4: trifluoroacetato de N1,N8-dioleil-espermidina (6; R =oleino)
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Una solucion de éster de N-hidroxisuccinimida de &cido oleico (2,10 g, 5,40 mmol) disuelto en THF (90 ml) y una
solucion de carbonato de potasio (890 mg, 6,40 mmol) en agua (14 ml) se afiadieron a una solucion de N4-(terc-
butiloxicarbonil)-espermidina 4 (632 mg, 2,58 mmol) en THF (90 ml). La mezcla resultante se agit6 a t.a. durante 16
h y seguidamente se concentr6 a vacio. El residuo se disolvié en CHCI3 (300 ml), se lavé con &cido citrico acuoso al
5 % (50 ml) y salmuera (2 x 50 ml), seguidamente se sec6 (Na;S0O.) y se concentrd a vacio. El aceite resultante se
purific6 mediante cromatografia rapida eluyendo con hexano-EtOAc [75:25] seguido de hexano-EtOAc [75:25] para
proporcionar el carbamato de Boc 5 intermedio en forma de un aceite marron. El aceite se disolvié en CH,Cl» (6,0
ml), se enfrié a 0°C y se traté con &cido trifluoroacético (6,0 ml). La mezcla resultante se dejé calentar lentamente a
t.a. y se agité durante 1,5 h adicional. El disolvente se separé bajo presion reducida y el residuo se evaporo
conjuntamente con dietil-éter para proporcionar la sal de trifluoroacetato 6 en forma de un soélido blanco (1,94 g). LC-
MS (ESI): tr = 19,3 min (m/z =674,6564 [M+H]", 100%); HRMS (ESI) m/z calculado: (Cs4H107Ns=4) 674,6564,
encontrado 674,6564 [M+H]").

Descripcion 5: trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoro-N-{3-[3-(2,2,2-trifluoroacetilamino)-propilamino]propil}-acetamida (7)
Q o]
Fh F

Se afiadio trifluoroacetato de etilo (27,0 g, 190 mmol) a una solucién de N*-(3-aminopropil)propano-1,3-diamina (m =
3, 5,00 g, 38,2 mmol) en [99:1] de acetonitrilo:agua (150 ml) y la mezcla se calent6 a reflujo con agitacion durante 3
h . Después de enfriar a t.a. se afiadio (CH»Cl, (50 ml) y el precipitado resultante se recogio y se lavo con CH,Cl;, (50
ml) para proporcionar la sal de trifluoroacetato 7 en forma de un polvo blanco (16,6 g).

LC-MS (ESI): tg = 2,05 min (m/z = 323,0 [M+H]").

Descripcion 6: éster etilico de acido {bis-[3-(2,2,2-trifluoroacetilamino)]-amino}acético (8)

O O
F
FQI)LNMHMNJYF
F H 0 HFEg
OEt

Se afiadié bromoacetato de etilo (7,30, 43,7 mmol) a una solucion de isopropiletilamina (15,0 g, 86,3 mmol) y la sal
de trifluoroacetato 8 (15,0 g, 34,5 mmol) en acetonitrilo anhidro (150 ml). La mezcla resultante se agit6 a t.a. durante
18 h y seguidamente se concentré a vacio. El residuo obtenido se diluy6é con agua (100 ml) y se extrajo con CH,Cl»
(2 x 60 ml). Los extractos organicos combinados se secaron (NaSO4 y se evaporaron a vacio para proporcionar el
éster etilico 8 en forma de un aceite amarillo palido (14,1 g) .

LC-MS (ESI): tg = 3,0 min (m/z = 410 [M+H]").

Descripcion 7: acido bis-(3-terc-butoxicarbonilamino-propil)-amino]-acético (9)

(a] O
'‘BuO” N N N ~OBu
H H

o
OH
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Una mezcla de éster etilico 8 (14,1 g, 34,5 mmol), hidroxido de sodio (6,0 g, 40,0 mmol) agua (35 ml) y etanol (175
ml) se agit6é a t.a. durante 20 h. Se afiadié anhidrido Boc (15,1 g, 68,8 mmol) y se continué la agitacién durante 3 h
adicionales antes de que la mezcla se ajustara a pH neutro afiadiendo acido clorhidrico al 10%. Se afiadié agua (100
ml) y la solucién se extrajo con CH2Cl, (4 x 50 ml). Los extractos organicos combinados (Na»;SQO,) y se concentraron
a vacio para dejar el acido carboxilico 9 en forma de un polvo blanco (3,5 g).

LC-MS (ESI): tr = 3,5 min (m/z = 390,3 [M+H]").
Descripcion 8: sal de potasio de dicianoacetato de metilo (11)

MeO. 0K

T

NC™ "CN

Una solucién de malonitrilo (4,00 g, 60,6 mmol y cloroformiato de metilo (4,95 ml, 64,2 mmol) en THF (9,0 ml) se
afadié durante 0,5 h a una solucién en agitacién de hidroxido de potasio (6,80 g, 121 mmol) en agua (6,0 ml)
manteniendo la temperatura por debajo de 40°C. La mezcla se agité a t.a. durante 2 h adicionales y el precipitado
resultante se recogi6 por filtraciéon y se lavéd en primer lugar con agua fria (10 ml) y seguidamente etanol (10 ml) para
proporcionar la sal de potasio 11 en forma de un sélido blanco (3,31 g).

"H-RMN (D20): 81 3,58 (s, 3H).

Descripcion 9: bis-hidrocloruro de 3-amino-2-(aminometil)-propionato de metilo (2)

MeD .0
2HCI

HN  NH,

Una suspension en agitacion de 10% de paladio en carbono (2,0 g) en una solucidon de la sal de sodio de
dicianoacetato de metilo (1,00 g, 6,20 mmol) en metanol (100 ml) que contenia acido clorhidrico concentrado (32%,
2,0 ml) se hidrogend a 5 bares y t.a. durante 24 h. El catalizador se separo por filtracion y el disolvente se evaporé a
vacio. El residuo se traté con metanol (50 ml) y el cloruro de sodio precipitado se separ6 por filtracion. La solucién se
concentré hasta un volumen bajo a vacio y seguidamente se afiadié EtOAc para precipitar el bis-hidrocloruro 12 en
forma de un soélido blanco apagado (1,20 g).

*H-RMN (d® DMSO): & 8,40 (s ancho, 6H, 3,65 (s, 3H), 3,25 (m, 1H), 3,15 (m, 4H).

Descripcion 10: éster metilico de acido 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(terc-butoxicarbonilamino-metil)propionico

MeC. O

BocHN NHBoc

Se afiadié anhidrido de Boc (0,62 g, 2,83 mmol) a una solucién en agitacion de isopropiletilamina (0,95 ml, 5,40
mmol) y el bis-hidrocloruro 12 (255 mg, 1,35 mmol) en DMF (8,0 ml). Después de agitar durante 18 h a t.a. los
sélidos precipitados se separaron por filtracién y el filtrado se evapord a vacio. El aceite residual se disolvié en
EtOAc (30 ml) seguidamente se lavé con agua (2 x 5 ml), se secé (Na,S0O.) y se evapord a vacio para proporcionar
el carbamato de bis-Boc 13 en forma de un aceite incoloro viscoso (430 mg).

"H-RMN (CDCls): 84 5,20 (2 ancho, 2H), 3,68 (s, 3H), 3,55 (m, 2H), 3,20 (m, 2H), 2,73 (m, 1H), 1,42 (2, 18H).
Descripcion 11: 4cido 3-(terc-butoxicarbonilamino)-2-(terc-butoxicarbonilamino-metil)propiénico (14)

HO .0

BocHN NHBoc
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Se afiadié hidréxido de sodio 2M acuoso (2,48 ml, 4,96 mmol) a una solucion en agitacion del éster metilico 13 80,41
g, 1,24 mmol) en THF (7,5 ml) y la mezcla se agité a t.a durante 24 h. Se afiadi6 agua (15 ml) y la solucién se
acidificé con acido citrico acuoso al 5%. La mezcla se extrajo con CHCI; (3 x 25 ml) y los extractos organicos
combinados se lavaron con salmuera (30 ml) se secaron (Na>SO,) y se evaporaron a vacio para dejar el acido 14 en
forma de un aceite viscoso incoloro (280 mg).

"H-RMN (d® DMSO0): 812,22 (s ancho, 1H), 6,70 (s ancho, 2H); 3,05 (m, 4H), 2,50 (m, 1H), 1,35 (s, 18H).
Descripcién 12: (Boc): Lys.(‘BuO) SerOH.

Una solucién de bis-Boc-L-lisina-N-hidroxisuccinimida (2,54 g, 5,72 mmol) en THF (60,0 ml) se afiadi6 a una mezcla
en agitacion de L-serina-terc-butil-éter (1,02 g, 6,30 mmol) y carbonato de potasio (1,03 g, 7,44 mmol) en agua (12,0
ml). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 18 h y seguidamente se concentré a vacio. El residuo se
diluyé con CHCI3 (140 ml) y agua (140 ml) y se ajust6 a pH 2 con acido clorhidrico 1N. La capa organica se separo y
la fase acuosa se extrajo con CHCI; (2 x 140 ml). Las fases organicas combinadas se secaron (Na;SO.) y
seguidamente se evaporaron a vacio para proporcionar el dipéptido en forma de una espuma blanca (2,84 g).

LC-MS (ESI): tr = 3,80 min (m/z =490,3 [M+H]").
Procedimiento general para preparar N*,N3-dioleil-N*-(Aa)-espermidina (16)

El aminoé&cido protegido en N-terminal ((Aa)«-(PG)y: 1,1 eq.), HCTU (1,1 eq.), y diisopropiletilamina (3,2 eq.) se
afadieron a una solucion de trifluoroacetato de N1,N8-dioleil-espermidina 6 en DMF (60 mM). La mezcla se agit6 a
t.a bajo N2 durante 18 h cuando se afiadio un volumen igual de EtOAc. La mezcla organica se lavo sucesivamente
con solucion acuosa al 5% de KHSO4 (3 x), solucién acuosa al 5% de K»COs (3 x) y salmuera (1 x) seguidamente se
seco (NazS0.) y se concentrd a vacio. El residuo se disolvié en EtOAc (10 mM) y se afiadié un volumen igual de Hcl
5,0 M en EtOAc. La reaccion se agitd a t.a. durante 2 h y seguidamente se concentré a vacio y el residuo se triturd
con dietil-éter para proporcionar un sélido blanco amorfo que se purific6 mediante RP-HPLC dirigida a MS (C-18, 5
pum; eluyente A: agua + acido férmico al 0,1%, eluyente B: MeCN:agua [95:5]+ &cido formico al 0,1%; caudal: 40
ml/min; detector (ESI-MS); método: 5-30% de B en A durante 15 minutos). La fraccién que contenia el producto se
evaporé y el residuo se disolvi6 en metanol y se tratd6 con HCI 2,0 M en dietil-éter. Después de 10 minutos, el
disolvente se separ6 a vacio y el residuo se liofilizé para proporcionar el hidrocloruro de tensioactivo 16 en forma de
un sélido blanco.

Ejemplo 1: Aa = L-Dap.

LC-MS (ESI): tr = 7,50 min (m/z = 674,6 [M-Dap]" (100%), 760,7 [M+H]+ (20%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CasHooNs03)
760,7044, encontrado 760,7028 [M+H]+.

Ejemplo 2: Aa = L-Dab.

10
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0
HzNj?_ s
o o " S = vl o

Q

LC-MS (ESI): tr = 6,70 min (m/z = 774,7 [M+H]" (50%)); HRMS (ESI) m/z calc. (C47Ho2Ns03) 774,7200, encontrado
774,7197 [M+H]".

Ejemplo 3: Aa = L-Orn.

LC-MS (ESI): tr = 6,64 min (m/z = 788,7 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (C4gHeaNsO3) 788,7357, encontrado
788,7350 [M+H]".

Ejemplo 4: Aa = L-Lys.
Q
n =t
D #_
N

H,N—Zh ‘—\_\
T,
H,N 2HCI o 8 7
10 LC-MS (ESI): tr = 6,68 min (m/z = 802,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CasHesNsO3) 802,7513, encontrado
802,7517 [M+H]".

Ejemplo 5: Aa = D-Lys.
0
=t
o /—/_

H,N N\_\ﬁﬂﬂw

H,N .2HCI o

LC-MS (ESI): tr = 6,78 min (m/z = 802,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CasHesNsO3) 802,7513, encontrado
15  802,7524 [M+H]".

Ejemplo 6: Aa = L-Ser.

11
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LC-MS (ESI): tr = 18,41 min (m/z = 761,7 [M+H]" (100%)): HRMS (ESI) m/z calc. (CasHssN4Os) 761,6884,
encontrado 761,6888 [M+H]".

Ejemplo 7: Aa =L-Ser-L-Lyx.

o
M o ’_/— NH%

H_}_N
2ZHCI 3 LD\”—\—‘NH
o At

5 Q

LC-MS (ESI): tr = 14,89 min (m/z = 889,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CszH10:NsOs) 889,7833,
encontrado 889,7829 [M+H]".

Ejemplo 8: Aa = L-Ser-D-Lys.

HN o ,_/—NHM\’H‘F'E"'}?
e ”\—\_\

2HC! 4 =—OH
H.N MNH =

2 ] 7
o

10  LC-MS (ESI): tr = 14,94 min (m/z = 889,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CszH10iNsOs) 889,7833,
encontrado 889,7842 [M+H]".

Ejemplo 9: Aa = (14).
o)
NH!L*‘HFH‘,
o ~

N
HINH.‘,N ‘_\_\NH{W
& 7

.2HCI 0
LC-MS (ESI): tr = 6,33 mm (m/z = 774,7 [M+H]" (100%)).

15 Ejemplo 10: Aa = (9).

12
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Una solucién del acido bis-Boc-carboxilico 9 (660 mg, 1,68 mmol) en CH2Cl, (15 ml) que contenia TBTU (530 mg,
1,68 mmol) y diisopropiletilamina (1,5 ml, 8,40 mmol) se afiadié a bis(trifluoroacetato) de N1,N8-dioleil-es‘permidina 6
(1,00 g, 1,40 mmol). La mezcla se agité a t.a. durante 18 h, seguidamente se concentré a vacio y el residuo se
recogié en CH,CI, (100 ml) y se lavé sucesivamente con solucién acuosa al 5% de KHSO4 (25 ml), solucién acuosa
al 5% de K;SOs3 (2 x 25 ml) y salmuera (50 ml). La fase organica se sec6 (Na>SQ.) y se evapor6 a vacio para dejar
un aceite que se purific6 mediante cromatografia de columna (gel de silice, eluyendo con una mezcla de CHCls-
MeOH [90:10] para proporcionar el bis-Boc-carbamato intermedio en forma de una goma incolora. La goma se
disolvié en CHxCl, (25 ml) y se tratd con HCI 5 M en EtOAc (10 ml). La mezcla resultante se agit6 a t.a. durante 2 h
cuando el sdlido precipitado se recogid por filtracion, se lavd con dietil-éter anhidro y se secé a vacio para
proporcionar el ejemplo 10 en forma de un polvo blanco.

LC-MS (ESI): tr = 12,65 mi (m/z = 845,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calculado (CsiH10:NsO3) 845,7935
encontrado 845,7938 [M+H]".

Procedimiento general para preparar N*,N2-dioleil-N*-[(14)-Aa]-espermidina (20)

Se afiadieron el &cido protegido en N-terminal (2,6 eq.), HCTU (2,6 eq.) y DIEA (7,5 eq.) a una solucién del ejemplo
9 en DMF (80 mM). La mezcla se agit6 a t.a. bajo N, durante 18 h y seguidamente se afiadié un volumen igual de
EtOAc. La mezcla orgéanica se lavo sucesivamente con soluciéon acuosa al 5% de KHSO4 (3 x), solucién acuosa al
5% de K2S03 (3 x) y salmuera (1 x) seguidamente se secO (Na>SO,) y se concentrd a vacio. El residuo se disolvio
en EtOAc (10 mM) y se afiadié un volumen igual de HCI en EtOAC. La reaccion se agité a t.a durante 2 h'y
seguidamente se concentro a vacio y el residuo se triturd con dietil-éter para proporcionar un sélido blanco amorfo
gue se purificd6 mediante RP-HPLC dirigida a MS preparativa (100-18, 5 um; eluyente A: agua + acido formico al
0,1%, eluyente B: MnSN: agua [95:5] + &cido férmico al 0,1%; caudal: 40 ml/min; detector (ESI-MS); método:30-505
de B en A durante 15 min). La fraccion que contenia el producto se evapor0 y el residuo se disolvié en metanol y se
traté con HCI 2,0 M en dietil-éter. Después de 10 min, el disolvente se separd a vacio y el residuo se liofilizo para
proporcionar la sal de hidrocloruro 20 en forma de un sélido blanco.

Ejemplo 11: Aa = L-Dab.

LC-MS (ESI): tg = 12,65 min (m/z = 974,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CssH0sNeOs) 974,8473,
encontrado 974,8473 [M+H]".

Ejemplo 12: Aa = L-Lys.

13
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LC-MS (ESI): tr = 12,47 min (m/z = 1030,9 [M+H]* (100%));: HRMS (ESI) m/z calc. (CsoH116NgOs) 1030,9099,
encontrado 1030,9108 [M+H]".

Ejemplo 13: Aa

H:H
e L=ty
OH MH —
HN ﬁ{n /—/_
M M
O
AHCI 0 \ﬂﬁNH
N VR v P S A
H,N H—}—H 8 ’
Y

% Q

LC-MS (ESI): tg = 12,46 min (m/z = 603,0 [M+2H]*" (100%), 1205,0 [M+H]" (85%)); HRMS (ESI) m/z calc.
(CesleeNllog) 1204,9740, encontrado 1204,9755 [M+H]+.

Procedimiento general para preparar N*,N2-dioleil-N*-[(9)-Aa]-espermidina (20)

El ejemplo 10 de hidrocloruro de amina (Aa = 9) (1,0 eq.) se afiadié a t.a. a una solucién en agitacion del aminoacido

10 protegido en N terminal ((Aa)x(PG)y; 2,2 eq.), hidrocloruro de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (2,2 eq.) y
diisopropiletilamina (6,0 eq.) en CHal, (aproximadamente 20 mM). Después de 18 h, la mezcla de reaccion se
concentré a vacio y el residuo se disolvié en CH2Cl, y se lavd sucesivamente con agua, solucion acuosa al 5% de
K>CO3 y salmuera. La fase organica se seco (Na;SO.) y se concentré a vacio para dejar un aceite que se purifico
mediante cromatografia de columna (gel de silice) eluyendo con una mezcla de MeOH: CHCI; [97:3] que contenia

15 0,2% de trietilamina para proporcionar el carbamato intermedio 19 en forma de una goma incolora. La goma se
disolvié en HCI 5M en EtOAc (5 mm) y la solucién resultante se agité a t.a. durante 2 h. El sdlido precipitado se
recogié por filtracién, se lavo con dietil-éter anhidro y se secé a vacio para proporcionar la sal de hidrocloruro 20 en
forma de un polvo blanco.

Ejemplo 14
o
- ,NH: . N~ h=th
s N\ﬂ_\
an B N _
zN. SHCI H [ 7
20 HN=" O ©

LC-MS (ESI): tr = 12,65 min (m/z = 1017,9 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (Cs7H113N100s) 1017,8895,

14
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encontrado 1017,8915 [M+H]".

Ejemplo 15: Aa = L-Dab.

Q
Qo
;)—{H_\_‘ o it
N)* \_\h\
H’"\_f_/_/ SHCI ﬂYH?H?
~ 0 °
H;N

LC-MS (ESI): tr = 12,04 min (m/z = 1045,9 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CssH117N100s) 1045,9208,
5  encontrado 1045,9229 [M+H]".

Ejemplo 16: Aa = L-Lys.
H,N

\_\_)—(D o ,_/-—N‘J\M

H,N

LC-MS (ESI): tr = 11,81 min (m/z = 1101,9 [M+H]" (80%)); HRMS (ESI) m/z calc. (Ce3Hi125N100s) 1101,9834,
encontrado 1101,9818 [M+H]".

10 Ejemplo 17: Aa = D-Lys
HMN
\-_\_1. 0 9
Rt . Nt h=th
H
_\—\H_)—N
T

8]

HC1 H a‘_h 7

HN

LC-MS (ESI): tr = 11,94 min (m/z = 1101,9 [M+H]* (80%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CesH12sN100s) 1101,9834,
encontrado 1101,9835 [M+H]".

Ejemplo 18: Aa = L-Ser.

15
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"N ¢

Hzﬂ
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o
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{

AHCI H & T
HO—

LC-MS (ESI): tr = 13,25 min (m/z = 1019,8 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (C57H111NgO;) 1019,8576,
encontrado 1019,8560 [M+H]".

Ejemplo 19: Aa = L-Ser-L-Lys.

RSN o

R oo
o N’J\M
o }NJ H

2
ZI

SHCI N ‘—~H
o S—ﬁ_/_, HD s 7

NH,

Iz
o

5 HN

LC-MS (ESI): tr = 11,91 min (m/z = 1276,0 [M+H]" (100%), HRMS (ESI) m/z calc. (CeoH13sN1200) 1276,0475,
encontrado 1276,0447 [M+H]".

Ejemplo 20: Aa = (9).

H,N,

) o

H,N —\ﬁ 0 N
H _/_/ﬂ—}_\—\_\ﬂw
~

H,N

(o]

-THCI

J\z: Iz

10 LC-MS (ESI): tr = 11,66 min (m/z = 1188,0 [M+H]" (100%)); HRMS (ESI) m/z calc. (CerH13sN120s) 1188,0678,
encontrado 1188,0686 [M+H]".

Ejemplo 21. Transfeccion de plasmido recombinante que expresa GFB en células usando compuestos tensioactivos
basados en espermidina

Se realizaron estudios de transfecciéon usando las lineas celulares adherentes CHO-K1, células Caco-2, células

15 HepG2 y células Ishikawa. El medio completo consistia en F12 (para CH-K1) EMEM (para Caco-2) y DMEM (fpara
HepG2, Ishikawa) complementado con 10% v/v de suero bovino fetal y 1 X N-glutamina. Todos los medios y
complementos se obtuvieron de la empresa Life Technologies.
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Transfeccion génica in vitro

Se sembraron células en placas de 96 pocillos (Costar) tratadas con cultivo de tejidos 16-18 horas antes de la
transfeccién a una densidad aproximada de 2 x 10* células/pocillo. Se preparé una solucién de plasmido de 0,025
pg/ul en Optimem. El plasmido usado fue pCMV-eGFP obtenido de la empresa Clontech. El compuesto tensioactivo
de espermidina se disolvié en Optimem en forma de un concentrado 10 x con el fin de conseguir una concentracién
final de 20, 10, 5y 2,5 pg/ml en la mezcla de reaccion final. Se mezclaron 10 pl del compuesto tensioactivo de
espermidina con 10 pul del plasmido para cada pocillo. EI complejo se incub6 a temperatura ambiente durante 10
minutos. El medio se retiré de las células en la placa y se lavaron una vez con 10 ul de PBS. Se afiadié el complejo
(20 ul) a cada pocillo y seguidamente se afiadieron 80 ul de Optimem (exento de suero) o me dio en crecimiento
(suero) para preparar un volumen final de 100 ul. En el protocolo exento de suero, la placa se incubé seguidamente
durante 6 horas a 37°C y seguidamente el medio se retiré y se afiadi6 medio completo de nueva aportacion a cada
pocillo y la incubacién se continué durante 18 horas adicionales. En el protocolo con suero, la placa se incubo
durante 24 h a 37°C.

Se realizaron ensayos de genes reporteros segun las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics). EI medio se
retird de la placa y las células se lavaron una vez con 100 pl de PBS. Seguidamente se afiadieron a cada pocillo 100
pl de tampén de lisis reportero (HEPES 50 mM, pH 7,5, EDTA 2mM, 0,05% de Triton x 100, DTT 2mM). La placa se
coloco seguidamente a -80°C durante 15 minutos y posteriormente se permitio que se descongelara a temperatura
ambiente. Seguidamente se midi6 la fluorescencia usando un lector de placas estandar (Tecan Ultra, Tecan) con
una longitud de onda de excitacion de 485 nm y una longitud de onda de emisién de 520 nm.

La Figura 7 muestra la expresion de GFP en células Caco-2 que han sido transfectadas por medio del compuesto de
los ejemplos 5, 3, 8, 7y 10.

La Figura 8 muestra la expresion de GFP en células HEPG2 que han sido transfectadas por medio del compuesto
de los ejemplos 5, 3, 8, 7y 18.

La Figura 9 muestra la transfeccién de GFP en células Ishikawa que han sido transfectadas por medio del
compuesto de los ejemplos 5, 3, 8, 7, 14, 18 y 10.

La Figura 10 muestra la expresion de GFP en células CHO-K1 que han sido transfectadas por medio de los
ejemplos 5, 3, 7y 18.

Ejemplo 22. Transfeccion de siRNA en células usando compuestos tensioactivos basados en espermidina

Se realizaron estudios de fulminacion usando las lineas de células adherentes Ishikawa y MCF7. El medio completo
consistia en medio de DMEM complementado con 10% v/v de suero bovino fetal y 1 x L-glutamina. Todos los
medios y complementos fueron obtenidos de la empresa Life Technologies.

Transfecciéon de siRNA in vitro

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos (Costar) tratadas con cultivo de tejidos 16-18 horas antes de
la transfeccion a una densidad aproximada de 2 x 10* células/pocillo. Se prepar6 una solucién 1 pM de siRNA (JNK1
dirigidas a diana o testigo no dirigido a diana) adquirida de la empresa Dharmacon en Optimem. El lipido Gemini se
disolvié en Optimem en forma de un concentrado 10 x con el fin de conseguir una concentracion final de 5 pg/ml en
la mezcla de reaccion final. Se usé el reactivo comercial lipofectamina 2000 a una concentracion final de 2,5 pg/ml,
siLentFect a 1 pg/ml y X-tremeGene a 0.5 pl/pocillo. Se mezclé una muestra de 10 pl del lipido Gemini (comercial)
con 10 pl de siRNA para cada pocillo. EI complejo se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. El medio
se retird de las células en la placa y se lavaron una vez con 100 pl de PBS. Se afiadié el complejo (20 pl) a cada
pocillo y se afiadieron 80 pl de medio en crecimiento para preparar un volumen final de 100 pl y la placa se incub6
durante 24 h a 37°C. En este momento las células se lavaron una vez usando 100 pl de PBS y seguidamente fueron
lisadas en 100 pl de tampodn de lisis de RNA (Promega). Se llevd a cabo un ensayo de RT-PCR cuantitativo
estandar (Tacman) para determinar la abundancia relativa de JNK1 en comparacion con el gen de alojamiento
GAPDH en células dirigidas a diana JNK1 siRNA y células no dirigidas a diana. El grado de fulminacién se expres6
como una relacién de copias tratadas (JNK1) de JNK1 respecto a copias testigos (no dirigidas a diana) de JNK1.

La Figura 11 muestra la fulminacién de JNK1 en células MCF-7 que han sido transfectadas por medio del compuesto
de los ejemplos 10, 5y 3.

La Figura 12 muestra la fulminacion de JNK1 en células Ishikawa que han sido transfectadas por medio del
compuesto de los Ejemplos 10, 5y 3.

Breve descripcion de los dibujos
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La Figura 1 muestra un esquema general para la sintesis del grupo protegido (Aa) 6 Util en la sintesis de molécula
de la invencion.

La Figura 2 muestra un esquema general para la sintesis de un grupo protegido (Aa) 9 util en la sintesis de
moléculas de la invencion.

La Figura 3 muestra el esquema general para la sintesis de intermedio avanzado 14 util en la sintesis de moléculas
de la invencion.

La Figura 4 muestra un esquema general para la sintesis de moléculas segln una realizacion general de la
invencion.

La Figura 5 muestra un esquema general para la sintesis de moléculas segun una realizacion general adicional de la
invencion.

La Figura 6 muestra un esquema general para la sintesis de moléculas segun una realizacién general adicional de la
invencion.

La Figura 7 muestra la expresion de GFP en células Caco-2 que han sido transfectadas por medio del compuesto de
los ejemplos 5, 3, 8, 7 y 10. Las concentraciones de los compuestos de los ejemplos se proporciona en pg/ml. LP2K
indica lipofectamina 2000®.

La Figura 8 muestra la expresion de GFP en células HepG2 que han sido transfectadas por medio del compuesto de
los Ejemplos 5, 3, 8, 7 y 18. Las concentraciones de los compuestos del Ejemplo se proporciona en pg/ml. LP2K
indica lipofectamina 2000®.

La Figura 9 muestra la expresion de GFP en células Ishikawa que han sido transfectadas por medio de los
compuestos de los ejemplos 5, 3, 8, 7, 14, 18 y 10. Las concentraciones de los compuesto de los ejemplos se
proporcionan en pg/ml. LP2K indica lipofectamina 2000 ®.

La Figura 10 muestra la expresion de GFP en células CHO-K1 que han sido transfectadas por medio del compuesto
de los ejemplos 5, 3, 7 y 18. Las concentraciones de los compuestos de los ejemplos se proporciona en pg/ml.
LP2K indica lipofectamina 2000®.

La Figura 11 muestra la fulminacion de JNK1 en células MCF-7 que han sido transfectadas por medio del compuesto
de los ejemplos 10, 5y 3. L2K indica lipofectamina 2000®.

La Figura 12 muestra la fulminacién de JNK1 en células Ishikawa que han sido transfectadas por medio de
compuestos de los ejemplos 10, 5y 3. L2K indica lipofectamina 2000®.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la estructura general de formula (1):

R,—H—HN—- (CH,), —N —(CH,),— NH T R,
0 ,!, 0

n

enlaqueY es:

(Aa)x o un grupo de férmula (11)

o
:CH,',I,
{A2),— HN—(CH,)— :il-: ~[— (CH,),— NH ~—{ﬂ~a:'.]t_
(CH,),
NH

o

m

en la cual

R:1 ¥y Rz, que pueden ser iguales o diferentes, son una cadena de hidrocarburo saturado o insaturado, lineal o

ramificado, de hasta 24 atomos de carbono;
mes1alo;

neslalo;

(Aa)x, que puede ser igual o diferente en cada aparicion, es x aminoacidos seleccionados entre el grupo que
consiste en [H2N(CH>)3]oN(CH2)CO2H, (H2NCH,),CHCO,H y enantiémeros L o D de Ser, Lys, Orn, Dab y Dap,

conectados de una manera lineal o ramificada;

X que puede ser igual o diferente en cada aparicién, es 1 a 6;
pes0Oaé6;

geslaé;

reslaé;

seslaé;

zes0061;

X es N, CH o C con la condicion de que cuando X es N, zes 0 6 1; cuando X es CH, zes 0y cuando X es C, z es 1;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
2. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que m es 3 a 6.

3. Un compuesto segun la reivindicacién 1 6 2, enelque nes 3 a 6.
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4. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que x es 1.
5. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que Y es (Aa)x

6. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que Y es un grupo de formula (1)

o
(CH),
(Aa),—HN—({CH,),~— :!c —{— (CH,),— NH -—-—{Aa'_i:]

r z
(CH,),

MNH

{Aal),

en la cual

X, que puede ser igual o diferente en cada aparicién, es 1 a 6;

pesOaé6;

geslaé;

reslaé;

seslaé;

zes001;

Xes N, CH o C, con la condicion de que cuando X es N, zes 0 6 1; cuando X es CH, zes 0y cuando Xes C, zes 1.
7. Un compuesto segun la reivindicacién 6, en el que p es 1.

8. Un compuesto segun la reivindicacion 6 6 7, en el queres 1 6 3.

9. Un compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que ses 1 6 3.
10. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, enel que ges 1 6 3.

11. Un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la cadena de hidrocarburo lineal o
ramificado, saturado o insaturado de R; o R, de hasta 24 a&tomos de carbono tiene 12 o mas atomos de carbono.

12. Un compuesto seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la cadena de hidrocarburo lineal o
ramificado, saturado o insaturado de R; 0 R» de hasta 24 4tomos de carbono se selecciona entre:

-(CH2)10CH3
-(CH2)12CH3
-(CH2)14CH3
-(CH2)16CH3
-(CH)18CH3
-(CH2)20CH3

-(CH2)20CH3-(CH>)7CH=CH(CH>)7CH3 mezcla natural
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-(CH2)7CH=CH(CH,)sCH3z mezcla natural
-(CH2)7CH=CH(CH,)sCHjs Cis
-(CH2)7CH=CH(CH);CHjs Cis
-(CH2)7CH=CH(CH_)sCHs Trans

5 -(CH2)7CH=CH(CH),CHs Trans
-(CH2)7CH=CHCH,CH=CH(CH)4CH3
~(CH2)7(CH=CHCH_)3CH3
-(CH2)sCH=CH(CH,CH=CH)3(CH2)4CH3
-(CH2)7CHCH(CHz),CH3

10 ~(CH2);CHCH(CHz);CH3 -CH,CH(CHs) [CH2CH2CH2CH( CH3)] 5CHs

0 -(CH2)22CHg,

13. El compuesto de formula:

14. El compuesto de formula:

15 H,N

15. El compuesto de formula:

16. El compuesto de formula:
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0

H/_/—NH"\{’M

H,N _n?_
.zr\;\_\—gn Ln:\—\
HN O NH

0O

17. El uso de un compuesto como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, para hacer posible la
transfeccién de DNA o RNA o sus analogos en una célula eucariotica o procariética in vitro.

18. El uso de un compuesto segun la reivindicacion 17, en el que el compuesto es usado en combinaciéon con uno o
méas complementos seleccionados entre el grupo que consiste en:

(i) un portador neutro, o
(i) un reactivo complejante.

19. El uso de un compuesto segun la reivindicacion 18, en el que el portador neutro es dioleil-fosfatidiletanolamina
(DOPE).

20. El uso segun la reivindicacion 18 6 19, en el que el reactivo complejante es un péptido que comprende
principalmente aminoacidos basicos.

21. El uso segun la reivindicacion 18 6 19, en el que el reactivo complejante es un péptido que consiste en
aminoécidos bésicos.

22. El uso segun la reivindicacion 20 6 21, en el que los amino&cidos bésicos se seleccionan entre lisina y arginina.
23. El uso segun la reivindicacion 21, en el que el péptido es polilisina o poliornitina.

24. El uso de un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, para facilitar la adhesion de células en
cultivo unas a otras o a una superficie sélida o semi-solida.
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Figura 1

HyN— (CH,),— NH— (CH,), — NH,
1

a
TFA
CFy— HN — (CHy);— NH —(CH,),— NH——CF,
o a o
b

CF— HN— (CH,),— N —(CH,),—NH——CF,
0 n% o
OBu
3

HyN— {CH,),,—N —(CH,), = NH,
o)
O'Bu

4

R——HN — (CH,),—N —(CH,),—NH——R
0 0:{ 0

OBu
5
e
-TFA
R——HN— (CHy)y,— NH—(CH,), — NH——R
O 6 n]

Reactivos y condiciones: a) CF3COEt, H,O, MeCN, reflujo; b) Boc,0, iPerEt, THF, t.a.; ¢) NaOH-H,O, MeOH,
10°C, t.a.; d) RCO2NSuc, K,CO3, THF, H20, t.a.; €) CF3CO2H, CHCI;, t.a.
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Figura 2

HN=— (CH,) — NH—(CH,), —NH,
1

1 :
TFA

CF 57~ HN— (CH,),— NH—(CHj), —NH——~CF,
o] o]
7

lt.

CFy—HN=— (CH,),— rlu — (CH,), — NH——CF,
s! 0

(CH)
0

OR
8

cd

BocHN— (CH,),— T — (CH,),— NHBoc

(CH)p
o
OH
9

Reactivos y condiciones: a) CFsCOzEt, H20, MeCN, reflujo; b) Br(CH:),CO2R, 'Pr,NEt, MeCN, t.a.; ¢) NaOH-H-0,
MeOH, t.a.; d) Boc.O; H,0, MeOH, t.a.
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Figura 3
a MeO_ 0K’
NC” CN —_— I
NC”TCN
10 "
b
MeO._ O MeO.__O
c
—— 2HCI
BocHN  NHBoc HMN  NH,
173 12
d
HO.__.O

BocHN  NHBoc
14

Reactivos y condiciones: a) MeOCOCI, NaOH-H,O, THF, t.a.; b) 10% Pd/C, °HCI, MeOH, H-, 5 bares; c) Boc,0O,
'ProNEt, DMF; d) KOH-H,0 2 N, THF, t.a.
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Figura 4
-TFA
FI—"—HN — {CH,),— NH —(CH,), —NH —“—FI
(o] o
6
a

R——HN=— (CH,),,— N — (CH,), —NH——R
0 0
(Aa),

(PG),
15

HT HN— (CH,),— N —(CH,),—NH TR
o o
(Aa), -aHX
16

Reactivos y condiciones: a) (PG)y(Aa)x, HCTU, iPrNEtz, DMF, t.a.; b) HCI 5 N-EtOAc, CH,Cl,, t.a.
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Figura 5

TFA
R=fr—HN — (CH,),— NH—(CH,), — NH——R
o] o]

oM
o]
(CH,),
|
BocHN— (CH,), — T+ICH”‘_“B“‘]z HCTU, ‘Pr,NEL,
{CH,), DMF, rt.
NHBoc
i

HTHN"— tGH,]m—- M _[E’H!}n_“NHTR
o 04 0
(CH;),
|
HN— (CH,), — Jiﬂ + ICH,}q——NH,]x
(e

NH,

17

SN HCI-EtOAC,

CH,CL,, rt.

R——HN— (CH,),— N —(CH,), —NH——R
(o] 0% o

(CH,),
I
H,N— (CH,), — :ch + ':c"'zlq"”"h]z
bHX  (CH,),

NH,

18
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Figura 6

R~ HN — (CH,),— N—(CH,), — NH——R
o 13.:' 0

(CHy),
|
H,N— (CH;),— JI'- +{CHI}:|_ NH:]
(CH,),
bHX
NH,
18

R——HN— (CH,),— N —(CH,),—NH——R
&) 0=1 o
(CH,),
(PG),—(Aa),— HN—(CH,),— J[r. +{CH,:~,— NH—(A8),—(PG), L
(CH,),
i

(Aa),—(PG),
19

R=—HN—(CH,),,— N —(CH,), —NH TR
o c.=i o)
(CH,),
|
(A3),— HN—(CH,),— Jil + (CH,),— NH —Iﬂa],]l

(CH,),

eHX
NH

_
(Aa),
20

Reactivos y condiciones: a) (PG)y(Aa)x, HCTU o HBTU, iPerEt, DMF, t.a.; b) HCI 5 N-EtOAc, CH.Cl,, t.a.
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Expresion de GFP en células Caco-2
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Figura 8
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Expresion de GFP en células HepG2
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Figura 9
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Expresion de GFP en células Ishikawa
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Figura 10
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Expresion de GFP en células CHO-K1
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Figura 11
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Fulminacion de JNK1 en células MCF-7
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Figura 12
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Fulminacion de JNK1 en células Ishikawa
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