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DESCRIPCION
Oligonucleétidos catiénicos, procedimientos automaticos para preparar los mismos y sus usos

[0001] La invencion se refiere a oligonucléotidos catiénicos, es decir a moléculas de oligonucleotido-oligocation,
también denominados oligonucledtidos catiénicos en la descripcion (con independencia de su carga global) que se
pueden sintetizar por etapas en un sintetizador de oligonucleétidos. También atafie a sus aplicaciones de uso en
biologia molecular, diagnoésticas y terapéuticas.

[0002] Los oligonucledtidos encuentran un nimero extremadamente grande de aplicaciones en biologia molecular y
diagnéstico, y pueden llegar a ser una clase muy selectiva de farmacos para el tratamiento de una gran paleta de
enfermedades.

[0003] Los oligonucleétidos son polianiones que ejercen su actividad especifica tras la hibridacién a una secuencia
complementaria transportada por otro acido nucleico polianiénico.

[0004] Como candidatos a farmacos, deben ser capaces de atravesar la membrana celular anidnica.

[0005] Simples consideraciones electrostaticas implican que la energia de hibridacion y la unién celular podrian
beneficiarse de la adicion de grupos catidnicos a la estructura de los oligonucledétidos.

[0006] Con este objetivo se han explorado muchos abordajes sintéticos para introducir residuos de amonio o de
guanidinio en oligonucleoétidos: sustituciéon de la estructura de fosfato, modificaciéon de la ribosa o la base nucleica y
conjugacién final de un policatién. No obstante, la especificidad de hibridacién, la actividad enzimatica de
procesamiento de acido nucleico asi como la toxicidad de los metabolitos atafie en todo punto al abordaje de
bloqueo, en el que el polication se afiade a un oligonucleétido de otro modo natural, como mejor solucién. Por
desgracia, la sintesis automatica escalonada de conjugados peptidicos catidnicos-oligonucleétido todavia no es una
rutina. Por otro lado, la quimica de conjugacion entre bloques grandes preformados no es directa, especialmente en
agua, donde "super” zwiteriones producen problemas intratables de solubilidad, purificacién y caracterizacién.
Ademas, las aplicaciones en biologia molecular y diagnéstico requieren una rapida y directa sintesis de cualquier
secuencia de bases unida a un catiéon organico de cualquier longitud.

[0007] Los inventores han descubierto que era posible una sintesis online dirigida por ordenador de moléculas de
oligonucledtido-oligocatiéon  introduciendo viales que contienen derivados oligocationicos protegidos vy
adecuadamente activados en un sintetizador de oligonucleétidos ademas de los de las cuatro bases naturales.

[0008] Por tanto, un objeto de la invencion es proporcionar nuevos oligonucleétidos catiénicos.

[0009] Otro objeto de la invencién es proporcionar una sintesis automatica de alto rendimiento de dichos
oligonucleétidos catinicos.

[0010] En un objeto adicional, la invencién se refiere a las aplicaciones de dichos oligonucleétidos catiénicos, en
particular en biologia molecular, diagnostico y terapéuticas.

[0011] Por tanto, la invencién se refiere a moléculas mixtas de oligocatidén—oligonucleétido que se pueden sintetizar
mediante quimica de fosforoamidita automatica, es decir polifosfodiésteres.

[0012] Mé&s particularmente, los oligonucleétidos catiénicos AiBH de la invencion tienen restos oligonucleotidicos A y
restos oligocationes Bj, en los que

A es un residuo oligonucleotidico de i unidades, siendo i = 5 a 50 con bases nucleotidicas naturales o no naturales
y/o grupos de pentafuranosilo y/o enlaces fosfodiéster nativos,

B; es un resto oligocationico organico de j unidades, siendo j = 1 a 50, en la que B se selecciona del grupo que
consiste en

e -HPOs-R'-(X-R%)ni-X-R3-O-, en la que R',R? y R®, idénticos o diferentes, son X alquileno inferior, X es NH o
NC(NHz)2, nvariade 1 a5y n1 =2 a 20,

e -HPOs-R*CH(R’X")-R%-O-, en la que R* es alquileno inferior, R® y R®, idénticos o diferentes, son alquileno
inferior y X' es putrescina, espermidina o residuo de espermina,

[0013] "Alquilo inferior" y "alquileno inferior", como se usa en la descripcion y las reivindicaciones, designan un
radical alquilo o alquileno C1-C5 opcionalmente sustituido lineal o ramificado, respectivamente.

[0014] A se selecciona de, por ejemplo, el grupo que comprende desoxirribo, ribo, nucleotidos bloqueados (LNA) asi
como sus modificaciones o sustituciones quimicas tales como fosforotioato (también denominado tiofosfato), 2'-
fluoro, 2'-O-alquilo o un grupo marcador tal como un agente fluorescente.
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[0015] Moléculas mixtas de oligonucledtido-oligocation de la invencion tienen la secuencia *A°- B.
[0016] Otras moléculas de la invencion tienen la secuencia B - *A°.
[0017] Otras moléculas mas de la invencién tienen la secuencia B - *A%- B o *A%- B - ¥A°.

[0018] Dicha secuencia se ilustra en los ejemplos mediante una molécula de oligonucleétido-espermina que tiene la
estructura siguiente:

- + + + +
(*A%)i- [PO3=(CH2)a-NHz-(CH2)3-NH2-(CHz)s-NH2-(CHz)3-NHa-(CHy)e-O}H
enlaque A, iy json como se ha definido con anterioridad.

[0019] Moléculas en las que A es un nucleottido fosforotioato son particularmente ventajosos a la luz de sus
aplicaciones bioldgicas, ya que los oligonucleotidos de fosforotioato no se hidrolizan en fluidos biolégicos.

[0020] Los oligonucleétidos catiénicos definidos anteriormente forman complejos rapidos y estables con su
secuencia complementaria en un contexto de sustitucion de hebra e incluso en un contexto de invasion de hebra en
plasmido, como se ilustra mediante los ejemplos.

[0021] Debido a la conjugacién final, la selectividad de la secuencia sigue siendo tan alta como para los nucleétidos
naturales.

[0022] De acuerdo con esto, los oligonucleotidos catidnicos de la invencién son de gran interés para reactivos de
investigacion de biologia molecular y aplicaciones diagnésticas, tales como PCR, PCR en tiempo real, genotipado,
hibridacion in situ y circuitos de ADN.

[0023] Dichas aplicaciones también estan cubiertas por la invencion y comprenden el uso de moléculas de
oligonucledtido-oligocatién como las definidas anteriormente.

[0024] Al contrario que los oligonucleotidos anidnicos, en los ejemplos se ha demostrado que los oligonucle6tidos
catiénicos de la invencion entran de forma espontanea en el citoplasma y el nicleo de las células vivas.

[0025] A la luz de sus propiedades de hibridacion y permeacion celular potenciadas, también son utiles para
enfoques terapéuticos, tales como los mediados por la degradacion antisentido u de ARNsi del ARN mensajero,
mediante salto de exones durante la maduracion del ARN mensajero, mediante formacién de triple hélice con
cromatina, mediante invasion de hebra de cromatina (correccién génica).

[0026] Por tanto, la invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
eficaz de moléculas de oligonucledtido-oligocatién tal como se ha definido anteriormente, en asociacion con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0027 Por tanto, la invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz
de moléculas de oligonucleétido-oligocation tal como se ha definido anteriormente, en asociacién con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

[0028] Las moléculas mixtas oligonucleétido-oligocatién definidas anteriormente se sintetizan de forma ventajosa por
etapas en un sintetizador de oligonuclettidos, mediante la via de fosforoamidita, de acuerdo con un procedimiento
que comprende

- introducir viales que contienen oligocationes activados y protegidos B en un sintetizador de oligonucleétidos,
ademas de viales de los oligonuclettidos A como se ha definido anteriormente, o lo contrario,

- detener la sintesis cuando se obtiene la longitud deseada,

- escindir los oligdbmeros del soporte sélido, y

- eliminar los grupos protectores.

[0029] La invencion esta estrechamente relacionada con los reactivos de fosforoamidita usados en la sintesis
automatica para la construccién del bloque B con varlos ollgocatlones Los siguientes reactlvos de fosforoamidita se
pueden usar para este objetivo P(OR%)(N(R')2)-O-R'-(X-R%,)ni-X-R%-O-Prot, en la que R', R% R® ny n1 son como
se ha definido anterlormente X esNH o NC(NH2)2 adecuadamente protegidos, R® es CHgCHgCN o alquilo inferior,
R' es alquilo inferior o -N(R'™)z es un grupo pirrolidino, piperidino o morfolino y Prot es un grupo protector usado en
la sintesis de ollgonucleotldos tales como DMT, MMT;

P(OR%)(N(R"°),)-0-R*-CH(R®X")-R®-O-Prot, en la que R*, R®, R® son alquileno inferior, X' es putrescina, espermidina
o] espermlna grotegldos adecuadamente R9 y R 10 como se ha deflnldo correctamente en lo que antecede;

P(OR%)(N (aa)nz -R®-O-Prot, en la que R’, R®, R%, R'®, n2 y Prot son como se ha definido en lo que
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antecede, (aa)n2 es un péptido que contiene aminoacidos naturales con cadenas laterales catidnicas adecuadamente
protegidas, tales como arginina, lisina, ornitina, histidina, acido diaminopropionico y n2= 2 a 20.

[0030] NH o NC (NH2)2 adecuadamente protegido significa que los grupos protectores estan presentes en el residuo
amino o guanidina, respectivamente, para hacer que su funcionalidad sea inerte a las condiciones de reaccién
quimica a las que esta expuesto el reactivo.

[0031] Dicho grupo protector son, por ejemplo, grupos ftalimida (PHTH), trifluoroacetato, aliloxicarbonilo (Alloc),
benciloxicarbonilo (CBZ), clorobenciloxicarbonilo, t-butiloxicarbonilo (Boc), fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) e
isonicotiniloxi (i-Noc).

[0032] De acuerdo con una realizacion de la invencion, a la sintesis por etapas de la secuencia de oligonucleétidos
le sigue la sintesis por etapas del resto oligocation para obtener compuestos que tienen la secuencia (3 AS- B).

[0033] De acuerdo con otra realizaciéon se realizan etapas inversas, la sintesis por etapas del resto oligocation
seguida de la sintesis por etapas de la secuencia de oligonucleodtidos para obtener compuestos que tienen la
secuencia (B - °A%).

[0034] De acuerdo con otra realizacién mas se sintetizan secuencias mixtas.

[0035] En particular, las secuencias oligonucleotidicas tapadas en ambos extremos 5(B -3A5|- B) pueden resistir a las
exonucleasas en fluidos bioldgicos y las secuencias interrumpidas por cationes (*A°- B - *A%) permiten llegar a las
secuencias de acido nucleico adyacentes.

[0036] Usando aminas de origen natural, como la espermina, o péptidos tales como oligoargininas, se evita la
potencial toxicidad de los metabolitos. De hecho, la espermita esta presente a una concentracion milimolar en las
células y su alquilacion terminal es inocua. Ademas, en muchas proteinas nucleares estan presentes secuencias
peptidicas basicas.

[0037] Los oligocationes B activados y protegidos se obtienen de forma ventajosa protegiendo los grupos amino de
una poliamina, seguido de hidroxialquilacién a,w-bis, lo que conduce a dioles compatibles con la sintesis de
oligonucledtidos.

[0038] La clasica quimica de elongacion de DMT y fosforoamidita se implementa de forma ventajosa junto con
grupos protectores de TFA labiles a bases.

[0039] Los dioles quimicamente protegidos son productos nuevos y entran dentro del alcance de la invencion.

[0040] La invencidn se refiere en particular a los intermedios seleccionados del grupo que comprende
[P(OR®)(N(R"%)2)-O-R"-(X-R%)n1-XR3-O-Prot, en la que R', R?, R%, n y n1 son como se ha definido anteriormente, X
es NH o NC(NH2)2 adecuadamente protegidos, R® es -CH2CH2CN, o alquilo inferior, R' es alquilo inferior o -N(R'%),
es un grupo pirrolidino, piperidino o morfolino y Prot es un grupo protector usado en la sintesis de oligonucleétidos,
tales como DMT, MMT;

P(OR%)(N(R"),)-0-R*-CH(R°X")-R®-O-Prot, en la que R*, R®, R® son alquileno inferior, X' es putrescina, espermidina
0 espermina protegidos adecuadamente, R® y R'® como se ha definido en lo que antecede;

[0041] Otras caracteristicas y ventajas de la invencién se proporcionan en lo sucesivo en el presente documento. En
particular, la sintesis de secuencias oligonucleotidicas decameros (Aig) con espermina (S), designados en lo
sucesivo como A4Sy, se proporcionara a modo de ilustracion sin limitar la invencién. En los ejemplos, se preferira a
las Figura 1 a 14, que representa, respectivamente:

- Figura 1, Andlisis HPLC de oligonucleétidos catiénicos N1¢Sn (n=1-2) en una columna de fase inversa,

- Figura 2, Analisis HPLC de oligonucleottidos purificados N1¢S, (n=1-6) en una columna de intercambio aniénico,

- Figura 3, andlisis de la movilidad electroforética de N10S, (n=1-6) mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida,

- Figura 4, intercambio espontaneo de N1o con N19-C1o a varias temperaturas,

- Figura 5, intercambio de hebra entre Nyo y N1oSn» revelado mediante electroforesis en gel de poliamida

- Figura 6, temperaturas de fusién de N1g Sy. Duplex de C1o (en los que C es el nucledtido complementario a N).

- Figura 7: Resultados comparativos de las temperaturas de fusion de los duplex formados por N1oSn (n=0-6) con
YGTGGCATCGC® y con °GTGGCGTCGC?

- Figura 8, Analisis ES-EMa de oligonucleétidos purificados N1oSn (n=1-6),

- Figura 9, Restos en la HPLC de oligonucleétidos fosforotioato N12S11F (9A) y N12S2F (9B),

- Figura 10, espectros MALDI-TOF de N12S2F (10 A) y N12S11F (10 B),

- Figura 11, Restos en la HPLC de N14S4F (11A) y N2oSsF (11B), respectivamente

- Figura 12, Espectros MALDI-TOF de N14S4F (12A) y N2oSsF (12B),
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- Figura 13, Invasion de hebra de los plasmidos pGL2 y pGL3 por N14SnF (13A) y N2oSnF (13B).
- Figuras 14A y 14B, penetracion del oligonucleoétido cationico F-S1gN1g en células Hela.

Ejemplo 1: Sintesis de sintén de fosforoamidita espermina

[0042] La fosforoamidita 1 unida a espermina se sintetiz6 a partir de espermina como se muestra en el Esquema 1
siguiente:

AN~ HMH\/‘V NH;

'

lraau. TBOMS O NN 8%

R3 R3

RIS~ ,Ff\/\,:,m’"w"'v\/\oﬁz
R? R}

3R = R2 = TBOMS, R® = MesS0,
4R'= R? =R3 =H, 4HBr
sRizR2=RI =TFA
8Rt=R2 =H, R}=TFA
7 R'= DMT,R2= H, R3=TFA

NaPrz - g R'= R2=DMT, R} =TFA
P o~ -CN/NEL: 73%

Hbr/Fenot. cuant. (

TFA;Q / piridina C

NaHCOy /MeOH; 61 % de 4 C
OMTCH/ piridina; 43 % (T

N(Pr), .
1R'=DMT,R2=p,  R3=TFA
P of\VC“ B

(Mes = 2,4,6-trimetifenil; TBDMS = t-butildimetilsilil; TFA = CF3CO-; DMT = 4, 4'-dimetoxitritilo)

[0043] Tetrakis(mesitilsufonil)espermina 2, preparada a partir de espermina, se bis-alquil6 a 3. Después de
completar la desproteccion de 3 en condiciones acidas, el tetrabromuro de bis(C4-OH)espermina bruto se protegiod
completamente mediante anhidrido triifluoroacético en piridina, después los dos grupos éster terminales 5 se
hidrolizaron en condiciones neutras en diol 6. Se realiz6 mono trirulacion de 5 de un modo estadistico usando un
equivalente molar de reactivo DMTCI, dando 7 con un rendimiento del 43 %. El diol 6 sin reaccionar y el compuesto
de bis-tritilo 8 se recuperd y reequilibré en condiciones acidas suaves (acido trifluoroacético en diclorometano),
dando 7. La fosfitilacion de 7 dio la fosforoamidita 1 deseada.

[0044] N',N* N° N"°-Tetrakis (mesitilsulfonil)espermina (2): Este compuesto se preparé de acuerdo con la referencia:
Bergeron et al. J. Med. Chem. 2001, 44, 232-244.

[0045] N',N'2-Bis[4-(t-butildimetilsililoxi)outil]-N', N*, N°, N'®-tetrakis (mesitilsulfonil)-espermina (3): A una solucién de 2
(9,31 g, 10,0 mmol) en DMF (20 ml) se afiadio hidruro sédico (60 %, 1,0 g, 25 mmol) en porciones con agitacién en
N2 a 0 °C. Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, se afadi6 t-butil(4-
yodobutoxi)dimetilsilano (7,86 g, 25 mmol) en una porcién. La mezcla se agité durante la noche a temperatura
ambiente y después se repartié entre H.O-CH2Cl> (100 ml/100 ml). Se separ6 la fase organica y la fase acuosa se
extrajo tres veces con CHxClz (50 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con de una solucién de NaHSO3
(1M) y después se secéd sobre MgSQOs. Tras la evaporacion, el residuo pastoso se purifico mediante cromatografia
ultrarrapida con AcOEt:ciclohexano a 1:4 como eluyente. Las fracciones que contienen 3 se evaporaron en un aceite
pastoso que se lavo después con pentano frio para eliminar la impureza mas rapida y después se bombe6 al vacio
para dar 9,97 g (76%) de 3 como un aceite: TLC (AcOEt/ciclohexano 1:4): R = 0,28, - IR (KRS - 5): 2937, 1604,
1471, 1320, 1151, 1101, 838, 777, 657, 578 cm "', RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & = - 0,01 (s, 12 H), 0,85 (s, 18 H),
1,20 - 1,45 (m, 12 H), 1,62 (m, 4 H), 2,28 (s, 6 H), 2,29 (s, 6 H), 2,53 (s, 12 H), 2,54 (s, 12 H), 2,90 - 3,10 (m, 16 H),
3,42 (t, J= 6,1 Hz, 4 H), 6,91 (s, 4 H), 6,92 (s, 4 H), - RMN de '°C (75 MHz, CDCls): 5 = 4,7, 18,9, 21,6, 23,4, 23,5,
24,1, 24,9, 25,7, 26,6, 30,4, 43,5, 43,6, 45,6, 45,7, 62,9, 132,59, 132,64, 133,8, 140,7, 143,0, 143,1 - EM - ESI
(MeOH): m/z = 1325,85 [M + Na]*, 1303,83 [M + H]", - CgsH110N4O10S4Si> (Pm = 1304,03) calcd, C 60,79, H 8,50, N
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4,30, S 9,84; hallado C 60,74, H 8,55, N 4,21, S 9,63.

[0046] Tetrahidrobromuro de N1,N‘2-Bis(4-hidroxibuti|)espermina (4): A una solucion en 3 (9,87 g, 7,57 mmol) y fenol
(29,0 g, 0,31 mol, 40 equiv.) en CH2ClI> (80 ml).) se afadié bromuro de hidrégeno en acido acético (solucion de 33 %
en peso, 80 ml, 1,4 mol) gota a gota. La mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente durante la noche. Al
enfriar con un bafo de hielo se afiadié agua fria (100 ml) con agitacion. Se separé la capa organica y se extrajo tres
veces con agua (20 ml). Las capas acuosas combinadas se lavaron cinco veces con CH2Cl» (30 ml) y se evaporaron
hasta sequedad. El residuo sélido humedo resultante se suspendi6 en éter, se triturd con espatula y se descarté la
capa de éter del sobrenadante. Estas operaciones se repitieron (cinco veces) hasta que se obtuvo una suspension
sélida. Tras la evaporacion y el secado al vacio, el compuesto 4 se obtuvo como un sélido (5,32 g). Este material
bruto se uso sin purificacién adicional. RMN de H (300 MHz, D20): 6 = 1,75 - 2,1,0 (m, 12 H), 2,27 (m, 4 H), 3,15 -
3,35 (m, 16 H), 3,76 (t, J = 12,2 Hz, 4 H), - RMN de '°C (75 MHz, D20): & = 22,9, 23,2, 23,4, 29,0, 45,0, 45,2, 47,7,
48,3, 61,5. - EM - ESI (MeOH): m/z = 347,39 [M + HJ".

[0047] N',N'2-Bis(4-(trifluoroacetoxi)butil)-N', N*, N°, N'2-tetrakistrifluoroacetil) espermina (5) (de 4 con TFA2O/NEts):
A una suspension de 4 (5,3 g, 7,6 mmol) en CHxCl, (50 ml) se afiadio trietilamina (11,5 g, 114 mmol, 15 equiv.) en
una porcion. La mezcla se enfrié en un bano de hielo y gota a gota se afnadié anhidrido trifluoroacético (19,1 g, 90. 9
mmol, 12 equiv.) con agitacién en N.. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 3,5 horas. Después de
enfriar en un bario de hielo, la solucion resultante se lavo tres veces con agua fria (20 ml), se sec6 en MgSO, y se
evaporé para dar un residuo oleoso (11,7 g) que contiene como producto secundario de esta reaccién (TFA),C=CH-
NEt> (ref Schreber, S. L., Tetrahedron Lett. 1980, 21, 1027). Esto se elimin6 mediante dos cromatografias
ultrarrapidas sucesivas (eluyente 1:1 - 60:40 AcOEt: ciclohexano y después 5-10 % Et>O/CH.Cly), dando 5 (5,59 g,
81 %) como un aceite: TLC (AcOEt/ciclohexano 1:1): R: = 0,25, - IR (KRS - 5): 2955, 1789, 1690, 1467, 1352, 1197,
1147, 759, 731, 692 cm "', RMN de 'H (300 MHz, CDCls): & = 1,52-2,06 (m, 16 H), 3,33-3,49 (m, 16 H), 3,38 (m, 4
H). - RMN-"3C (75 MHz, CDCls,): Este espectro se complica mediante isomerismo rotacional de cuatro grupos amida.
Solo se describen las sefiales de resonancia de intensidad del siguiente modo: & = 23,3, 23,9, 24,1, 24,8, 25,3, 25,6,
26,0, 26,55, 26,61, 44,4, 44,8, 45,7, 46,1, 46,4, 47,3, 48,0, 56,6, 67,3, 67,5, 116,6 (c, J = 288 Hz), 156,9, 1574,
157,8, 158,6.

[0048] N',N'2-Bis(4-hidroxibutil)-N',N*,A°, N'?-tetrakis trifluoroacetil)espermina (6): A una solucién de 5 (5,39 g, 5,84
mmol) en MeOH (50 ml), NaHCOs (0,1 g, sélido) se afiadi6 en una porcién y la suspensién resultante se agitd
durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras la evaporacion, el residuo oleoso se disolvié en CH2Cl> (dando una
suspension de algo NaHCO; fibroso) y se purific6 mediante cromatografia ultrarrdpida eluyendo con 5-10 %
MeOH/CHxCl, para dar 3,61 g (85 %) de 6 como un aceite: TLC (MeOH 5 %/CH2Cly): R = 0,14. (MeOH 10
%/CH2Cl2): Rr = 0,45. RMN "H (300 MHz, CDCls): & = 1,51 - 2,02 (m, 18 H), 3,33 - 3,51 (m, 16 H), 3,68 (m, 4 H). -
EM-ESI (MeOH): m/z = 753,33 [M + Na]’. - CosHasF12N4Os"H-0O (Pm = 748,60) caled. C 41,72, H 5,39, N 7,48, F
30,45; hallado C 41,97, H 5,26, N 7,37, F 30,14.

[0049] Preparacion de 6 a partir de 4 (con TFA2O/piridina, después NaHCOs3): A una suspension de 4 (15,3 g, 22,8
mmol) en CHxCl> (100 ml) y piridina (44 ml, 0,54 mmol), se afadid, gota a gota, anhidrido trifluoroacético (46 ml, 0,33
mol) con refrigeracién en un bario de hielo y con agitacién en N.. La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante
3 horas. El exceso de anhidrido trifluoroacético se descompone mediante la adicion de agua fria (100 ml) con
refrigeraciéon en un bafo de hielo, después la solucion resultante se extrajo con CH2Cl; (cuatro veces 100 ml + 50 ml
+ 25 ml x 2). Los extractos combinados se lavaron con agua fria (50 ml x 3), se secaron en MgSQO, y después se
evaporaron, dando 5 bruto (19,4 g, 92 %) como un aceite. Este aceite se liofiliz6 en MeOH (100 ml). Se anadio
NaHCOs (s6lido, 0,1 g) y la suspension se agitdé durante la noche. Tras la evaporacion del disolvente, el residuo se
purificé mediante cromatografia ultrarrapida con 5-7 % MeOH/CH>Cl> como eluyente, para dar 10,1 g (61 %) de 6
como un aceite:

[0050] N'-[4-(Dimetoxitritiloxi)butil]- N'-(4-hidroxibutil)-N', N, N°, N'-tetrakis trifluoro-acetil) espermina (7): A una
solucién de 6 (1,46 g, 2,00 mmol) en piridina (3 ml) se afadié6 DMTCI (757 mg, 2,23 mmol) usando 1 ml de piridina
para aclarar. La mezcla de reaccién se agité durante 4 horas a temperatura ambiente en N> y después se retird
repetidamente la piridina mediante coevaporacion con tolueno. El residuo se purificé mediante dos cromatografias
ultrarrapidas sucesivas (eluyente 2 - 5 % MeOH/CH.Cl, y después 10- 15 % acetona/CH2Cl,), dando 7 (879 mg, 43
%) como espuma y derivado de bis-DMT 8 (648 mg, 24 %). También se recuperd el diol de partida 6 (350 mg, 24 %).
Datos de 7: TLC (acetona/CH2Cl> 1:9): R = 0,20. RMN H (300 MHz, CDCl3): 8 = 1,51 - 2,03 (m, 17 H), 3,11 (m, 2
H), 3,32 - 3,51 (m, 16 H), 3,71 (m, 2 H), 3,81 (s, 6H), 6,84 (m, 4 H), 7,19 - 7,46 (m, 9 H). - EM-ESI (MeOH): m/z =
1055,52 [M + Na]". - C47Hs6F12N4Og (Pm = 1032,95) calcd. C 54,65, H 5,46, N 5,42, F 22,07; hallado C 54,46, H 5,58,
N 5,37, F 21,63.

[0051] Compuesto (7) a partir de diol (6) y derivado de bis-DMT (8): A una solucién de 6 (1,4 g, 1,9 mmol) y 8 (2,5 g,
1,9 mmol) en CHxCl, se afadié acido trifluoroacético (50 pl, 0,6 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante 30
min. La solucién se lavo tres veces con una solucion de NaxCOs 1 M, se secéd en MgSOQOs y se evaporé. El residuo se
separ6 mediante cromatografia ultrarrapida (diametro de la columna: 50 mm, altura de SiOz: 15 cm) usando
sucesivamente 5 % de AcOEt/CHxCl (750 ml), 33 % de AcOEt/CH>Cl> (500 ml), 7 % de MeOH/CH>Cl> (500 ml) y 10
% de MeOH/CH:Cl2 (500 ml), dando 8 (1,1 g), 7 (1,29) y 6 (1,3 ).



10

15

20

ES 2435420713

[0052] Fosforoamidita unida a espermina (1): A una solucidén de 7 (844 mg, 817 umol) y trietilamina (230 pl, 1,65
mmol, 2 equiv.) en CHxCl> (4 ml), se anadié 2-cianoetil-(N,N-diisopropilamino)clorofosfito (205 pl, 0,92 mmol, 1,1
equiv.) y la mezcla se agitdé en N, a temperatura ambiente durante 40 min. La mezcla de reaccién se pasoé a través
de una columna de SiO» (diametro: 20 mm, altura 15 cm) saturada con NEts (NEts 1 % en CHClz:ciclohexano 1:2;
400 ml) usando NEt; 1 % en CHxClz:ciclohexano 1 2 (125 ml) y después NEt3 1 % en CHxCl:ciclohexano 1:1 100 ml,
dando 1 (735 mg, 73 %) como un aceite: RMN de H (200 MHz, CDCl3): 8 =1,13- 1,35 (m, 12 H), 1,51 - 2,06 (m, 16

H), 2,66 (t, J= 6,4 Hz, 2 H), 3,11 (m, 2 H), 3,32 - 3,98 (m, 20 H), 3,81 (s, 6H), 6,84 (m, 4 H), 7,15-7,51 (m, 9 H). RMN-
31P (81 MHz, CDCls,): 148,06, 148,13, 148,19, 148,3 (divisién debido al isomerismo rotacional de la amida).

Ejemplo 2: Sintesis, purificacién y caracterizacién de oligonucleétidos decadmeros que tienen la férmula

Y ' 5: ® ® ne e
CAC CGTAGCG O. ,O\/\/\ A~~~ NN
//P\ Hz Ez @ @ OH

(0l o]
(=) n

[0053]

N1OSn

[0054] En lo sucesivo en el presente documento dichos oligonucledtidos se designaran como Ni1oSn (N1o = resto
oligonucleotidico; S= residuo de esperminay n =1 - 6).

!0055] Sintesis automat/ca Se sintetizd una serie de oligonucleétidos decameros de secuencias idénticas Nig =
CACCGTAGCG® con un numero creciente de residuos de espermina S usando quimica de cianoetilfosforoamidita
estandar en fase sélida en un sintetizador Expedie DNA de acuerdo con el esquema siguiente:

HZN/\/\ﬁ/\/\,n\/\,Nﬂg
espermina

l l sintesis por etapas -

OMT TFA  TFA N(iPe),
ONNMN’WNWNNO'P\O/\’CN
TFA  trA

sintén de espermina 1

l | sintesis online

{8 Ha ®
/\/\,N\/\, N\/\/\u:\/\u:\/\,o

H
n
Base |
Q
{N4gSq}
0
Base
oy
. . OH

siendo el ultimo resto N un nucleésido de acuerdo con la clasica sintesis de oligonucledétidos.
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[0056] Los reactivos usados para la sintesis de ADN automatica se adquirieron en Glen Research (Eurogentec).

[0057] Durante la sintesis automatica se usé el ciclo de acoplamiento estandar de 1 umol a excepcién del
acoplamiento de la fosforoamidita de espermina 1, que se realiz6 con un tiempo de acoplamiento prolongado (15
min) y usando una solucién de fosforoamidita ligeramente mas concentrada (90 mg de amidita en 1 ml de
acetonitrilo).

[0058] Se recogieron las fracciones de tritilo, se diluyeron y se analizaron en un espectrofotémetro para determinar
los rendimientos del acoplamiento por etapas.

[0059] Los rendimientos de acoplamiento de los cuatro nucleétidos naturales superaron el 97%, mientras que los
rendimientos del acoplamiento de la fosforoamidita espermina estaban entre 90 y 96% en las condiciones de
acoplamiento anteriores.

[0060] En todos los casos se usé el modo DMT-ON (ON= oligonucleétido), manteniendo el grupo de DMT en el
extremo 5’ sin escindir en los oligdmeros con fines de purificacién-identificacién.

[0061] Tratamiento postsintético: Tras la sintesis automatica, la escisién del soporte sélido y la desproteccion
completa de los oligbmeros se realizaron usando condiciones estandar (iratamiento con amoniaco acuoso
concentrado durante 90 minutos a temperatura ambiente para escisién y después durante la noche a 55 °C para
desproteccion).

[0062] Purificacion: Los primeros dos oligonucleétidos aniénicos N1oS1 y N1oS2 se purificaron inicialmente en DMT
mediante procedimiento HPLC estandar en una columna nucleosil C-18 de fase inversa (Macherey-Nagel 10 x 250
mm) con un gradiente lineal de acetonitrilo (5 - 35 % en 20 minutos) en solucién de acetato amoénico 20 mM (pH 7).
Después, los oligonucleodtidos purificados se destritilaron mediante tratamiento con AcOH/H.O = 4/1 (500 ml) a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Tras la dilucion con agua (5 ml), se elimin6 el DMT-OH mediante
extraccién en éter (3 x 2ml) y la fase acuosa se concentrd, dando los oligomeros.

[0063] El analisis HPLC de los oligonucleétidos N1oS1 y N1oS2 se proporciona en la Figura 1, una columna nucleosil
C-18 de fase inversa (Macherey-Nagel 4,6 x 250 mm) con un gradiente lineal de acetonitrilo (5 - 35 % en 20
minutos) en solucion de acetato aménico 20 mM (pH 7). a) N1S+, bruto, DMT-ON; b) N10S1, purificado ¢) N1oSa,
bruto, DMT-ON; d) N+oS2, purificado. *Benzamida; **Secuencias truncadas.

[0064] El oligdmero neutro N1Ssz y los oIigémeros cationicos N10Ss, N1oSs y N1oSe (con o sin grupo DMT) se
purificaron usando las columnas Poly-Pak Il (Glen Research/Eurogentec) de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el fabricante a excepcion de la udltima elucion de oligonucleétido, que se realizé con
acetonitrilo/amonio acuoso concentrado/agua (20:4:80). Las fracciones que contienen el oligonucleétido se pudieron
revelar usando una placa de TLC. Después de reunir las fracciones, los disolventes se eliminaron mediante
liofilizacion. Los oligdmeros obtenidos de este modo se contaminaron generalmente con benzamida. Se elimind
mediante extraccion con éter (tres veces) tras la disolucion en solucién de amoniaco acuoso diluido (50 mM). Los
oligonucledtidos purificados se disolvieron en solucion de amoniaco acuoso diluido (50 mM) y su concentracion se
determiné usando el siguiente coeficiente de extincion (260 nm, mol'dm®cm™):

€=(154Na+ 11,5Ng+ 7.4 Nc+87N7) x 09 x 10°.

[0065] El andlisis de HPLC se los oligonucledtidos purificados se proporciona en la Figura 2: Columna de
intercambio aniénico (Dionex PA-100 9 x 250 mm) con un gradiente lineal de NaCl (100 - 350 mM en 10 min) /NaOH
25mM (pH 12,4): a) N10S1, b) N10S2, ¢) N10Ss, d) N10S4, €) N10Ss, f) N1oSe.

[0066] Debido a la quimica de conjugacion usada, cada poliamina viene con un grupo fosfato, de modo que
contribuye a una carga neta catidnica adicional. Por tanto, los siete oligonucleétidos ( (N10Sn)*"® n=0...6, con cargas
globales -9,-6,-3,0,+3,+8,+9 cuando estaban completamente ionizados estaban disponibles en cantidades que varian
de 80 a 250 nanomoles.

Movilidad electroforética:

[0067] Su migracién en un campo eléctrico a Ph7 se estudié mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y se
revel6 mediante tincién especular de plata. Los compuestos (0,5 nmol) en 10 pl de tampén de carga (HERPES 10
mM, pH 7,4, NaCl 150mM, glicerol) se cargaron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante (15% en TAE pH 7).
La electroforesis se realiz6 a 5 V/cm durante 17 horas a 4 °C. La tincion con plata se realizé de acuerdo con
Rabilloud et al, Electrophoresis, 1987,9, 288 - 291. Los resultados se proporcionan en la Figura 3. El oligonucle6tido
Nio (calle 1) sin espermina se movia rapido hacia el anodo y mostré una Unicamente leve tincion de plata en
condiciones en las que se revelaron los oligonucleétidos que contiene poliamina.
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Intercambio espontaneo de N1o con N1p*C1o

[0068] El oligonucledtido C1o (en el que C es el nucledtido complementario a N) (50 pmol o 500 pmol) se afadi6 a la
solucion duplex N1o*C1o* fluorescente (50 pmol en HEPES 10mM pH 7,4, NaCl 150mM). Las mezclas se incubaron 4
horas a 37 °C, 20 °C o 10 °C y se cargaron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante (15% en TAE, pH 7). La
electroforesis se realiz6 a 4 °C durante 17 horas a 5 V/cm. La fluorescencia C1o* se detecté mediante escaneo del
gel usando un Typhoon 8600 Imager. Como muestran los resultados proporcionados en la Figura 4, el intercambio
espontaneo de Nyo con N1g*C1o no es significativo a 10 °C.

Intercambio de hebra entre N1gp y N1o S

[0069] La capacidad de intercambio de hebra de N1¢S, hacia el duplex natural N1o*C1o se estudié en condiciones
salinas fisioldgicas.

[0070] Se anadieron conjugados de espermita N1oSn (50 0 500 pmol) a una solucién de duplex N1g*C1o* fluorescente
(50 pmol en HEPES 10mM, pH 7,4, NaCl 150mM). Las mezclas se incubaron 4 horas a 10 °C y se cargaron en un
gel de poliacrilamida no desnaturalizante (15% en TAE, pH 7). La electroforesis se realiz6 a 4 °C durante 17 horas a
5 V/cm. La fluorescencia se detectdé mediante escaneo del gel usando un Typhoon 8600 Imager.

[0071] La conjugacion de espermina tuvo un efecto profundo sobre la reaccién de intercambio de hebra como se
muestra en la Figura 5. La banda correspondiente a N1o*C10* se hizo mas débil a medida que el nimero de residuos
de espermina del N1oS, competidor aumentaba, a favor de un complejo de N1¢S,*C10* menos anionico y mas lento.
Este efecto fue especialmente pronunciado para N1¢Ss, es decir para los conjugados que ya no son portadores de
una carga negativa formal. De hecho, la espermina pinza las estructuras de ADN duplex formando una red entre
hebras de los enlaces de hidrogeno bidentados NH»" en la ranura menor, por lo que favorecera a la unién de N1oSy
por encima de N1o. Puede actuar un factor cinético favorable adicional cuando el intercambio de hebra se produce en
un complejo electrostatico (N10Sn)>"/(N1o-C10)'® preformado, que puede ser el caso para n>3.

Temperaturas de fusion de los duplex N1pSn+Cjo

[0072] Las estabilidades de los acidos nucleicos bicatenario se compararon midiendo su temperatura de fusion, es
decir la temperatura a la cual las hebras complementarias se separan de forma cooperativa. La densidad éptica
(DO) de los mismos ley6 a 260 nm de las soluciones de N10Sn*C1¢ frente a la temperatura T.

[0073] Las temperaturas de fusién T se midieron en HEPES 10 mM a pH 7,4 (linea negra, rombos) y en HEPES 10
mM pH 7,4 + 150 mM NaCl (linea gris, circulos). Los perfiles de fusién de todos los duplex (3,75 nmol en 1 ml de
tampon) se obtuvieron usando un espectrofotometro CARY 4000 equipado con una unidad de control de la
temperatura calentando gradualmente las muestras (1 °C/min) al tiempo que se registra su absorbancia a 260 nm.
La fusién del duplex tiene como resultado un desplazamiento hipercrémico y la T, es la temperatura a la cual la
primera curva derivada dO.D./dT= f(T) alcanza su maximo. Los resultados se proporcionan en la Figura 5.

[0074] El duplex natural se fundié a Tm = 30°C en HEPES 10 mM a pH 7,4 (Figura 5). La conjugacion de cantidades
crecientes de esperminas condujo a incrementos importantes de la Tm. N10Se'C1o se fundié a Tm = 75,2°C, unos
45°C mas alta que la del duplex natural. La curva de Trm = f(n) mostré una forma sigmoidea con una inflexién para el
oligonucleotido N1¢S3 neutro.

[0075] Las temperaturas de fusién también se registraron en condiciones salinas fisioloégicas. La curva de T = f(n)
aparecié muy amortiguada y, de forma extraordinaria, cruzaba la curva anterior para N10Ss. Por tanto, para n<3, los
oligonucledtidos N10Sn y C1o son anidnicos y se repelen en el diplex, lo que los incrementos de la concentracion de
sal en la solucion protegen de las fuerzas repulsivas y, por tanto, aumentan la Tr,. Para n>3 N+0S, se hace catiénica
y atrae a C1o; aqui, la proteccion electrostatica inducida por sal disminuye la estabilidad.

[0076] Para el N1oS3 neutro, la estabilidad de diplex es independiente de la concentracién de la sal.

[0077]& Comparacion de las temperaturas de fusion de los diplex formados por N1oSn (n=06) con *GTGGCATCGC®
y con °GTGGCGTCGC?

[0078] Se analizo una discriminacion de error de concordancia de un Unico par de bases de los conjugados
oligonucledtido-espermina. Dentro del contexto de la secuencia de C1o = *GTGGCATCGC?, los datos bibliograficos
recomendaron una conversion A a G localizada centralmente como el analisis mas riguroso.

[0079] Las temperaturas de fusion Tm se midieron en HEPES 10 mM pH 7,4 + NaCl 150 mM. Los perfiles de fusion
de todos los duplex (3,75 nmol en 1 ml de tampén) se obtuvieron usando un espectrofotometro CARY 4000
equipado con una unidad de control de la temperatura calentando gradualmente las muestras (1 °C/min) al tiempo
que se registra su absorbancia a 260 nm. Tnm es la temperatura en la que la primera curva derivada dO.D./dT= {(T)
alcanza su maximo. Los resultados se dan en la Figura 7 (los rombos corresponden a >GTGGCATCGC® vy los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2435420713

triangulos a °GTGGCGTCGC?).

[0080] La temperatura de transicion del duplex N1o*C+o natural en NaCl 150 mM entr6 de 50,6°C a 42,9°C, es decir
DTn = 7,7°C cuando habia apareamiento erréneo. En principio, el incremento de la estabilidad por fuerzas
electrostaticas de fin-conjugado inespecificas no deberia alterar la especificidad de los pares de bases, que se
expresa como AAG. De hecho, esto se observé como el oligonucleétido diana complementario y de apareamiento
errbneo mostro curvas casi paralelas Tr, = f(n) con una ATy, media = 7,9°C.

[0081] Analisis ES-EM de oligonucleétidos purificados N1oSh

[0082] Los oligonucledtidos se disolvieron en acetonitrilo acuoso al 50% (v/v) que contenia 1% de trietilamina a una
concentracion final de 5 x 10° M. Se introdujeron alicuotas de 100 ml de la fuente de iones de un espectrémetro de
masas Applied Biosystems Mariner 5155 a un caudal de 5 ml/min. Los resultados se proporciona en la Figura 8
(insertos: espectros son deconvolucion): a) N1gS+, b) N1¢Sz, ¢) N10Ss, d) N10S4, €) N1¢Ss, f) N10Ss. La ionizacion de
los oligbmeros neutros y catidnicos N10Ss.s se hizo mas dificil y fue necesario acumular varios espectros para
obtener una proporcién sefal-ruido aceptable.

Ejemplo 3: Sintesis, purificacién y caracterizacion de oligonucleétidos tiofosfato de 12 unidades que tienen la férmula

[0083]

A ® @

. - H Hy ,
'GCG ACT CATGAA & °~pf°\/‘\/\(:|)’\/‘ﬁ’\/\r’":/\—'”w‘]~of“' fluoresceina
Hy H,
oo
e

n
Oligonucledétido tiofosfato

N12snF

[0084] Dichos oligonucleétidos se designaran después como N+12S,F (N = resto oligonucleotidico tiofosfato de 12
unidades; S= residuo de esperminay n = 2 - 11); F= fluoresceina conjugada con timina.

[0085] Sintesis automatica: Oligonucledtidos tiofosfato de doce unidades de secuencia Ni2 = *GCGACTCATGAA®
con dos u 11 residuos de espermina S se sintetizaron usando quimica de cianoetil fosforoamidita de fase sélida en
un sintetizador de ADN Expedite DNA. Se usaron fosforoamiditas CE ultrasuaves y soportes ultrasuaves (Glen
Research / Eurogentec) con el fin de evitar la escision de los oligdmeros durante el procesamiento. Se usé un
reactivo sulfurizante estandar (Glen Research/Eurogentec) para generar los enlaces fosforotioato en el resto
oliogonucleotidico de 12 unidades. Para el marcaje en el extremo 5 se usé fluoresceina-dT fosforoamidita (Glen
Research/Eurogentec). El acoplamiento de fosforoamidita espermina se realiz6 usando el protocolo de
acoplamiento descrito en el ejemplo 2.

[0086] Se recogieron las fracciones de tritilo, se diluyeron y se analizaron en un espectrofotémetro para determinar
los rendimientos del acoplamiento por etapas.

[0087] En todos los casos se us6 el modo DMT-ON manteniendo el grupo de DMT en el extremo 5’ sin escindir en
los oligbmeros con fines de purificacion-identificacion.

[0088] Tratamiento postsintético: Tras la sintesis automatica, la escisién del soporte sélido y la desproteccion
completa de los oligdmeros se realizaron mediante tratamiento con amoniaco acuoso concentrado durante la noche
a temperatura ambiente.

[0089] Purificacidn: Los compuestos DMT-ON N12SzF y N12S11F se purificaron usando columnas Poly-Pak II"™ (Glen
Research/Eurogentec) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

[0090] Los oligonucledtidos purificados N12SnF (n = 2, 11) se analizaron en una columna de intercambio ani6nico
(SAX1000-8) en condiciones béasicas acuosas (amoniaco 100 mM, pH 11) usando un gradiente de NaCl (0,75 - 2,5
M en 20 min). Los restos en HPLC se muestran en la Figura 9 (A: N12S+11F, B: N12S2F).

[0091] Analisis MALDI-TOF EM de oligonucleotidos purificados.
[0092] Los oligonucledtidos se disolvieron en 500 pl de agua desionizada. La muestra y la matriz de HPA se
mezclaron en la placa. Una vez cristalizada, la muestra se analiz6 con un aparato de EM BRUKER Ultraflex. Los

resultados se muestran en la FIG. 10A: N12S2F calc 5460, hallado 5459 (superior) y la Figura 10B: N12S11F calc :
9135; hallado: 9125 (inferior).

10
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Ejemplo 4: Invasién de hebra de ADN en pldsmido con oligonucleétidos fluorescentes de 14 y 20 unidades

[0093]
3 TCGCCAAGGTAGAAS o) ©) @ H’ :}’
o:p\: \/\/\N/\/\N/\/\./_@\/\/@ To-Fluoresceina
o0 H Hy
© A n
N14SnF

9 p g Hz Ha

3“AGGTCGCCAAGGTAGAAGGTS . .

Z:p\(o\/\/\('lj/\/\ﬁf\/\/g\/\/g o-Fluoresceina
C o} 2 2

n

N2oSaF

[0094] Los compuestos mostrados anteriormente se designardn después como NuS,F (N = un resto
oligonucleotidico; S = un residuo de espermina con n = 2 - 4; F = un residuo de fluoresceina) y por N2oSnF(N = un
resto oliogonucleotidico; S = un residuo de espermina con n = 3 - 5; F = un residuo de fluoresceina).

[0095] Estos oliogonucledétidos fluorescentes se sintetizaron siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 2.
Para el marcaje en el extremo 5’ se usé fluoresceina-dT fosforoamidita (Glen Research/Eurogentec). Los restos de
la HPLC analitica y los espectros MALDI-TOF EM para los compuestos N14S4sF y N2pSsF méas sustituidos se
muestran en las figuras 11 y 12 como pruebas de pureza y estructura (N14S4F calc 6470, hallado 6478; N2oSsF calc
8813, hallado 8815 ), respectivamente.

[0096] Las secuencias oligonucleotidicas de N14SnF y N2oSnF se escogieron dentro de la secuencia del gen de la
luciferasa del plasmido control pGL3 (Promega). Para evaluar la especificidad de la secuencia de la invasion de
hebra se usé el plasmido control pGL2 (Promega) A secuencia de la luciferasa GL2 tiene una identidad del 95% con
la de GL3 y las secuencias objetivo de N14+SnF y N2oSnF contienen, respectivamente uno y dos apareamientos
erréneos.

[0097] La capacidad de N14SnF y N2oSnF para la invasion de hebra de los plasmidos pGL3 y no pGL2 se analiz6 en
condiciones de sal y temperatura fisioldgicas.

[0098] Los conjugados fluorescentes N14SnF y N2oSnF (8,65 pmol) se afiadieron a una solucion del plasmido (1,5 ug,
0,43 pmol en HEPES 10 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM). Las mezclas se incubaron 24 horas a 37 °C y se cargaron en
un gel de agarosa (1,3 % en TAE, pH 7,4). La electroforesis se realiz6 a temperatura ambiente durante 45 minutos
tras los cuales se detecté fluorescencia en emision del verde mediante escaneo del gel usando un Typhoon 8600
Imager. Se tom6 una imagen de fluorescencia roja en un transiluminador UV tras una incubacion de 15 minutos en
solucién de bromuro de etidio. Los resultados se proporcionan en la Figura 13.

[0099] Las fluorescencias roja y verde son pruebas del ADN plasmidico de doble cadena y del oligonucleétido
fluorescente, respectivamente. Por tanto, su colocalizaciom con pGL3 y no con pGL2 es prueba de la invasién de
hebra. Los compuestos N14Ssf y N2oS,F mostraron una leve banda fluorescente verde asociada con el plasmido
cuando se incuba con pGL3 y no con pGL2.

Ejemplo 5: Penetracién de oliogonucleétidos catidnicos en las células

[0100]3 Células Hela cultivadas en medio MEM que contiene 10 % (v/v) de suero bovino fetal se sembraron a 50 -
60x10° células/pocillo en placas Lab-Tek de borosilicato en camaras de 4 pocillos un dia antes del experimento. El
medio completo se reemplazé por 0,5 ml de medio MEM sin suero. Se prepard una formulacién de oligonucle6tido
conjugado con fluoresceina catiénica en 5 F-S1gN19 (donde N1g es TCGAAGTACTCAGCGTAAG) en PBS estéril. Se
afnadio a las células a una concentracién final de 2 uM. Cuatro horas después, el medio se sustituyé por 1 ml de
medio que contiene suero fresco. Se tom6 una primera foto con un microscopio de fluorescencia Zeiss axiovert 25
equipado con un filtro FITC (Figura 14A, izquierda). Todas las células se hicieron fluorescentes, estando localizada
algo de la fluorescencia en vacuolas intracelulares y, de forma mas importante, también se extendian por el
citoplasma y el nucleo. Tras 24 horas, el medio se reemplazé por 1 ml de medio MEM sin rojo fenol. Se anadioé
yoduro de propicio (1 mM en agua) hasta una concentracién final de 10uM. Diez minutos después se tomé una
segunda foto que mostraba una mayoria de células sanas sin propicio que seguian siendo fluorescentes (Figura
14B, derecha). Las células control que se incubaron en condiciones similares con el oligonucleétido F-N19 no
mostraron fluorescencia.
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[0101] Por tanto, la invencion proporciona una sintesis automatica versatil, sintesis de oligonucleétidos catidnicos
que forman complejos rapidos y estables con su secuencia complementaria incluso en el contexto de la invasion de
hebra. Debido a la conjugacién final, la selectividad de la secuencia sigue siendo tan alta como para los
oligonucleotidos naturales. Ademas, gracias a su naturaleza cationica, la liberacién intracelular no requiera una
formacion de complejo con moléculas vehiculo catiénicas. En conjunto, estas propiedades hacen de los conjugados
oligonucleotido-oligocation alternativas atractivas a los oligonucléotido para aplicaciones de biologia molecular,
diagndstico asi como terapéuticas.
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REIVINDICACIONES

1. Moléculas de oligonucleétido-oligocation ABH que se pueden sintetizar mediante quimica de fosforoamidita
automatica A y restos oligocationes B;, en los que

. Ai es un residuo oligonucleotidico de i unidades, siendo i = 5 a 50 con bases nucleotidicas naturales o no
naturales y/o grupos de pentafuranosilo y/o enlaces fosfodiéster nativos, asi como sus modificaciones y
sustituciones quimicas,

. Bj es un resto oligocationico organico de j unidades, siendo j = 1 a 50, en la que B se selecciona del grupo que
consiste en

o -HPOs-R'-(X-R?,)n1-X-R3-0-, en la que R',R? y R, idénticos o diferentes, son alquileno inferior, X es NH o
NC(NHz)2, nvariade 1 a5y n1 =2a 20,

e -HPOs-R*-CH(R°X")-R®-O-, en la que R* es alquileno inferior, R° y R®, idénticos o diferentes, son
alquileno inferior y X' es putrescina, espermidina o residuo de espermina,

en el que el alquileno inferior es un radical alquileno C1-C5 lineal o ramificado opcionalmente sustituido.

2. Las moléculas de la reivindicaciéon 1, en las que el oligonucledtido se selecciona en el grupo que comprende
desoxirribo, ribo, nucleétidos bloqueados (LNA) asi como sus modificaciones o sustancias quimicas.

3. Las moléculas de la reivindicacién 2, en las que las modificaciones o sustituciones son fosforototioato, 2" -fliior-2'-
O-alquilo o un agente fluorescente.

4. Las moléculas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que tienen la secuencia A% —B.
5. Las moléculas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que tienen la secuencia B - *A°.

6. Las moléculas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que tienen secuencias *A° - B o °A° B °A” asi
como sus combinaciones.

7. Las moléculas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que tienen siguiente estructura:
- + + + +

(A%)-[PO3-(CH2)s-NH2-(CHy)a-NH2-(CH,)s-NH2-(CHo)a-NH2-(CH,)s-OJH.

8. Un procedimiento para obtener moléculas de oligonucleétidos-oligocation de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, mediante el uso de una sintesis por etapas en un sintetizador de oligonucleétidos, por la via
de la fosforoamidita, que comprende:

- introducir viales que contienen oligocationes activados y protegidos B en un sintetizador de oligonucleétidos,
ademas de viales de los oligonucleoétidos A, o lo contrario,

- detener la sintesis cuando se obtiene la longitud deseada,

- escindir los oligémeros del soporte soélido, y

- eliminar los grupos protectores.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que los reactivos de fosforoamidita se seleccionan del grupo que
consiste en:

e P(OR%)(N(R')2)-O-R'-(X-R%))n1-X-R%-O-Prot, en la que R', R%, R% n y n1 son como se ha definido
anteriormente, X es NH o NC(NH.), adecuadamente protegidos, R’ es -CH2CH,CN, o alquilo inferior, R'® es
alquilo inferior o -N(R'®)2 es un grupo pirrolidino, piperidino o morfolino y Prot es un grupo protector usado en la
sintesis de oligonucleoétidos, tales como DMT, MMT;

e P(OR%)(N(R'),)-0-R*-CH(R®X")-R®-O-Prot, en la que R* R°, R® son alquileno inferior, X' es putrescina,
espermidina o espermina protegidos adecuadamente, R’ y R'® como se ha definido en lo que antecede;

en el que el alquilo y el alquileno inferior son un radical alquileno C1-C5 lineal o ramificado opcionalmente sustituido.

10. El procedimiento de la reivindicacion 8 o0 9, en el que a la sintesis por etapas de la secuencia de oligonucledtidos
le sigue la sintesis por etapas del resto oligocation para obtener compuestos que tienen la secuencia (3 AS- B).

11. El procedimiento de la reivindicacion 8 o 9, en el que a la sintesis por etapas del resto oligocation le sigue la
sintesis por etapas de la secuencia oligonucleotidica para obtener compuestos que tienen la secuencia (B ->A®).

12. El procedimiento de las reivindicaciones 8 0 9, que comprende la sintesis de secuencias mixtas.

13



10

15

20

25

ES 2435420713

13. El procedlmlento de la reivindicacion 12, en el que la sintesis de secuencias ollgonucleotldlcas tapadas en
ambos extremos (B -*A°- B) o las secuencias oligonucloeotidicas de cation interrumpida (*A°- B - *A®)..

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, en el que los oligocationes B activados y
protegidos se obtienen protegiendo los grupos amino de una poliamina, seguido de hidroxialquilacién a,w-bis, lo que
conduce a dioles compatibles con la sintesis de oligonucleétidos.

15. Como compuestos intermedios, los reactivos de fosforoamidita P(OR 9)(N(R'%)2)-O-R-(X-R%n)ni-X-R3-O-Prot, en
laque R', R%, R®, n'y n1 son como se ha definido anteriormente, X es NH o NC(NHz)2 adecuadamente protegidos, R®
es CH2CH2CN o alquilo inferior, R'® es alquilo inferior o -N(R'®)2 es un grupo pirrolidino, piperidino o morfo||n04y
Prot es un %rupo protector usado en Ia S|nteS|s de ollgonucleotldos tales como DMT, MMT; P(OR%)(N(R'%)2)-O-R*-
CH(R R°-O-Prot, en la que R*, R®, R® son alquileno inferior, X' es espermidina o espermina,R® y R'® son como
se ha deflnldo anteriormente, en eI que el alquilo inferior y el alquileno inferior son un radical alquilo o alquileno
sustituido, y como se ha definido anteriormente, el alquilo inferior y el alquileno inferior son radical alquilo o alquileno
C1-C5 y un radical alquilo ramificado o un radical alquileno, respectivamente.

16. Uso de una molécula de oligonucleétido-oligocatién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
en diagnéstico.

17. Uso de una molécula de oligoonucleétido-oligocation de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
en PCR, en PCR en tiempo real, genotipado, hibdridacion in situ.

18. Uso de una molécula de oligonucleétido-oligocatién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7
en la fabricacion de circuitos de ADN.

19. Composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz de moléculas de oligonucleétido-oligocation

de acuerdo con una cualquiera de as reivindicaciones 1 a 7, en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.
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Figura 3
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Figura 11
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Figura 13

Fluorescencia verde Tincion con bromuro de etidio

27



ES 2435420713

Figura 14
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