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Introduccion

La diversidad estructural y funcional del RNA

Después de que Watson y Crick propusieran en 1953 la estructura de doble hélice del DNA, el
estudio funcional y estructural del RNA ha ido adquiriendo un protagonismo creciente en la
biologia contemporanea con el objetivo de poder comprender las bases moleculares de Ila
vida."? En los dltimos afios, los grandes avances en la biologia molecular han mejorado
sustancialmente el conocimiento de cémo fluye la informacidn genética, desde el DNA al RNA
y, finalmente, a las proteinas. El dogma central establece que hay tres tipos de RNA
encargados de llevar a cabo este proceso, el RNA mensajero (mMRNA o RNA codificante), que
contiene el patrén que codifica la secuencia de la proteina que debe ser sintetizada en el
ribosoma; el RNA de transferencia (‘RNA), que lleva el aminoécido apropiado al ribosoma en el
proceso de traduccion; y el propio RNA ribosomal (rRNA) (Figura I.1).

Transcripcién / =
AL
CENCE I YA e L B

e

\ ‘ 'I"\ g "“-‘i;_
m

\\// RNA
Translacién e

P

/ : Aeinaﬂ
/ creciente

Fig. I.1. Esquema del proceso de traduccion y transcripcion celular.
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Los acidos nucleicos, el DNA y el RNA, son polianiones poliméricos constituidos por una
secuencia lineal de nucleétidos. Las principales diferencias entre ambos es el anillo de furanosa
que conforma el esqueleto del polimero, que en el DNA es la D-2'-O-desoxiribosa mientras que
en el RNA es la D-ribosa, y la presencia de la base pirimidinica timina del DNA que se transcribe
a uracilo en el RNA (Figura 1.2).5

DNA RNA
NH, NH,
~
N
¢ A ¢ A
5' N">N 5 N
HO— o HO— o
0 0
Q o \H OH ﬁNH
0=P-OH N/KO 0=P-OH ~ g
07 o 0 07 _o o
N N
e JERO
o=p-oH N7 N7 NH, o=p-oH N N7 NH,
(0] 0 o (0]
k 7‘ NH, k ; NH,
c c
0=P-OH N’&o 0=P-OH N’&o
07 o 07 o
OH OH OH

3 3
Fig. 1.2. Estructura del DNA (acido 2-desoxiribonucleico) y del RNA (acido ribonucleico).

A pesar de tener una composicidn quimica muy semejante, los dos acidos nucleicos presentan
estructuras y funciones bioldgicas muy distintas. El DNA, que contiene la informacion genética,
se encuentra normalmente como doble hélice dextrdgira (dsDNA) estabilizada por pares
candnicos Watson-Crick. La doble hélice de DNA puede adoptar diferentes conformaciones (A-
DNA, B-DNA, Z-DNA),"" y el DNA puede también estructurarse para dar lugar a motivos no
candnicos menos comunes como los cuddruplex de G o los motivos-i.”) EI RNA es
estructuralmente mucho mas versétil,[e]
(single-stranded RNA) capaz de adoptar variadas estructuras secundarias mediante

interacciones intramoleculares entre sus bases ribonucleicas. La mas comun de todas ellas es

y suele presentarse como una simple cadena ssRNA

la doble hélice” que puede contener motivos como horquillas, bucles, protuberancias,
apareamientos no candnicos (mismatches), etc. (Figura 1.3). La flexibilidad del dsRNA es muy
parecida a la del dsDNA aunque las pequefias diferencias entre ambos estudiadas por algunos
grupos de investigacién ayudan a entender sus diferenciadas funciones biolégicas.[g] El RNA
puede adoptar estructuras aun mas complejas, las llamadas estructuras terciarias, que se
originan cuando diferentes regiones de una estructura secundaria entran en contacto,
interaccionan, y dan lugar a una estructura aun mas compleja y compacta. Algunos ejemplos
son los ‘RNA, en los que dos subestructuras de tipo tallo-lazo (stem-loop) interaccionan
intramolecularmente, dando lugar a los conocidos como pseudonudos y a los kissing loops.
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a) Cadena monocaternaria (single stranded, ssSRNA) b) Duplex (double-stranded RNA, dsRNA) ¢) Horquilla (hairpin)

? g O Loop
NI\ Stem
N ) Ay | PAVAVAY

d) Protuberancia (Bulges) e) Bucle internos (Loops) f) Pseudonudo
Bulge de una Bulge par no canonico loop interno loop interno
tinica base (mismatch) simétrico asimétrico

Fig. 1.3. Representacion de motivos estructurales presentes en el RNA.

Las células contienen variados tipos y estructuras de RNA que confieren, a cada uno de ellos,
una funcién y actividad celular determinada. Ello es debido a que en las estructuras
tridimensionales que adoptan se generan cavidades o sitios de unién que permiten la

interaccion especifica con diversos tipos de moléculas, ya sean proteinas[‘c’]

, pequefas
moléculas™® u otros RNAs. Asi pues, en los mds de cincuenta afios posteriores al
descubrimiento de la estructura del DNA, los cientificos han aprendido que el RNA no puede
concebirse como un elemento pasivo que ejerce un papel de simple transmisor entre la
informacién genética del DNA vy la secuencia primaria de las proteinas, sino que existen otros
tipos de RNA no codificantes que tienen un papel esencial en muchos de los procesos

celulares.™ Algunos ejemplos son:*

Pequeiios RNAs Nucleares (snRNA): situados en el nucleo celular, se encargan del procesado
del mRNA, regulan factores de transcripcion (7SK RNA) o polimerasas y mantienen las
telomerasas. Normalmente, suelen encontrarse asociados a proteinas formando los llamados
snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins).

Micro RNAs (miRNAs): implicados en la inhibicion de la expresidn génica utilizando la ruta de la
ribointerferencia. Estudios recientes los relacionan con el cdncer, diabetes, desérdenes
inmunes y otras enfermedades.

Pequeiios RNAs de interferencia (siRNA): implicados en la inhibicién de la expresidn génica via
la inhibicidn especifica de la transcripcion a mRNA. Forma también parte del mecanismo de
defensa de los organismos contra RNAs virales o en la organizacién de la estructura de la
cromatina.

Ribointerruptores (Riboswitch): segmentos de mRNA capaces de unirse a pequefias moléculas
para modificar la produccién de la proteina codificada como respuesta metabdlica a un cambio
o ataque en el organismo.

RNAs cataliticos (Ribozima): Se trata de RNAs con actividades enzimaticas. Tienen funciones en
los procesos de replicacién y procesado del mRNA. Pueden iniciar sus actividades sin asistencia

de una proteina adicional.™®

La riqueza estructural y funcional que caracteriza los RNAs, su capacidad de almacenar la
informacién genética y de catalizar reacciones quimicas ha llevado a algunos cientificos a
proponer la llamada hipdtesis del “RNA world”, en la que se sugiere que existid con
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anterioridad al DNA y a las proteinas. (14-16] A respecto hay que decir que, mientras que
indiscutiblemente el RNA es capaz de albergar la informacidén genética de un organismo
primitivo, solo se han detectado dos clases de reacciones capaces de ser catalizadas por el RNA
en la naturaleza, la trasferencia del grupo fosforilo y la formacién del enlace peptidico. Sin
embargo, las ribozimas presentan un gran abanico de estrategias cataliticas que podrian
aplicarse a otras reacciones, y se podria llegar a la conclusidn que, en principio, el RNA podria
catalizar innumerables reacciones de las necesarias para sustentar la vida.”!

Por otro lado, la incidencia del RNA en tantos procesos celulares, lo han convertido en una
diana terapéutica relevante, abriéndose asi una importante via para combatir enfermedades
humanas a través de la busqueda de moléculas que lo reconozcan y que permitan regular sus
funciones. Es por ello que, en los ultimos afios, el RNA se ha convertido en uno de los
principales centros de atencién de la investigacién biomédica.

Enfermedades asociadas al RNA: Las TRED

Dada la relevancia de los RNAs en muchos procesos celulares, se puede afirmar que el correcto
funcionamiento de las células depende de la precisa expresién de un gran nimero y variedad
de acidos nucleicos. Normalmente, los RNAs se encuentran en el interior celular unidos a
proteinas (RNA binding proteins) formando los conocidos complejos ribonucleoproteicos
(RNPs), que son las formas funcionales de los RNAs.™ Una mutacién que afecte alguno de los
componentes de los RNPs, ya sea el RNA, la proteina o los factores requeridos para su
acoplamiento, puede ser la causa del desarrollo de una enfermedad.™

En este contexto se enmarcan las llamadas TRED (Trinucleotide Repeat Expansion Disorders)
que son un conjunto de enfermedades caracterizadas por la repeticién de microsatélites por
encima de un nimero normal de reiteraciones.?>*"

Los microsatélites, también llamados repeticiones de secuencias simples (simple sequence
repeats, SSRs), son secuencias cortas, polimadrficas y repetitivas de uno a seis nucledtidos,
siendo las mas comunes las de trinucleétidos. Se tiene poco conocimiento de la funcién
genética de estas repeticiones. AUn asi, se sabe que los microsatélites se encuentran
abundantemente distribuidos, aunque no uniformemente, por todo el genoma humano
llegando a constituir el 3% de éste.”” Debido a su alta mutabilidad, se cree gue los SSRs juegan
un papel importante en la evolucion del genoma creando y manteniendo la gran diversidad
gendmica de los seres vivos.> ! Estas secuencias repetitivas pueden expandirse o contraerse
por defectos en la replicacion, reparacion o recombinacidn del DNA. La alteracidn de Ia
longitud natural de los tramos con repeticiones puede desencadenar una patologia como las
de las TRED (Tabla 1.1).2®
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Unidad
Repetitiva (Gen)

Localizacion

.. Sintomas Caracteristicos
Repeticion

Enfermedad

Enfermedades poliglutamicas

HD CAG (HTT) Reg. codificante Corea, distonia, def.cognitivas, problemas

psiquiatricos.

SCA1 CAG (ATXN1) Reg. codificante Ataxia, disartria, espasticidad, oftalmoplegia.

SCA2 CAG (ATXN2) Reg. codificante Ataxia, hiporeflexia, afecciones motoras,
parkinson.

SCA3 CAG (ATXN3) Reg. codificante Ataxia, distonia, espasticidad.

SCA6 CAG (CACNA1A) Reg. codificante Ataxia, disartria, pérdida sensorial, temblores,
nistagmo.

SCA7 CAG (ATXN7) Reg. codificante Ataxia, disartria, ceguera, enfermedad de la
distrofia de conos y bastones.

SCA17 CAG (TBP) Reg. codificante Ataxia, demencia, corea, convulsiones, distonia.

SBMA CAG (AR) Reg. codificante Debilidad muscular, espasticidad, fertilidad
reducida, ginecomastia.

DRPLA CAG (ATN1) Reg. codificante Convulsiones, corea, ataxia, demencia.

Enfermedades con mutaciones en regiones no codificantes: mecanismo de pérdida de funcion

FRAXA CGG (FMR1) 5’UTR Retraso mental, dismorfia facial, autismo.
FRAXE CCG (FMR2) 5'UTR Retraso mental, hiperactividad.
FRDA GAA (FXN) Intrén Ataxia, perdida sensorial, diabetes mellitus,

cardiopatias.

Enfermedades con mutaciones en regiones no codificantes: mecanismo de ganancia de funcion a través del RNA mutante

Debilidad muscular, miotonia, defectos conductos

bDM1 CTG (DMPK) 3'UTR cardiacos, alteraciones SNC, distrofia muscular,
atrofia testicular.
DM2 CCTG (ZNF9) Intrén Como DM1, con posible retraso mental.
FXTAS CGG (FMR1) 5'UTR Ataxia, temblores, parkinson, demencia.
Otras enfermedades
SCA8 CTG/CAG (ATXNS8) UTR, reg. codificante Ataxia, disartria, nistagmo, espasticidad.
SCA10 ATTCT (ATXN10) Intrén Ataxia, disartria, convulsiones, disfagia.
SCA12 CAG (PPP2R2B) Promotor, 5'UTR Temblores, ataxia, espasticidad, demencia.
HDL2 CTG (JPH3) 3 UTF.{,.Reglon Corea, distonia, deterioro cognitivo.
Codificante
OPMD GCG (PABPN1) Reg. codificante Miastenia ocular, disfagia, debilidad muscular.
EPM1 C.GC,GCG (CSTB) Promotor Mioclono fotosensible, convulsiones, degeneracion
cerebral.
RMILX GCG (ARX) Reg.Codificante Retraso mental con convulsiones o con

distartria y distonia.

Tabla I.1. Caracteristicas clinicas y moleculares principales de las enfermedades de expansion de repeticiones de
tripletes. Abrev: AR, receptor de andrégenos; ARX, aristaless-related homeobox; ATN1, atrofina; ATXN, ataxina;
CACNA1A, canal de calcio dependiente del voltage P/Q subunidad a-1A; SNC, sistema nervioso central; CSTB,
cistatina B; DM, distrofia miotdnica; DMPK, proteina quinasa de la distrofia miotdnica; DRPLA, atrofia
dentatorrubal-palidoluisiana; EPM1, epilepsia amioclénica de Unvervicht y Lundborg; FMR1, gen del retraso mental
fragil X 1; FMR2, gen del retraso mental fragil X 2; FRAXA, sindrome de la X fragil; FRAXE, sindrome de la X fragil
asociada a la zona FRAXE; FRDA, ataxia de Friedreich; FXN, frataxina; FXTAS, ataxia y temblor asociados al X fragil;
HD, enfermedad de Huntington; HDL2, enfermedad de Huntington tipo 2; HTT, huntingtina; JPH3, junctofilina 3;
OPMD, distrofia muscular oculofaringeal; PABPN1, proteina de union a poli(A) nuclear 1; PPP2R2B, proteina
fosfatasa 2 reguladora de la subunidad B isoforma [3; RMLX, retraso mental ligado al cromosoma X; SBMA, atrofia
muscular progresiva espinobulbar; SCA, ataxia espinocerebral; TBP, proteina de unidn a la caja TATA; UTR, regidn no
traducida; ZNF9, gen dedo de zinc 9.
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Desde 1991, cuando se describieron por primera vez las mutaciones patoldgicas caracterizadas

[27,28] ya se han descubierto unas 22

) [29,30]

por la repeticidn aberrante de microsatélites,
enfermedades genéticas asociadas a la expansidon de trinucledtidos (Tabla I.1 Estas
patologias suelen presentar sintomas neurolégicos o neuromusculares. Generalmente, las
enfermedades son causadas por la expansién del triplete CNG, donde N es cualquier
nucleétido, aunque también se describen trastornos producidos por otros tripletes o bien,
mutaciones en las que el microsatélite expandido estd formado por mds de tres nucleétidos
(tetra-, penta-, ..., nucleétidos). En una persona sana, el nimero habitual de repeticiones de
estas secuencias suele oscilar entre las 5 y 40. A partir de unas 50-60 repeticiones, el individuo
suele presentar sintomas de la patologia. Se pueden resumir las caracteristicas bdsicas de la

mayoria de las TRED en:i?Y

* Inestabilidad del gen mutado, el cual es mas propenso a sufrir expansiones
tanto a nivel somdtico como germinal.m]

* Anticipacién: en sucesivas generaciones, se observa la aparicion de los
sintomas de la enfermedad a edades inferiores y con mayor severidad. Esto es
debido a que la severidad del fenotipo es proporcional a la longitud de la
expansién.ml

* Aumento del riesgo de herencia de la mutacidon cuantas mdas generaciones
haya sido trasmitida.

Las TRED pueden clasificarse segin el mecanismo molecular por el que se desarrolla la
enfermedad, el cual viene determinado por la secuencia y la zona del gen en la que se
encuentre la mutacion.?* Asi pues, se pueden dividir en dos subclases: aquellas caracterizadas
por la expansion del triplete CAG en regiones exdnicas o codificantes, también conocidas como
enfermedades poIiqutaminicasBS], y aquellas en las que la mutacidén se presenta en una regién
del genoma no codificante (Figura 1.4).

Polightamina

HD  SCA7
SCA1  SCA1T
FRAXA SCA2  SBMA OPMD o
FRAXE SCA3 DRPLA RMLX SCAS
EPM1 FXTAS  SCA12 SCAB FRDA DM2 SCA1D HDL2
(C.GCGECG), (CGG)y (CAG), (CAG), (GCN), (GAA), (CCTG), (ATTCT), (CT6),
| Promotor | 5-UTR | Exon | Intréon | 3-UTR I

Fig. 1.4. Secuencia y localizacidn de las expansiones de repeticiones asociadas a enfermedades neurodegenerativas.
Abrev: DM, distrofia miotdnica; DRPLA, atrofia dentatorrubal-palidoluisiana; EPM1, epilepsia amioclénica de
Unvervicht y Lundborg; FRAXA, sindrome de la X fragil; FRAXE, sindrome de la X fragil asociada a la zona FRAXE;
FRDA, ataxia de Friedreich; FXTAS, ataxia y temblor asociados al X fragil; HD, enfermedad de Huntington; HDL2,
enfermedad de Huntington tipo 2; OPMD, distrofia muscular oculofaringeal; RMLX, retraso mental ligado al
cromosoma X; SBMA, atrofia muscular progresiva espinobulbar; SCA, ataxia espinocerebral; UTR, region no
traducida. Figura basada en la de Mirkin y cols.!?!

En las enfermedades poliglutaminicas, entre las que se incluyen la enfermedad de Huntington
y la mayoria de ataxias espinocerebrales, la expansion del triplete CAG en el mRNA codifica
para secuencias poliglutaminicas en la proteina generada. Aunque las proteinas mutantes de
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las diferentes enfermedades no compartan similitudes secuenciales ni estructurales excepto la
region poliglutamica en si, todas ellas presentan semejantes fenotipos, lo que sugiere que
poseen mecanismos patoldgicos comunes. Parece ser que las proteinas mutantes pueden
padecer una lisis y liberar fragmentos téxicos de poliglutamina. Estos fragmentos podrian
agregarse en el medio celular generando inclusiones intracelulares que provoquen toxicidad a
través de alteraciones en la transcripcidén, metabolismo o por el stress celular causado.B**"! por
otro lado, no se descarta que estas colas poliglutamicas provoquen cambios estructurales en la
proteina mutante que desencadenen interacciones andémalas con el resto de biomoléculas
celulares.®®

Las TRED causadas por expansiones de tripletes en regiones no codificantes del genoma, se
caracterizan por una larga y variada expansidn que causa una multiple disfuncién o
degeneracién de los tejidos del individuo afectado. Entre ellas, se encuentran la ataxia de

X140 y XE frégiles[“], las ataxias espinocerebrales 8, 10y 12 y

Friedreich[39], los sindromes de la
las distrofias miotdnicas 1 y 2, entre otras. Los fenotipos de cada enfermedad, asi como el
mecanismo molecular de ésta, varian en funcidén de la secuencia, localizacién y nimero de

microsatélites (ver Tabla I.1).
Las distrofias miotonicas 1y 2
Las enfermedades

La distrofia miotdnica de tipo 1 (DM1), o enfermedad de Steinert, fue descrita por primera vez
en 1909 como una enfermedad distinta a la miotonia congénita.[42’43] No fue hasta después de
casi un siglo, en 1992, cuando se clasificd6 como la primera enfermedad de tipo TRED
autosdmica dominante causada por la expansién de un microsatélite en una regién génica no
codificante.™”

La DM1 es la forma de distrofia muscular mas comun entre la poblacidon adulta con una
incidencia de 1 cada 8000 individuos, aunque esta incidencia puede variar mucho segun la
poblacién de estudio.*’ Su notable prevalencia y el hecho de que fue de las primeras TRED
descubiertas, la convierte en una de las enfermedades causadas por la expansién de
trinucledtidos mas estudiada. La sintomatologia de la enfermedad puede variar bastante segun
el grado que presente el individuo. Se diferencian cuatro grados segin el momento en el que
se inicia el desarrollo de la patologia: si se inicia en un estadio infantil, adulto o tardio oligo-
sintomatico, o bien si se trata de la forma congénita de DM 148!

Los sintomas mas caracteristicos de la DM1 son la relajacién lenta de los musculos después de
una contraccion voluntaria (miotonia), una progresiva distrofia muscular, debilidad muscular
sobre todo en cara y mandibula (ptosis), pero también en los musculos pulmonares, en los
musculos distales de las extremidades y en el musculo esternoclidomastoidal, disfagia,
cataratas, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina, hiperglucemia, hipogammaglobulinemia,
dolor abdominal, atrofia testicular y calvicie frontal en hombres, defectos en los conductos
cardiacos pudiendo causar arritmias o hasta fallos cardiacos, alteraciones variadas en el
sistema nervioso central como somnolencia, trastornos de la personalidad, déficit de memoria,
desorden del comportamiento, asi como dificultades en el aprendizaje o retraso mental. Asi
pues, se trata de individuos incapacitados para poder llevar una vida normal y con una

esperanza de vida muy reducida.”*™"
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A diferencia de la DM1, descrita a principios del s. XX, la distrofia muscular de tipo 2 (DM2) fue
clasificada hace solo unos 20 afios."*® Inicialmente, se asociaban diferentes fenotipos de ésta a
la Miopatia Proximal Miotdnica (PROMM) y a la Distrofia Mioténica Proximal (PMD).9%% Fye
en 2001 cuando se adoptd la nomenclatura DM1 y DM2 al realizar un mapa genético y
determinar que todos los fenotipos asociados a PROMM y PMD radicaban en la misma
mutacién de un mismo gen. La DM2 también es una enfermedad clasificada dentro de las
TRED, autosémica, dominante y multisistémica. La prevalencia en la poblacién es menor que
en la DM1, se estima entre 1y 7 individuos afectados por cada 10000 personas.[51’52]

En cuanto a su sintomatologia, la DM2 se diferencia de la DM1 en que no existe su forma
congénita, el grupo de musculos afectados mayoritariamente son los proximales (en la DM1 se
ven principalmente afectados los distales), presenta menor severidad en la distrofia muscular,
miotonia, cardiopatias y en las afecciones al SNC; no suelen presentarse cataratas, ni diabetes,
ni retrasos mentales, a la vez que los sintomas suelen manifestarse a mayor edad, con lo que la

esperanza de vida es alrededor de la media.”*”*¥

Origen patoldgico

A principios de los 90 se determiné que la DM1 es causada por la expansién mutante del
triplete CTG en el extremo 3’ de la regidén no traducida (3'UTR) del gen de la proteina quinasa
de la distrofia mioténica (DMPK) localizado en el cromosoma 19q13.3.[44'54’55] El nimero de
repeticiones en individuos no afectados se sitla entre 5y 38 y es a partir de las 50 repeticiones
cuando se pueden manifestar algunos de los sintomas de la enfermedad. Como ya se ha
comentado, la severidad de los fenotipos y la edad en la que ésta empieza a desarrollarse es
directamente proporcional a la longitud de las repeticiones (anticipacion) y se ha observado
que mas de 1500 repeticiones resultan en un severa forma congénita de DM1.

Los individuos afectados por la segunda forma de DM presentan una expansion del
tetranucleétido CCTG en el intrén 1 del gen ZNF9 (dedo de zinc 9) situado en el cromosoma
3921 tal y como se describid en 2001.5% El numero normal de repeticiones del cuadruplete
CCTG es entre 10 y 26, y a partir de 75 repeticiones se desarrolla la enfermedad pudiendo
llegar, en algunos individuos, hasta las 11000 repeticiones.[57]

Asi pues, las dos patologias presentan mutaciones distintas situadas en diferentes genes. No
obstante, como se ha comentado en el apartado anterior, sus sintomatologias son muy
parecidas. Esta evidencia, parece indicar que el mecanismo molecular por el que se desarrollan
los fenotipos de ambas afecciones podria ser el mismo.

Mecanismo Molecular de las DMs

A lo largo de los afios han surgido distintas teorias para explicar el mecanismo molecular o

patogénesis de las DMs:*&>7)

Teoria de la haploinsuficiencia de la DMPK.' se postuld que las expansiones del triplete CTG
podian ser capaces de alterar la sintesis y el procesado del mRNA que codifica el gen DMPK vy,
consecuentemente, la proteina producida en la traduccién de dicho mRNA perdiese su
funcién. Esta teoria surgia a partir de la observacién que en los tejidos musculares de

10
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pacientes con DM existe un déficit de la expresion del DMPK mRNA y de la correspondiente
proteina traducida.® No obstante, estudios con ratones mutados en el gen DMPK solo
presentaron una ligera miopatia y ningin otro fenotipo de la DM1. La ausencia de
sintomatologia relacionada con la DM1 hizo descartar la teoria de la haploinsuficiencia de la
DMPK (o de la ZNF9 en el caso de la DM2)® al menos como causa principal de la

patologl'a.[63’64]

Efectos del alelo expandido hacia genes vecinos. Se propuso la hipdtesis que las repeticiones
CTG y CCTG alteraban la estructura de la cromatina impidiendo la correcta expresiéon de sus
genes vecinos. Esta teoria se basaba en el hecho de que los pacientes con DM presentan
niveles reducidos del factor de transcripcién que codifica el gen SIx5.581 sjn embargo,
ensayos llevados a cabo con ratones sin el gen SIX5, no manifestaron sintomas de la afeccién y
Unicamente desarrollaron cataratas.'®”®® Esta evidencia parecia indicar que esta reduccién en

la expresion podria contribuir a la sintomatologia de la DM, pero no explicarla globalmente.[sg]

Efectos patdgenos del RNA expandido. Las caracteristicas clinicas de ambas enfermedades son
muy parecidas aunque las mutaciones que las causan son completamente distintas. Este hecho
podia ser explicado si ambas fueran causadas por un mismo mecanismo patogénico. Una de
las principales caracteristicas observables tanto en la DM1 como en la DM2, es la correcta
transcripcién y procesado del RNA proveniente del alelo mutante en DMPK, aunque éste es

esencialmente retenido en el nucleo celular.”®”

Este dato parecia indicar un papel
importante del RNA expandido en la patogénesis. Con el objetivo de verificarlo, se realizaron
unos ensayos con ratones mutados con 250 repeticiones de CTG en el 3'UTR del gen de Ila
actina humana esquelética (human skeletal actin). Los ratones mutados reprodujeron las
caracteristicas tipicas de miotonia y histologia muscular anormal de la DM1, mientras que una
poblacidn con simplemente 20 repeticiones del triplete CTG no mostré sintomatologia
alguna.m’m Estos resultados indicaban que la expresion de CTG es capaz de reproducir las
principales caracteristicas de la DM1 independientemente del gen en el que se encuentre
localizado, a la vez que la longitud de la mutacién es responsable de la severidad del fenotipo.
Poco después, en 2001, se estudidé una poblacidon de ratones transgénicos que habian sido
mutados con la expansidon (CTG)sp en el gen DMPK. Estos ratones, no solo manifestaban
sintomas de miotonia sino que también presentaban una expresidn anormal de las isoformas
TAU cerebrales e histologias anormales de los tejidos musculares.”

Asi pues, todo parecia indicar que el RNA expandido tenia un efecto téxico en la célula. En vista
de estas observaciones, se planted la hipdtesis de que el RNA mutante (CUG, y CCUG,),
producto de la transcripcidén de los alelos expandidos y acumulado en el nicleo celular, podia
ser capaz de interaccionar y secuestrar ciertas proteinas que se unen al RNA (RNA-binding
proteinas) con la consecuente desregulacion de su funcion.’+”!

En los afios posteriores, el trabajo de muchos grupos de investigacién ha demostrado que el
principal defecto producido por la acumulacién de los transcritos CUG, y CCUG, en el medio
celular es una regulacion deficiente de mas de una docena de procesados alternativos
(alternative splicing) del mMRNA.?%’® En este contexto, se han identificado dos proteinas
capaces de unirse o verse afectadas por los RNA toxicos: la CUG-BP1 (CUG binding proteinl) y
la MBNL1 (muscleblind-like 1),””' ambas relacionadas con la regulacion del procesado

alternativo del mRNA."® El procesado o splicing es el proceso celular asociado a la maduracién

11
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del pre-mRNA. La mayoria de genes codificantes para proteinas contienen algunos segmentos
(intrones) que formaran parte del transcrito inicial (pre-mRNA) pero que no serdn incluidos en
el mRNA que serd traducido. La eliminacién de los intrones y la unién de los segmentos que
componen el mRNA maduro (exones) recibe el nombre de splicing. El procesado alternativo se
produce cuando un mismo pre-mRNA puede generar diferentes mRNAs codificantes de

distintas proteinas por combinacién de diferentes exones.””

En cuanto a la proteina CUGBP1, se ha observado que es capaz de unirse in vitro a pequefios

[80]

oligonucledtidos (CUG)s, " pero no interacciona con RNA de doble cadena ni es secuestrada

por el transcrito (CUG), quedando retenida en el nucleo celular.B*® Los estudios llevados a
cabo indican que solo MBNL1 se une especificamente al RNA expandido en los individuos con
DM. La proteina presenta una gran afinidad por las repeticiones cug” v ccuG” debido a la
gran similitud estructural con su diana natural. Por otro lado, se ha observado que el nimero

de proteinas unidas al RNA expandido es proporcional al numero de repeticiones,[8°’83]

uniéndose una proteina MBNL1 por cada dos motivos 5’CQG/3’GQC.[84]

Asi pues, la proteina
MBNL1 queda retenida en las inclusiones del RNA téxico® reduciendo, consecuentemente, su
concentracién efectiva en el nucleo celular y provocando deficiencias en el procesado de

algunos pre-mRNAs.[SS]

Regulador del procesado

alternativo del RNA
MBNL1 lHiperfosforiIazi()n
BNLL1
L Activacién PKC P

> ——————> (CUGBP1 P
CUGBP1

P

CUGBP

(CUG), o (CCUG), Complejo RNA®XP- MBNL1

l |

Regulacion defectuosa del splicing alternativo

Fig.l.5. Mecanismo bioquimico patoldgico de las DMs. MBNL1 es secuestrada por las estructuras que adopta el
transcrito mutante de RNA quedando retenida en el nucleo celular. Por otro lado, se activa la fosforilacion de la
proteina CUGBP1, a través de la PKC, provocando una regulacion errénea del splicing alternativo celular.

Como consecuencia de la baja concentracion de MBNL1 libre, en una primera instancia, se
activa la proteina quinasa C (PKC) que hiperfosforila la CUGBP1, estabilizandola y provocando
un aumento de su concentracién efectiva (Figura 1.5).8788 |3 funcion reguladora de MBNL1 y
CUGBP1 es antagdnica, esto significa que mientras MBNL1 promueve la transcripcidon del
patrén de splicing adulto, CUGBP1 participa en la retencién del patrén fetal.® Asi pues, la
reduccién de MBNL1 en el nucleo celular conjuntamente con el aumento de CUGBP1 provoca
que en el organismo del individuo afectado predominen los patrones de splicing fetal

[59,90,91]

generando isoformas de proteinas embridnicas en adultos. Por ejemplo, se han

detectado procesados alternativos defectuosos en el receptor de insulina, lo cual provoca
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resistencia a esta hormona a los individuos con DM1.°*%*! por otro lado, un exceso en la
inclusion del exén 5 de la c¢TNT (cardiac troponin T) produce defectos de los conductos
cardiacos.®* Se ha determinado que la pérdida de MBNL1 activa en el medio celular puede
explicar mas del 80% de los defectos del procesado asociadas a las DMs (Figura 1.6).7¢!

En resumen, todas las evidencias cientificas parecen indicar que el principal mecanismo
patolégico de las DMs es una pérdida de funcion de la proteina MBNL1 debido a su secuestro
por parte de los CUG®™" y CCUG®®, mientras que la proteina CUG-BP1 sufre una ganancia de
funcién que provoca un patrén de splicing fetal en individuos adultos.

Hay otros fendmenos no relacionados con el splicing alternativo que también son relevantes
en la sintomatologia de las DMs. Por ejemplo, la baja concentracién de MBNL1 provoca que los
procesos celulares que esta proteina regula se vean afectados. Es el caso de la regulacion
defectuosa de algunos miRNAs del tejido cardiaco, controlados por MBNL1, que explicaria
algunas de las disfunciones cardiacas de los individuos con DMs.®*) El RNA téxico también

parece producir otros efectos independientes de la deficiencia de la proteina MBNL1. 176,96,97]

&t
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Fig. 1.6. Procesados alternativos defectuosos que median la patogénesis de la DM1 y DM2. El aumento de la
concentraciéon de CUGBP1 y la disminucion de MBNL1 afecta al procesado alternativo de algunos transcritos
causando diferentes fenotipos clinicos en ambas enfermedades.

La estructura de rcUG*® y rcCUG*®

Existe poca informacién estructural sobre los RNA con expansiones de tripletes. No obstante,

exp

la estructura CUG™™ es una de las mas estudiadas por su relevancia como diana terapéutica. En

exp

1997, Napierala y cols. hicieron una primera aproximacion a la estructura de CUG™ mediante
ensayos enzimaticos.”® Los datos obtenidos fueron posteriormente corroborados por otras
investigaciones mediante microscopia electrénica de (CUG);3, fusiones térmicas y digestiones
enzimaticas.®”*® En estos primeros estudios se concluyé que el RNA asociado a la DM1 forma
estructuras tallo-lazo u horquilla (hairpins) en los que el tallo de la estructura se compone de

dos pares G-C consecutivos entre apareamientos no candnicos (mismatches) U-U (Figura |1.7A).
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En 2003, un estudio mds exhaustivo mediante ensayos quimicos y enzimaticos de seis de las
repeticiones asociadas a enfermedades neurodegenerativas, confirmé que oligonucleétidos
CUG, con n> 10 se estructuran en solucién como Napierala habia descrito.™® Mientras que,
con n inferiores, el oligonucleétido se encuentra predominantemente como monocadena.

La observacion de que largas repeticiones de CCUG presentaban un comportamiento
semejante a CUG, frente a las nucleasas, permitié concluir que CCUG, adopta también una
estructura secundaria de tipo hairpin con un tallo compuesto por repeticiones de dos
mismatches C-U entre dos pares C-G (Figura 1.7B).

A B
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Fig.l.7. Estructura de los RNAs asociados a la DM1 (A) y a la DM2 (B) con las repeticiones CUG y CCUG,
respectivamente.

Vale la pena destacar que las conformaciones tipo horquilla de los RNAs expandidos presentan
una inestabilidad intrinseca, debido a la abundante presencia de pares no candnicos, que hace
que una hebra del tallo se deslice sobre la otra. Estudios estructurales han determinado que
cuanto mayor es el nimero de repeticiones, mas estable es la estructura. No obstante, a partir

de unas 15 repeticiones, se alcanza un valor maximo.!*%!

Unos afos mas tarde, en 2005, Berglund y cols. consiguieron cristalizar el oligonucledtido
r(CUG)s y describieron su estructura mediante difraccion de rayos X de alta resolucion (1.58
A).110% | 56 repeticiones de CUG forman hélices de doble cadena parecidas a la forma A del
RNA. Esta estructura presenta alguna distorsién debido a la presencia de los mismatches U-U,
situados entre dos pares C-G, que provocan un surco menor mas ancho y menos profundo vy, a
la vez, un surco mayor mas estrecho y profundo (Figura 1.8). En cuanto a los pares no
canodnicos U-U, no se encontraron evidencias de una distorsién importante en el esqueleto de
la cadena para acomodar estos pares de bases formando algin enlace de hidrégeno. No
obstante, dos de cada 12 pares U-U observables parecian estar separadas por una distancia
que les permitiria la formacién de un enlace de hidrégeno.
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Fig. 1.8. Comparacion entre la estructura de r(CUG)g determinada por
difraccion de rayos X por Berglung y cols. y la forma A del RNA. Superposicién
de r(CUG)g (azul) y la forma candnica A de RNA (roja). Figura tomada de la
referencia 102.

Mas recientemente, se han realizado algunos estudios para determinar si existe o no
interaccion entre las Us de este par no candnico. En uno de ellos se han analizado de nuevo los
datos de rayos X de Berglund y se ha estudiado el ddplex G(CUG),C (1.23 A)."%®! En esta
publicacion, se llega a la conclusion que existe un enlace de hidrégeno entre el 04 de una Uy
el N3-H de la segunda U. Posteriores estudios estructurales mediante RMN combinada con

simulaciones de dindmica molecular™®¥ X,[los]

y difraccién de rayos parecen indicar que,
aunque la conformacidn de menor energia se alcanza cuando se establece un enlace de
hidrogeno entre las Us, existe un equilibrio dinamico entre las conformaciones con cero

(15.9%), uno (76.5%) y dos enlaces de hidrégeno (7.6%) (Figura 1.9).

o
0 o o 4
HT N~ N
j NH HN »\\> ﬂ \ AN D (\\N I )
N /& )\N N /&0 }-N J:N \« “Hew "é
Sin enlace de Hidrégeno Un enlace de Hidrégeno Dos enlaces de Hidrégeno

Fig. 1.9. Interacciones observadas del par no candnico U-U presente en la estructura CUG®®.

A principios de 2014, Disney y cols. han descrito la estructura de CCUG,, determinada mediante
estudios de difraccién de rayos X (resolucién de 2.35 A) de un RNA estructurado como una
horquilla, estabilizada por el tetraloop GAAA, que contiene tres repeticiones de 5 CCUG/GUCC
3".1% | os datos estructurales confirman los estudios publicados por Sobckaz en 2003.1%% a5
repeticiones CCUG, forman loops internos periddicos debido a los dos apareamientos no
canodnicos C-U entre dos pares C-G consecutivos. La estructura se asemeja a la forma A del RNA
aunque presenta importantes distorsiones sobre todo en el loop central. Se ha observado que
en el bucle terminal del tallo los pares C-U presentan un comportamiento distinto a los otros
dos. En este caso, los pares no candnicos C-U estan estabilizados por un enlace de hidrégeno
entre el NH, (C) y el 04 (U) y una interaccién adicional via una molécula de agua entre el N3 (C)
y el N3-H (U). Esta unidn a través de moléculas de agua de solvatacion ya habia sido descrita
anteriormente en estudios del par C-U por RMN y dindmica molecular. por otro lado, en
los loops centrales de la cadena, cada par C-U parece establecer dos enlaces de hidrégeno, el
primero entre NH, (C) y el 04 (U) y el segundo entre el N3 (C) y el N3-H (U) (Figura 1.10.).
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Fig. 1.10. Interacciones observadas por difraccion de rayos X entre las bases de los pares no-candnicos C-U. A)
Interaccion mediante un enlace de hidrégeno y a través de una molécula de agua. B) Interaccion mediante dos
enlaces de hidrégeno.

Estrategias terapéuticas contra las DMs

Actualmente no existe un tratamiento efectivo para la DM1 ni la DM2 capaz de prevenir o
revertir la progresién de la enfermedad. Los individuos que sufren estas patologias solo
pueden ser tratados para atenuar la sintomatologia de la afeccion. Sin embargo, a partir de
todos los progresos en el conocimiento de las DMs, en los ultimos afios han surgido diferentes
estrategias terapéuticas con el objetivo de revertir los sintomas de estas patologias.

En un primer nivel, estas estrategias se pueden clasificar en tres tipos segun la diana a la que
[110]

se dirijan: al DNA, al RNA o a las proteinas.
A nivel de DNA se trata de terapias dirigidas a detener la principal causa de la enfermedad, es
decir, el proceso de expansién propiamente. Se trata pues, de estrategias que pretenden evitar
o prevenir la expansidon somdtica de las repeticiones C(C)TG en sus respectivos genes. Se han
descrito algunas tecnologias innovadoras que podrian llegar a ser esperanzadoras[m’llzl y
algunas pequefias moléculas que parecen ser capaces de reducir la expansidn somatica de
repeticiones.[m] No obstante, todo indica que se trata de una estrategia con poco futuro

terapéutico.

Las terapias a nivel proteico son aquellas dirigidas a normalizar la actividad celular de CUGBP1
y MBNL1. Por ejemplo, el reemplazamiento de MBNL1, es decir, proporcionar niveles de
proteina capaces de saturar los transcritos téxicos y, que el exceso libre, pueda desarrollar sus
funciones.™¥ Otra opcidn puede ser la restauracién del nivel de expresidn normal de la
proteina CUGBP1 mediante el bloqueo de la actividad de la PKC.[B81151181 | a5 dos estrategias
han dado resultados in vivo y, aunque aun parecen estar lejos de poder ser aplicadas en
individuos enfermos, demuestran que los efectos del RNA téxico sobre el organismo son
reversibles.

Sin embargo, las estrategias mds prometedoras son las dirigidas al RNA téxico. En este grupo
se engloba la eliminacién de las repeticiones C(C)UG, del transcrito y la inhibicion de la unidn
RNA téxico-MBNL1 (Figura 1.11).
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Fig. 1.11. Estrategias desarrolladas para combatir la patogénesis de las DMs (en rojo). Figura adaptada de la ref. 126.

* Estrategias dirigidas a degradar el transcrito de RNA expandido.

exp

Con esta estrategia se pretende eliminar los transcritos mutantes C(C)UG™ y revertir todo el
mecanismo patolégico de las DMs. Se ha demostrado que la degradacion de los RNAs téxicos
provoca una importante mejoria de la sintomatologia de las DMs. La mayoria de estas
aproximaciones se basan en cadenas de acidos nucleicos (DNA o RNA) capaces de hibridarse
con el RNA téxico.

Un ejemplo son las ribozimas, ampliamente empleadas como herramienta de reparacion de
MRNAs mutantes para producir un transcrito normal."*”! En este contexto, se ha disefiado una
ribozima tipo cabeza de martillo que degrada los transcritos mutantes de DMPK con buenos
resultados.*® Otra aproximacién consiste en utilizar oligonucledtidos antisentido (AS0).M ¥ En
la literatura se encuentran ASO modificados quimicamente asi como un (CAG); modificado

[120]

como 2’-O-metilo fosforotioato (PS58) descrito por Mulders capaz de silenciar el transcrito

expandido y reducir sus agregados ribonucleares selectivamente sin activar el mecanismo de la

RNAsa-H. Por otro lado, los LNA (locked nucleic acids) gapmers de Lee y cols. degradan el

transcrito mutante mediante la activacién de la RNasa-H.!*?

Los siRNAs también se han usado con éxito para inducir la degradacién especifica del RNA

[122,123] [124]

téxico en células mamiferas'™" y en tejidos de individuos con DM1.1*#!
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e Estrategias dirigidas a la inhibicion de la unién RNA***-proteina.

La otra prometedora estrategia para abordar la toxicidad de los RNA retenidos en el nucleo
celular, es bloquear su interaccidén patégena con la RNA-binding protein MBNL1.

Oligonucledtidos antisentido. Wheeler y cols. han descrito el Unico oligonucleétido antisentido
capaz de unirse a las repeticiones de CUG sin inducir su degradacién.[m] CAG25, un
oligonucleétido morfolino antisentido, es capaz de invadir las horquillas CUG, liberando la
proteina MBNL1 y restaurando el correcto procesado alternativo al prevenir su uniéon al
transcrito aberrante. El estudio detallado de su mecanismo de accidn demostrd que la
administracién de CAG25 producia una eliminacion del 50% de los agregados nucleares debido
a su exportacion al citoplasma. Anteriormente a este trabajo, Mastroyiannopoulos trabajo en
la exportacidn de transcritos de CUG expandidos al citoplasma como un posible tratamiento de
la DM. Fue capaz de exportar el transcrito mutante retenido en el nucleo celular con la ayuda
de un elemento regulatorio viral post-transcripcional (WPRE).'?"1%8 gjp, embargo, mas alld de
estos estudios, no se han disefiado moléculas con el objetivo de exportar los transcritos
mutantes de las DMs al citoplasma, y serian necesarios mas estudios que demostrasen que la

exp

presencia de CUG™™ en el citoplasma no causa efectos tdxicos inesperados y solo revierte
algunos de los sintomas de las DMs.

Vale la pena destacar que se deberian solucionar ciertos aspectos relacionados con el uso de
ASO. Por un lado, es necesaria una optimizaciéon de la administracién de la molécula activa vy,

por otro lado, existe la necesidad de producir ASOs selectivos de cada RNA mutado.

Pequeinias moléculas o ligandos. Otra aproximacidn consiste en utilizar pequefias moléculas
con gran afinidad hacia los transcritos mutantes CUG™® y CCUG®® que sean capaces de
desplazar MBNL1 y bloquear su unién. Trabajar con pequefias moléculas presenta ventajas
respecto a la utilizaciéon de oligonucledtidos, los cuales tienen poca capacidad de atravesar la
membrana celular y una importante inestabilidad en fluidos biolégicos.mg]

El disefio o la identificacion de ligandos de RNA tampoco es un trabajo sencillo. Un ligando de
RNA debe:

i) unirse con gran afinidad a su diana.

ii) ser muy selectivo, ya que tiene que reconocer su diana preferentemente sobre
otros RNA celulares expresados a niveles iguales o superiores, sobre el DNA y
sobre las proteinas.

iii) alcanzar la regidn correcta de la célula, es decir, donde se encuentra el RNA diana
(citoplasma, nucleo...). Esto sera posible si el ligando presenta unas propiedades
lipo y hidrofilicas determinadas y no es degradado previamente.

iv) tener una baja toxicidad.

Un desafio a destacar en el disefio de ligandos de RNA es que no existe tanta informacién
estructural como del DNA o de las proteinas. No obstante, la gran biodiversidad estructural de
los RNAs, puede ser ventajosa en el disefio racional de pequefias moléculas selectivas. Sin
embargo, a pesar de los grandes progresos de los Ultimos afios, "% todavia est3 muy lejos de
alcanzarse el objetivo de disefiar ligandos selectivos de una determinada diana de RNA que
esté basado simplemente en el conocimiento de su estructura.
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Ligandos capaces de unirse a CUG™" y CCUG®"

Se han publicado muchos trabajos en los que se ha demostrado que el uso de pequefios

ligandos selectivos remite gran parte de los fenotipos de la enfermedad, tanto en cultivos

[131] [132]

celulares'™ ", modelos de Drosophila™~" como ratones*?® (Figura 1.12).

Regulador del Procesado Alternativo del RNA

Ligando
especifico

RNA toxico Complejo RNA-MBNL1 téxico
CUG,, 0 CCUG, Defectos en el Procesado Alternativo

!

Patologia DM1 y DM2

Y

Fig. 1.12. Inhibicion de la formacion del complejo RNAxico-MBNL1 mediante la union selectiva de un ligando.

¢ Diseio racional de ligandos.

Peptoides ensamblados modularmente. Disney y cols. han trabajado en el disefio vy
optimizacién de ligandos modulares de tipo peptoide. Cada mddulo contiene un compuesto,
conjugado via quimica Click, que presenta gran afinidad hacia el RNA. A partir de estas
unidades se han sintetizado ligandos modularmente ensamblados con el objetivo de reconocer

P alavez.

[133]

varios loops internos del RNA
En una primera aproximacién, el motivo de reconocimiento escogido para interaccionar
con CUG®® fue el compuesto Hoechst 33258, que ya habia sido descrito por su capacidad de
unirse a 5'CUG/3'GUC y 5’CAG/3’GAC.[134] El nUmero de mddulos, asi como la distancia entre
ellos, se optimizd para obtener una buena afinidad frente a un modelo de r(CUG)®® (Figura
1.13). El mejor ligando identificado, compuesto por 5 mddulos, presenta una ICso inferior a 0.1
MM y unos buenos valores de selectividad frente varios RNAs. Por otro lado, también se ensayd
con buenos resultados la permeabilidad celular en mioblastos de ratén. En 2012, estos
compuestos se ensayaron in vitro para determinar su efecto sobre las anomalias celulares

asociadas a la DM1 y se verificd su actividad.["**
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Fig. 1.13. Ligandos descritos por Disney et al. en 2009 que interaccionan con la estructura CUG™®. Ht= derivado de
Hoechst 33258.

Después de este primer trabajo con tan buenos resultados, Disney y cols. emplearon médulos
con kanamicina A y neamina para disefiar nuevos ligandos tipo peptoide capaces de unirse a la
estructura CCUG®"® asociada a la DM2. Estos dos aminoglicésidos fueron identificados
mediante ensayos con microarrays por su gran afinidad por los loops internos del RNA.1B8 |
mejor ligando obtenido, con tres mdédulos de kanamicina A, presenta una ICsq de 25 nM, una
selectividad razonable (teniendo en cuenta que también presenta afinidad por el mismatch
U-U presente en CUG™®) y una buena penetracién celular (Figura 1.14).1**”)
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Fig. 1.14. Ligandos disefiados por Disney et al. para interaccionar con la estructura CCUG®®. Kan= Kanamicina A;
Nea= Neamina.
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A partir de aqui, varios trabajos posteriores del mismo grupo se han enfocado a optimizar los
ligandos con kanamicina A y neamina tanto para la diana de DM1 como para la de DM2,

obteniendo Kq del orden nmolar y selectividades aceptables.!***

Ligandos selectivos de los pares U-U y C-U. Cuando ya se habia iniciado esta tesis doctoral,

exp

Zimmerman y cols. describieron un ligando disefiado para unirse al CUG™" que es producto de
la conjugacion de una triaminotriazina y una acridina (Figura 1.15A). 13 2,4,6-
triaminotriazina o melamina, tiene la finalidad de actuar como base Janus con el par no
canodnico T-T en DNA y U-U en RNA, mientras que la acridina pretende interaccionar por

intercalacion y apilamiento con el par contiguo C-G (Figura 1.15Cy D).
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Fig. 1.15. Ligando descrito por Zimmerman y cols. en 2009. A) Ligando formado por el heterociclo melamina
conjugado a una acridina. B) Ligando formado por la 2,4,6-triaminopirimidina conjugada a distintos derivados de
acridina. C) Interaccidn de la base de Janus melamina y el par T-T o U-U. D) Posible disposicién espacial del ligando
al interaccionar con la diana (CTG), o (CUG),.

exp

Este compuesto presenta una afinidad por r(CUG)™™ en el rango nanomolar alto (430 nM) y
una afinidad moderada por otros mismatches de RNA (entre 6 y 140 veces inferior). Unos afios
mas tarde, el mismo grupo se planted unir dos de sus ligandos Janus mediante una cadena lo
suficientemente larga para que las dos bases Janus pudiesen interaccionar con dos pares U-U a
la vez, obteniendo un ligando dimérico. Los resultados obtenidos fueron mucho mejores que
los anteriores llegando a obtener una afinidad 50 veces mayor.[m] El ligando mas potente in
vitro era capaz de penetrar tanto la membrana celular como la nuclear provocando una

dispersion ribonuclear casi completa de MBNL1.M

En 2011, el mismo grupo disefid una serie de nuevos ligandos para la diana de DM?2
manteniendo la misma estrategia, es decir, la uniéon de una base Janus a un compuesto con
alto potencial intercalante.™* Se trata de la conjugacion de la 2,4,6- triaminopirimidina a una
acridina (Figura 1.15B). El mejor de los ligandos presenta una afinidad del orden uM bajo y una
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selectividad moderada hacia otros pares no candnicos de RNA y buena frente otros RNAs.
Como es conocido, las acridinas son compuestos con gran afinidad tanto por el DNA como por
el RNA debido a su gran potencial intercalante. No obstante, aunque puedan presentar una
afinidad muy elevada, suelen ser muy poco selectivas, lo que supone una limitacidn
importante para proponer estas moléculas como posibles cabezas de serie.

* Screening de biblioteca de compuestos.

Pentamidina. En 2009, se identificd la pentamidina (Figura 1.16A), partiendo de una biblioteca
de ligandos de acidos nucleicos, por su capacidad de inhibir in vitro la formaciéon del complejo
r(CUG)®"-MBNL1. La molécula parecia unirse al surco menor del hairpin tdxico logrando
mejorar el procesado de dos pre-mRNAs y revertir algunos fenotipos de la DM1 in vivo." A
pesar de tener una afinidad media por CUG®™" (ICso = 58 puM), su uso terapéutico estd

totalmente limitado debido a su alta toxicidad.

Ro-38-8220 y Cromomicina A3. Muy recientemente, se han identificado otros dos compuestos
por su capacidad de reducir o eliminar algunos fenotipos de la DM1, el Ro 38-8220 (Figura

[146,147]

I.L16B) y la cromomicina A3 No obstante, su mecanismo de accién no se ha

determinado.®

ABP1. El cribado de una biblioteca combinatoria compuesta por hexapéptidos sintetizados con
D-aminodcidos en un modelo de Drosophila, identificd el péptido ABP1 como supresor de la
toxicidad de CUG®" (Figura 1.16€C)."% su administracion logra suprimir los defectos en los
tejidos cerebrales, musculares y en el ojo en este modelo. Se demostré también que ABP1 es

exp

capaz de reducir la formacidn de los agregados de CUG™ y la degeneraciéon muscular cuando
se administra oralmente. En modelos de ratones con DM1, se consiguidé revertir la
desregulacidn del procesado del mRNA vy la histopatologia muscular. Parece que su mecanismo
de accion es desestructurar el hairpin CUG, dando lugar a la cadena simple (ssRNA). No
obstante, los ensayos de selectividad parecen demostrar que ABP1 puede unirse a otros tipos

de acidos nucleicos.

Cribado de compuestos con analogia estructural a Hoechst y Pentamidina. Disney también ha
publicado recientemente un estudio de diecisiete moléculas seleccionadas a partir de una
aproximacién sinérgica, donde combina el andlisis de ligandos de RNA ya conocidos y una
busqueda de andlogos estructurales. En esta investigacion escogen moléculas con similitudes
estructurales a Hoechst 33258 y a la pentamidina las cuales, como ya se ha comentado,
presentan una elevada afinidad por los RNAs expandidos con apareamientos no candnicos. En
el estudio se identifican algunos compuestos con ICsy’s del orden uM bajo y una de ellas
mejora los defectos del procesado del pre-mRNA en células y ratones. No obstante, la
selectividad que presentan no es demasiado buena, lo que hace pensar que las moléculas

identificadas tienen poco futuro como agentes terapéuticos.[“s]

Naftiridina y moléculas con tiofeno. Mediante un cribado de treinta mil pequefias moléculas se
identificé una naftiridina sustituida y otras moléculas que contenian tiofeno por su capacidad
de inhibir la formacién del complejo MBNL1-CUG®™®. La naftiridina parece actuar
interaccionando con los loops U-U de la estructura del RNA téxico causando una mejora en los

22



Introduccion

defectos de splicing de modelos celulares con DM1. En cambio, los derivados del tiofeno
identificados se unen a la proteina MBNL1 provocando una importante desregulacion de los
procesados alternativos celulares que agrava los fenotipos de la enfermedad.

Lomofungina y dilomofungina. Hoskins y cols. identificaron el agente antimicrobiano

exp

lomofungina no solo como inhibidor del complejo MBNL1-CUG™", sino por su capacidad de

dispersar la proteina MBNL1 localizada en el nucleo celular incrementando su actividad. Su
dimero, la dilomofungina, a pesar de ser 17 veces mas potente que el mondmero para inhibir

exp

la formacion del complejo indeseado in vitro, causa un aumento del RNA CUG™ en el nucleo

celular debido a un mecanismo desconocido.™

A B

HNZ NH,  HoN”"NH

s
HZNXNH NH,
o]
NH
C D o [
D RN
O._OH H : H
4 \N O$/ (@]
=0 S

NH, \ N

Fig. 1.16. Ligandos de la estructura CUG, asociada a la DM1 identificados mediante técnicas de cribado: A)
Pentamidina; B) Ro 33-3220; C) Péptido ABP1. D) Mejor compuesto dimérico de tipo peptidico identificado
mediante quimica combinatoria dinamica.

* Quimica combinatoria dinamica.

Usando la quimica combinatoria dindmica sobre resina, Miller y cols. identificaron algunos
compuestos capaces de unirse a r(CUG) in vitro.* Los compuestos descritos son de tipo
peptidico, contienen un anillo de quinolina y un enlace disulfuro que une dos mondmeros
(Figura 1.16D). La afinidad de los mejores compuestos es del orden micromolar bajo y la
selectividad observada es mejorable. Unos aios mas tarde, usando como cabeza de serie uno
de los compuestos identificados en el estudio anterior, disefiaron una segunda generacion de
ligandos optimizados. Las modificaciones principales son la sustitucién del anillo de quinolina
por un anillo de benzo[g]lquinolina, mds afin por el RNA, y del enlace disulfuro por un doble
enlace (Z y E). Los nuevos compuestos presentan constantes del orden nanomolar y mejor
selectividad que los anteriores. A su vez, son capaces de penetrar en la célula y dos de ellos,

ensayados en ratones, revierten los defectos en el splicing observados en la DM1.11%%
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Como puede comprobarse después de enumerar y analizar la mayoria de ligandos actualmente
descritos para C(C)UG®®, todos presentan afinidades relativamente buenas hacia las dianas
aunque, sorprendentemente, no mantienen ninguna relacién estructural entre ellos. En los
disefios racionales, tanto Zimmerman como Disney, han escogido el motivo caracteristico y
repetitivo de los RNAs toxicos de las DMs como base de su disefio, sin embargo, han empleado
moléculas muy distintas para ello. Por otro lado, si se analizan los ligandos identificados
mediante los cribados de bibliotecas de compuestos, identificar un farmacéforo para el diseiio
de nuevas cabezas de serie parece una tarea excesivamente compleja.

En esta tesis doctoral, se planted un disefio racional de ligandos aprovechando los

exp

caracteristicos motivos estructurales que presentan los RNAs C(C)UG™", es decir, los pares no
canonicos U-U y C-U. Para ello, al igual que Zimmerman planted una vez ya iniciada esta tesis,
una buena opcion parecen ser las bases Janus capaces de reconocer por ambas caras un par de

nucleobases encaradas.
Las Bases Janus

Janus, en la mitologia romana, era el dios de las puertas, los comienzos y los finales y se
representaba como un hombre con dos caras que miran en direcciones opuestas para indicar
su doble funcionalidad (Figura 1.17).

Fig. 1.17. Dios Janus de la mitologia romana. Suele representarse como
un hombre con dos caras opuestas, una mirando hacia adelante, al
futuro, la otra mirando hacia atras, al pasado.

Por analogia, en 1996 Lehn introdujo el término bases Janus (o Janus Wedges) para hacer
referencia a una nueva aproximacién dirigida al reconocimiento de un par de nucleobases
enfrentadas.™ Las bases Janus son heterociclos con dos caras disefiadas para reconocer un
par candnico o no candnico introduciéndose entre ellas como una cufia (wedge) vy
estableciendo el maximo numero posible de interacciones por enlaces de hidrégeno (Figura
1.18).

En la misma publicacién, Lehn reflexiona sobre las posibles aplicaciones de las Janus Wedges.
Para que una base Janus interaccione con un par candnico presente en DNA o RNA, es
necesario que se introduzca entre las nucleobases rompiendo sus interacciones Watson-Crick y
estableciendo nuevos enlaces de hidrégeno, lo cual puede no estar termodindmicamente
favorecido. Es por estos motivos que zonas no apareadas del DNA o del RNA, asi como pares
no candnicos, bucles, protuberancias, etc, parecen las mejores dianas para las bases Janus. Hay
que decir que debido a su naturaleza autocomplementaria, este tipo de compuestos tienen
tendencia a la agregacion.
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Fig. 1.18. Concepto de Base Janus o Janus Wedge aplicado al reconocimiento de los pares candnicos A-T y C-G.
A: aceptor de enlaces de hidrégeno; D: dador de enlaces de hidrégeno. Imagen tomada de la ref. 152.

Desde esta publicacidén, otros investigadores han empleado bases Janus en distintos
contextos.!*** Algunos han estudiado su comportamiento para formar macroestructuras tipo
rosetta debido a la complementariedad que existe entre sus dos caras.[1>>15¢)

Otros investigadores han disefiado Janus Wedges capaces de interaccionar con dos
nucleobases. Asi, McLaughlin y cols. han descrito mondmeros de PNA modificados con bases
Janus capaces de reconocer el par CT (2,6-diamino-4-pirimidona) y C-G (2-amino-1,3,5-
triazina-4,6-diona) que dan lugar a la formacion de estructuras tipo triplete.[157’158] Un trabajo
parecido y mucho mas reciente es el de Bong, que derivatiza péptidos con el heterociclo
melamina para forman triplexes con dos cadenas de dTm.[lsg'm”

También se han introducido las bases de Janus en nucledsidos, es el caso de Tor“sz], de Hel*®¥ y

[164,165]

de Perrin que han disefiado Janus capaces de interaccionar con Ay T (Figura 1.19).

HoN=y
T I A
N_ _N "o
S T H', | H““N\7N
0, ‘N~
“H.
J\ ,& X=CH, N
H
MeO

Fig. 1.19. Base Janus descrita por Perrin capaz de reconocer el par canénico T-A.

En cuanto a moléculas con posibles aplicaciones terapéuticas, se ha descrito una Janus Wedge

“66], asi como los

capaz de interaccionar con los mismatches G-U presentes en el RNA de Tau
ligandos de C(C)UG®®, anteriormente comentados, que son capaces de reconocer mediante
enlaces de hidrégeno los pares no candnicos U-U y c.y 1131144

En cuanto a la capacidad de reconocer dos uracilos enfrentados, se ha descrito la 2,4,6-
triaminopirimidina como posible ligando del ribointerruptor de la purina.“sn

Vale la pena destacar que muchos de los trabajos publicados sobre Bases Janus son

posteriores al inicio de esta tesis doctoral.
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Objetivos

En esta tesis doctoral se ha planteado el disefio racional de ligandos capaces de unirse con alta
afinidad y selectividad a los RNAs tdxicos asociados a las distrofias miotdnicas de tipo 1y 2,
con el objetivo de inhibir la unién de la proteina MBNL1 a los hairpins que forman los

exp

transcritos expandidos C(C)UG™™ y asi corregir los defectos celulares de estas afecciones.

Se propone alcanzar la deseada selectividad de los ligandos mediante un motivo quimico capaz
de reconocer los pares no candnicos U-U y C-U que aparecen repetidamente en las estructuras
de los transcritos mutantes. La aproximacién elegida ha sido la de las bases Janus que son
capaces de interaccionar mediante enlaces de hidrégeno por ambas caras con las dos
nucleobases de los mismatches. Para aumentar la afinidad de los ligandos hacia el RNA y evitar
posibles repulsiones electrostaticas, se plantea introducir las bases Janus en esqueletos

neutros como los de los acidos nucleicos peptidicos (PNA).

Asi pues, los dos objetivos fundamentales de esta tesis doctoral que se corresponden con los
dos capitulos de la memoria son:

1. Disefo y sintesis de bases Janus capaces de reconocer los apareamientos no candnicos
U-U y C-U y su incorporacion en mondmeros de PNA. Disefio y sintesis de oligdmeros de tipo
PNA que contengan las bases Janus disefiadas para interaccionar con las estructuras hairpin de
los CUG*® y CCUG®® asociados a la DM1 y DM2, respectivamente.

2. Evaluacién mediante técnicas biofisicas de la afinidad y selectividad de los ligandos
sintetizados por una estructura modelo de los CUG®™® y CCUG®™.
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Capitulo 1

1. Introduccidn

Disefio de las bases Janus: Las bases J;, Jp y Jy

El primer objetivo fue elegir dos heterociclos capaces de actuar como Janus Wedge con los
pares no candnicos U-U y C-U. Se decidio trabajar con bases heterociclicas de tipo pirimidinico
y no de mayor tamafo para que su introduccién entre los pares no candnicos no estuviera
demasiado dificultada por problemas estéricos. Ademas, de este modo se podia aprovechar la
capacidad de los nitrégenos pirimidinicos de formar enlaces de hidrégeno para favorecer la
interaccion. Para reconocer el par no candnico U-U presente en las estructuras tipo horquilla
de los CUG®® asociados a la DM1, se escogid la base 2,4,6-triaminopirimidina (J7) (Fig. 1.1).

N_O. . )
“H, H”
[ N)%N “““ n
"""" | Jr
H\'T‘J\iyk'ﬂ‘H

H H

Fig. 1.1. La base Janus 2,4,6-triaminopirimidina (J7) interaccionando con el par no canénico U-U.

La 2,4,6-triaminopirimidina es un heterociclo pirimidinico simétrico que existe
mayoritariamente en su forma amino y no como imino derivado. Debido a la gran cantidad de
heteroatomos que presenta tiene un gran potencial como dador (D) y aceptor (A) de enlaces
de hidrégeno. Si se derivatiza en la posicidn 5, ambas caras del heterociclo presentan un perfil
DAD, por lo que podria reconocer el par U-U estableciendo un total de seis enlaces de
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hidrégeno (Fig. 1.1). Estas propiedades también le conceden la capacidad de poder agregarse
mediante interacciones intermoleculares con ella misma o con otros compuestos. De hecho,
Fenniri ya estudié su posible autoagregacion para formar nanoestructuras aunque no fue
capaz de conseguirlo.[” Posteriormente, Whitehead investigé mediante RMN-"H la formacion
de rosetas hexaméricas y estructuras lineales formadas por un nucledsido no natural con la
base J;y acido cianurico o acido barbittrico.”) En el mismo estudio, se resalté la capacidad que
parecia presentar la base J; de establecer interacciones por ambas caras con dos cadenas poli-
T para dar lugar a una estructura tipo triplex.B] Su sintesis, y la de sus derivados, suele llevarse
a cabo haciendo reaccionar malononitrilo, o derivados de éste, con guanidina o bien, via una
cicloadicion [4+2] de amidinas con 1,3,5-triazinas.[4’5] Aunque la 2,4,6-triaminopirimidina es
comercial, la derivatizacién del heterociclo en su C5 no parece ser viable debido a la baja
reactividad de esta posicidén y, por ese motivo, suele sintetizarse via condensaciéon de dos
fragmentos segun las necesidades y objetivos de cada investigacién. A lo largo de los afnos,
esta base ha sido empleada con diferentes fines, tanto enmarcados en un contexto bioldgico,
como puramente quimico o tecnolégico. Como ejemplos se pueden mencionar los estudios en
que se emplea como ligando del ribointerruptor de la purina,ls] de la GalR2 relacionada con la

(8] entre otras.

epilepsia,m o de estructuras de RNA con las repeticiones CCUG,
Para interaccionar con el mismatch C-U, presente en las estructuras de RNA tdoxico compuestas
por el tetranucledtido CCUG asociadas a la DM2, se eligié el heterociclo 2,6-diamino-4(3H)-
pirimidona (Jp) (Fig. 1.2).

N_O., .. o)
(¢ ¥ "ne i Ty
°_N, N N
’’’’ H\ )\ ““‘H/ |
N N ;N‘ o)

Fig. 1.2. La base Janus 2,6-diamino-4-pirimidona (Jp) interaccionando con el par no candnico C-U.

La base 2,6-diamino-4(3H)-pirimidona ya habia sido empleada por MclLaughlin y cols. como
base Janus para interaccionar con los pares no candnicos C-T.PVEl heterociclo derivatizado en
la posicion 5 presenta una cara con el perfil DDA, que interacciona con C, y la otra DAD, que
reconoce la U. Asi pues, es capaz de establecer un total de seis enlaces de hidrégeno con el par
no-canodnico C-U.

Parece muy establecido que la forma tautomérica que predomina para esta pirimidina es la
oxoynola hidroxi.">*" En el afio 2000, un estudio por RMN de la tautomeria de diferentes 4-
pirimidonas confirmdé que en ningin momento se detectaba la presencia del tautédmero
hidroxi.*® Por otro lado, existen dos posibles tautdmeros de la forma oxo, el 1H y el 3H.
Mediante estudios estructurales por RMN se determind que en estado sélido solo existe la
forma 3H y que, en solucién, la misma especie es la mayoritaria aunque puede llegar a
detectarse minoritariamente el isdémero 1H en disolventes muy poIares.ml Posteriormente, un
estudio cristalografico confirmé que la especie mayoritaria es el tautémero 2,6-diamino-4(3H)-

pirimidona (Figura 1.3).*
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2

OH @)
) =y —— ¥y
HZNJ\N/ NH, HZNJ\\N NH HQNJ\H NH,

hidroxi oxo-3H oxo-1H

Fig. 1.3. Tautdmeros de la 2,6-diamino-4-pirimidona.

El heterociclo Jp es facil de derivatizar en la posicidn 5 puesto que se trata de un carbono con
densidad de carga negativa, como puede comprobarse por resonancia. Se pueden encontrar
multitud de referencias donde se lleva a cabo la sustitucion en el C5 del heterociclo tanto en
medio acido como basico, aunque siempre en disolventes polares debido a la limitada
solubilidad de esta pirimidona.[15'17] La obtencién del heterociclo ya derivatizado también
puede llevarse a cabo por condensacién de guanidina y un ester cianoacetato o derivados.®*
En la literatura se describen distintos derivados de esta base con fines terapéuticos, por
ejemplo un derivado con propiedades antiinflamatorias.”” Por otro lado, también se emplea
como base Janus para el par no candnico C-T en el trabajo ya comentado de McLaughIin[Q] Y,
debido a sus buenas propiedades como dador y aceptor de enlaces de H es un motivo

estructural que aparece en muchas moléculas activas.

Una publicacién de McLaughlin y cols. en la que se describia una base Janus capaz de
interaccionar con el par Watson-Crick c-G™ nos impulsé a realizar su sintesis debido a la
repetida presencia de este par candnico entre los mismatches de las estructuras de C(C)UG®®.
El heterociclo es la 6-amino-1,3,5-triazina-2,4-(1H,3H)-diona (Jyy) también conocida como
amelida. Como puede verse en la figura 1.4., derivatizada en la posicidon 1 posee una cara con
el perfil de reconocimiento AAD, por la que puede reconocer G, y la otra ADA, con la que
interaccionaria con C. Asi pues, es capaz de formar un total de cinco puentes de hidrégeno al

introducirse entre el par C-G.

b ot
AN “H
<\ |GY\ o T\‘/\c ,
NTN SHe, I
() N N N
i
~ N .

Fig. 1.4. La base Janus amelida (Jy) interaccionando con el par candnico C-G.

El heterociclo 6-amino-1,3,5-triazina-2,4-(1H,3H)-diona (Jw) es el producto de la doble
hidrodlisis de la melamina. Amelida descompone en agua a 170°C para dar CO, y amoniaco y
puede convertirse en acido cianurico por oxidacién con permanganato potasico o hirviéndolo
con 4cidos o bases. Su solubilidad, al igual que su absorcién UV-Vis, es muy limitada y, por esto
ultimo, se deduce que el tautdmero mayoritario es la forma ceténica.”” La mayor parte de
publicaciones que pueden encontrarse sobre amelida tratan de la deteccion de melamina y sus
derivados (amelina, amelida y acido cianudrico) en alimentos o bebidas. Ello es debido a que la
contaminacidn voluntaria de leche con melamina causd dafios e incluso muertes de nifios en
2008. Esta adulteracién de la leche se realizé para aparentar mayor contenido en compuestos

. . oy . . 23,24
proteicos, y posteriormente se repitio en comida para anlmales.[ ]
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Los PNAs (Acidos Nucleicos Peptidicos)

Los Acidos Nucleicos Peptidicos (PNAs) son estructuras miméticas de los acidos nucleicos
formadas por un esqueleto pseudopeptidico compuesto por unidades de N-(2-
aminoetil)glicina con nucleobases (o bases modificadas) unidas al esqueleto a través del
nitrégeno de la glicina via una cadena formada por un metileno y un grupo carbonilo
(Figural.S).[Zs] Asi pues, se trata de estructuras hibridas entre los oligonucledtidos y las

, L . 26
proteinas que presentan una combinacién de propiedades de ambos “mundos”.?®!

Base, Base, Bases

Top Thy T

(0] 0 (0] 0 (0] 0
N-terminal C-terminal

e —

monémero de PNA
esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina

Fig. 1.5. Estructura de los Acidos Nucleicos Peptidicos (PNAs).

En un intento de disefar estructuras capaces de reconocer especificamente dsDNA para
formar triplexes via la cara Hoogsteen de un par de bases apareadas, Nielsen y cols. disefiaron,
por modulado molecular, unas estructuras poliméricas basadas en el DNA. En estos polimeros,
el esqueleto de desoxiribosa-fosfato se sustituyd por un esqueleto de tipo poliamida aquiral,
creando asi los PNAs. No obstante, en este estudio se observé que un PNA poli-T no formaba
el triplex esperado sino que presentaba una extraordinaria capacidad de reconocimiento y
hibridacidon con su cadena complementaria de DNA (poli-A). Este hecho evidencié que la
estabilizacion de un ddplex hibrido DNA-PNA es mayor a la de un dsDNA.*"!

Desde entonces, los PNAs han atraido la atencidon de muchos cientificos en distintos campos

[28-30] (31 biologia

de investigacién: quimica médica, bioorgdnica y prebidtica , quimica fisica
moleculary nanotecnologia[az]. Esto es debido a las propiedades quimicas y fisicas que poseen,
entre las que destaca, basicamente, su eficiencia y especificidad para unirse a monocadenas
de DNA y RNA asi como a duplexes de DNA. Por otro lado, también se han realizado y
estudiado una gran variedad de modificaciones quimicas en los PNAs, tanto en el

[25,33] [34]

esqueleto, como en las bases™ -, todas ellas con el fin de potenciar algunas de sus

propiedades u optimizarlas para variadas aplicaciones.

Caracteristicas

Los PNAs originales, es decir, con el esqueleto N-(2-aminoetil)glicina (aegPNA), son
pseudopéptidos aquirales, miméticos de los acidos nucleicos que presentan una estructura
menos flexible que éstos debido a los enlaces de tipo amida presentes en todo su
esqueleto.Bs] Su representacién es andloga a la de los péptidos, el Nierminal S€ coloca a la
izquierda mientras que el Cierminal @ la derecha (Figura 1.5).

El caracter neutro de los PNAs es una de sus caracteristicas mds importantes puesto que
permite explicar porqué los duplexes hibridos entre una cadena de PNA y una de DNA (o RNA)
son mas estables que los homoduplexes DNA-DNA o RNA-RNA. El hecho de presentar un
esqueleto neutro elimina las repulsiones electrostaticas que se producen cuando dos cadenas
de acidos nucleicos se aproximan e interaccionan. Sin embargo, este caracter neutro hace a los
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PNAs menos hidrofilicos, lo que implica que su solvatacidn y sus propiedades en disolventes no
acuosos se ven afectadas. 2%

En un contexto terapéutico, es importante destacar que los PNAs son resistentes a la
degradacidn enzimatica ya que no son reconocidos por nucleasas ni por proteasas puesto que
su estructura es distinta a la de los péptidos y oligonucledtidos 7 Aunque son muchas las

aplicaciones de los PNAs,[38'43]

el mayor obstdculo aln por superar en cuanto a su utilizacién
como farmacos es su administracion y biodisponibilidad in vivo. Los oligdmeros de PNA,
aunque estan formados por un esqueleto neutro y son solubles en agua, tienen una baja
permeabilidad celular tanto en organismos eucariotas como bacterianos, por lo que presentan
una limitada actividad en experimentos con modelos animales.** Se han realizado algunos
estudios al respecto, observando que, por ellos mismos, los PNAs cruzan las membranas
celulares con mucha dificultad.***® No obstante, para intentar mejorar la penetracion celular
se plantean distintas posibilidades, como introducir lisinas en su esqueleto para conseguir

[47,48] [47,49] 0]

cargas positivas , conjugarlos a péptidos transportadores 0 a estructuras Iipofilicas[5

. , . 51
o bien, por métodos mecamcos.[ ]

Su interaccion con el DNA y el RNA

En cuanto a su interaccién con cadenas simples de DNA y RNA, estos polimeros presentan
mayor afinidad por oligonucledtidos con secuencias complementarias que los propios acidos
nucleicos naturales (DNA o RNA). Son capaces de hibridarse a una cadena de DNA o RNA
paralelamente (3’oligonucleétido- Cierminat PNA) y antiparalelamente (3’oligonucledtido- Nierminal
PNA), aunque la unién antiparalela estd mas favorecida.®? La hibridacion entre dos cadenas se
rige, como era de esperar, por las reglas de apareamiento entre nucleobases de Watson-
Crick? y se ha observado que la interaccién es tan estable que resulta practicamente
independiente de la concentracién de sales.”

En cuanto a su interaccidén con estructuras de doble cadena, se han estudiado extensamente
los diferentes modos de unién que los PNAs presentan hacia un duplex de DNA (Figura 1.6).

Esta interaccidn puede dar lugar a un triplex por la cara Hoogsteen del surco mayor, B4 un

[56] [57] [58-60]

duplex[ssl o triplex por invasién™> o a una doble invasién sobre el diplex.

Triplex Triplex por invasién  Duplex por invasion Doble duplex invadido

Fig. 1.6. Esquema de los distintos modos de unidn de los PNAs a una estructura de dsDNA. Los PNAs estan
representados en negrita.

41



Capitulo 1

En comparacidn con el DNA, la interaccién de los PNAs con estructuras secundarias de RNA no
ha sido tan estudiada puesto que los complejos no son tan estables. Sin embargo, Rozners y
cols. han realizado un amplio estudio de la capacidad de los PNAs para hibridarse con dobles
cadenas de RNA, estudios que, teniendo en cuenta los objetivos de esta tesis, son de gran
trascendencia para su desarrollo.

En los trabajos de Rozners se estudia la capacidad de una cadena de PNA, con y sin
modificaciones, para establecer interacciones por la cara Hoogsteen de un hairpin de RNA y
formar una triple hélice (Figura 1.7).

En su primer estudio se emplearon distintos PNAs pirimidinicos no modificados de corta
longitud (6-mer y 12-mer) y se trabajé a pH 5.5 para asegurar la protonacién de la citosina, que
es necesaria para su interaccién con la cara Hoogsteen de G. Los experimentos de ITC y
dicroismo circular corroboraron la formacién de la triple hélice con una alta selectividad del
PNA y una fuerte unién a la estructura tallo-lazo de RNA. 1Y Posteriormente, disefiaron PNAs

con bases modificadas'®”

y con modificaciones en la distancia entre la base y el esqueleto de
N-(2-aminoetil)glicina. La formacion del triplex y sus parametros termodindamicos se
estudiaron por ITC a pH 5.5 y 6.25 con muy buenos resultados, tanto de afinidad como de
selectividad. Los PNAs con un atomo de carbono mds en la cadena que separa la base y el
esqueleto de AEG presentaron una mayor afinidad hacia la diana.'®® Mmas adelante, con el
objetivo de conseguir mejorar las interacciones a pH fisioldgico (pH= 7.4), sintetizaron PNAs
modificados con la base 2-aminopirimidina que fueron capaces de formar triplexes con
hairpins de RNA en condiciones fisioldgicas. La unién era muy selectiva en cuanto a la
secuencia y también respecto a la naturaleza del acido nucleico, ya que se observa mayor
afinidad hacia estructuras de RNA que de DNA."®** En su estudio més reciente este grupo ha
trabajado con argPNAs, donde se ha sustituido la glicina del esqueleto por una arginina, para
potenciar la afinidad del PNA hacia el RNA y mejorar su permeabilidad celular. Los ensayos

65 ;
[65] Asi pues, con su extenso

realizados parecen indicar la formacion de un triplex por invasion.
trabajo, Rozners ha demostrado que los PNAs, modificados o no, son capaces de interaccionar

selectivamente y con gran afinidad con RNAs estructurados dando lugar a triples hélices.

H
Cara H‘OW Cara H‘OW _H-N
7 N
| m
\N_H__N (0] ’(N C

(0] | - N
N N N N'H /7/ [
¢ ﬁN N ¢ Ié 0
N /A/J --H—NrN N N/J\N,H
Cyr H

C1n N 4 .C1v

Fig. 1.7. Pares de bases Watson-Crick y zona por la que tienen lugar las interacciones Hoogsteen.

Modificaciones descritas

A partir del trabajo de Nielsen y cols. en 1991, se han realizado y estudiado muchas
modificaciones en los PNAs, tanto en el esqueleto como en las bases, con el fin de poder
mejorar y optimizar sus propiedades (Fig.1.8). En cuanto al esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina,
la gran variedad de modificaciones y sustituciones estudiadas han dado lugar a PNAs con
propiedades de reconocimiento inferiores a los aegPNAs.[Ge'm En otras aproximaciones, se ha
modificado la longitud y la naturaleza de la cadena que separa el esqueleto de PNA y la base,

ae (72 ae (73 N
probando con una cadena etilica” o proplllca.[ " En cuanto a sustituciones en el esqueleto,
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[74] [75]

los mas destacados son los lysPNAs™ " y los argPNAs" "™, en los que la glicina ha sido sustituida
por lisina o arginina, respectivamente. Estas modificaciones son muy interesantes con fines
terapéuticos y confieren al polimero una mayor solubilidad y una mejorada permeabilidad
celular como consecuencia de la protonacidn de la cadena lateral del aminodcido. Finalmente,
las modificaciones realizadas en las bases es tan extensa como lo son las aplicaciones, el tipo

de interacciones y los objetivos que puedan imaginarse.[76'84]

“‘" ,
NH o
N o s
N
H

pd
T

=z

v

‘s, NN\
o= ¢ D 0 B
N
3
aegPNA pyrPNA linker etilo
< “ <
NH NH NH NH
N S T e
N N H N

I \—B T B
(0] (0]

linker propionilo LysPNA ArgPNA

Fig. 1.8. Esquema de algunas de las modificaciones en el esqueleto de PNA descritas en los ultimos veinte afios.
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El objetivo del trabajo descrito en este capitulo es derivatizar como mondmeros de PNA las
bases Janus J1, Jp ¥ Jw seleccionadas para interaccionar con los pares no candnicos U-U y C-U,
asi como con el par C-G. Esta estrategia permite obtener ligandos con un esqueleto neutro y
aquiral que deberia favorecer su aproximaciéon al RNA evitando repulsiones electrostaticas y, a
su vez, abre las puertas a la obtencidn de ligandos que agrupen distintos médulos (modularly-
assembled ligands) capaces de interaccionar con mismatches contiguos.

En primer lugar se describe el disefio y el desarrollo de unas rutas sintéticas validas para la
obtencidon de los mondmeros de PNA de las bases Janus 2,4,6-triaminopirimidina (J7), 2,6-
diamino-4-pirimidona (Jp) y 6-amino-1,3,5-triazina-2,4(1H,3H)-diona (Jw) debidamente
protegidas y derivatizadas en las posiciones 5, 5 y 1, respectivamente. Posteriormente se
procede con el estudio de sus propiedades acido-base y la determinacién de sus coeficientes
de extincidn molar. Finalmente, se detalla el disefio y sintesis de los ligandos tipo PNA que
contienen las bases J1, Jp y Jw.

2. Sintesis de los mondmero de PNA de J;, Jp ¥ Jw

En cuanto a la sintesis de los tres mondmeros, lo primero que debia tenerse en cuenta era la
estrategia de proteccién que se emplearia. Puesto que la sintesis de los ligandos PNA se
realizaria mediante sintesis estandar en fase sélida, los mondmeros debian tener grupos
protectores ortogonales que permitiesen la eliminacion selectiva del protector del grupo
amino terminal del esqueleto de AEG, sin que se viera comprometida la integridad de los
grupos protectores de las bases. Los mondmeros de PNA comerciales mds empleados suelen
estar protegidos con el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) en el grupo amino terminal,
mientras que se emplea el grupo benzhidriloxicarbonilo (Bhoc) para las bases A, Cy G. Los dos
grupos protectores son ortogonales ya que Fmoc es |abil en condiciones basicas mientras que
los Bhoc se eliminan en condiciones acidas. La utilizacién del grupo Bhoc como protector de las
bases Janus seleccionadas no se considerd adecuada puesto que se trata de un grupo
estéricamente muy voluminoso y podia llegar a complicar la sintesis total de los mondmeros.
Asi pues, se eligid, en base a las sintesis de mondmeros de PNAs descritas por Hudson y
cols.,[77’85] la siguiente estrategia de proteccidén: los grupos amino de las bases Janus se
protegerian con el protector tert-butiloxicarbonilo (Boc), el grupo amino del esqueleto de N-(2-
aminoetil)glicina con Fmoc y el grupo carboxilo C-terminal del precursor del monémero de
PNA mediante la formacidn de un ester bencilico, consiguiendo asi la ortogonalidad necesaria.

La sintesis de los mondmeros de PNA suele ser una sintesis convergente en la que, por un lado,
se sintetiza la base convenientemente protegida y derivatizada como acido metilencarboxilico
y, por otro lado, se obtiene el esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina convenientemente
protegido. Una vez obtenidos los dos fragmentos se procede a una reaccién de acoplamiento
entre ambos para formar el enlace amida que da lugar al mondmero de PNA. Finalmente, se
desprotege el grupo C-terminal dando lugar al mondmero de PNA listo para ser introducido en
la cadena polimérica (Figura 1.9).
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Boc
Base Base
Janus » Janus
Desproteccion
kfo o C-terminal K‘[&O o
N Hygy Pd/C N Aoy

Monémero de PNA

Fig. 1.9. Estrategia de sintesis convergente para la obtencidn de los mondmeros de PNA. Se detalla |a estrategia de
proteccidn escogida en esta tesis doctoral.

2.1. El mondmero de PNA con J;
2.1.1. Intentos de obtencion del monémero no modificado con J;

Para facilitar la lectura del manuscrito, en este apartado se resumiran los diferentes intentos
realizados sin éxito para la obtencién del mondmero de PNA no modificado de la base J. Se ha
trasladado al Apéndice la descripcidon y el andlisis detallado de los problemas experimentados.

2.1.1.1. Primera Ruta Sintética

2.1.1.1.1. Bis-proteccion de J; con grupos Boc

Inicialmente, se diseid una primera ruta sintética adaptando a nuestros objetivos un esquema
sintético descrito en una patente de Fenniri y cols. (Figura 1.10).[86]

La ruta sintética de la patente de Fenniri, a diferencia del esquema sintético aqui planteado, se
inicia con el compuesto comercial 3-bromopropanol en vez del 2-bromoetanol, y describe
todas las etapas sintéticas para obtener el compuesto analogo a 6 con un carbono adicional en
su cadena lateral. Fenniri oxida este alcohol a aldehido mientras que, para la sintesis del
mondmero de PNA deseado, debe ser oxidado a dcido carboxilico. Se planteé entonces, hacer
reaccionar el acido obtenido 7 con el esqueleto de AEG convenientemente protegido para
obtener el mondmero de PNA 9 que, via una hidrogendlisis del ester bencilico, se convertiria
en el monémero de PNA anhelado 10.
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Fig. 1.10. Ruta sintética inicial disefiada para la obtencion del mondmero de PNA con J;. Los reactivos empleados y
los rendimientos obtenidos son los siguientes: a. DHP (1.1 eq), HCl, rt, 2.5 h, 100%; b. Malononitrilo (2.1 eq), NaH
60% (1.2 eq), DME,n, rt, overnight, 87%; c. 1.Na(;) (2 eq) y EtOH 4y, 2. Hidrocloruro de guanidinio (1.3 eq), reflujo,
6h, 73%; d. Boc,0 (20 eq), DMAP (0.7 eq), TEA (8 eq), THF ., rt, 24-30 h, 58%; e. pTsOH.,, MeOH, rt, 6 h, 85%; f.
Oxidacion, diferentes reactivos, ver Tabla A.1.

Los procedimientos experimentales descritos en la patente de Fenniri hasta el compuesto 6
fueron esencialmente reproducibles, aunque alguno de ellos tuvo que ser optimizado para
mejorar los rendimientos.

Se utilizd todo un abanico de condiciones para oxidar el alcohol 6 tanto al acido carboxilico 7
como al aldehido 11 (Figura 1.11). Se llevaron a cabo distintos intentos (Tabla A.1) con KMnQO,

87) con el radical TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidil-N-oxil) en
[88,89]

en condiciones bdsicas,

combinacién con clorito e hipoclorito sédico, se empled también el periodinato de Dess-

Martin (DMP), ya utilizado por Fenniri para la oxidacion a aldehido, el clorocromato de

piridinio (PCC)[90] y la oxidacién de Swern.

No obstante, todos los intentos fueron
infructuosos. En todos los ensayos se recuperd intacto el alcohol de partida 6, lo que parecia

indicar que, el grupo hidroxilo no era capaz de interaccionar con los agentes oxidantes.

NBoc, NBoc, NBoc,
N WOH a NN OH b N )Y\f(H
Boc,oN )\ N NB%Cz BocoN )\ N~ "NBoc, Boc,oN )\ N NB%Cg
Y] (6) (1)

Fig. 1.11. Oxidacion del alcohol 6 a acido carboxilico (a) y a aldehido (b). Los agentes oxidantes empleados han
sido: a. KMnO, y TEMPO/NaClO,; b. DMP, oxidacion de Swern y PCC. (Ver tabla A.1)
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En la caracterizacion por RMN-'H del alcohol 6 se pudo observar que la sefial del H del grupo
hidroxilo presentaba un desplazamiento a campos muy bajos (6= 8.12 ppm) y que la molécula
no tenia la simetria esperada. Las evidencias espectroscdpicas eran compatibles con la
formacion de un enlace de hidrégeno intramolecular que provocase que el grupo hidroximetilo
de 6 fuese poco accesible y mucho menos reactivo. Ademas, el gran impedimento estérico que
provocaban los grupos protectores Boc también dificultaban su interaccidn con los agentes
oxidantes.

Se planted la sintesis del compuesto 12, que es analogo al alcohol 6 pero sin la proteccion de
las aminas (Figura 1.12), para obtener un derivado simple de la base J; con el que llevar a cabo
algunos ensayos preliminares de interacciéon y, desde el punto de vista sintético, intentar su
oxidacién evitando el impedimento estérico que los grupo Boc causaban en el compuesto
protegido, aun sabiendo que las aminas podrian interferir en la reaccién.

NH, NH»
OO0 e e
P 98% P

HN " N NH, HoN " N7 NH,

@ (12)

Fig. 1.12. Desproteccion en condiciones 4cidas del alcohol de 4. Condiciones optimizadas: AcOH/H,0 (1:1)
overnight a 70°C.

Se intentd la oxidacidn del hidroxilo de 12 (Figura A.6) tanto a acido carboxilico (KMnO,)®”
como a aldehido (DMP, PCC)®**” (Tabla A.2). Todos los ensayos fueron fallidos y en ninguno
de los casos se detectd la formacién de los productos de oxidacion de 12 pero si la de
numerosos productos no identificados, muy probablemente, fruto de la alta reactividad de las

aminas.
2.1.1.1.2. Proteccidn parcial de J; con grupos Boc

Mono-proteccion de las aminas. Se planted la opciédn de obtener un alcohol primario menos
impedido estéricamente para facilitar su interaccion con los agentes oxidantes (Figura 1.13).

NH» NHBoc
N 0.© Boc,0 N~ 0.0
AL ) /= AL T
HaN" N” “NH, BocHN ~ "N~ “NHBoc
4 (16)

Fig.1.13. Sintesis planteada para la obtencidn del producto mono-protegido en cada amina 16. Las diferentes
condiciones ensayadas para la introduccion del grupo protector Boc se encuentran resumidas en la tabla A3 y
A.4.

Empleando el reactivo Boc,0, se llevaron a cabo muchos ensayos variando las condiciones de
la reaccion: nimero de equivalentes de Boc,0, temperatura, cambio de disolvente, de base, de
catalizador,... (Tabla A.3). Se llegd a la conclusidon que, a causa de la baja nucleofilia de las
aminas exociclicas, la reaccidon no evolucionaba en ausencia de un agente activante y, en
contrapartida, este activante favorecia la bis-proteccidn de las aminas. Consecuentemente, se
generaban un gran numero de productos, desde el que tenia un grupo Boc hasta el que tenia
seis, y el rendimiento que podia obtenerse de cada uno de ellos era muy bajo.
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Un reactivo comunmente empleado para la introduccién de grupos Boc es el tert-
butoxicarbonilimidazol (Boc-Im) que es comercial y sencillo de sintetizar. Su sintesis esta
descrita a partir de tert-butanol y carbonildiimidazol (CDI) con un buen rendimiento.”? A
partir de su sintesis y de su reactividad surgi6 la idea de introducir el grupo protector Boc en

dos etapas utilizando CDI y tert-butanol (Figura 1.14).

— O I
o)
ol | O, %o o] R
)\)\/(V U CDl /k )\
<10%
@ @N o) N/w

OH NHBoc
| -
BocHN )\N NHBoc

(16)
/ NH
¢

Fig. 1.14. Introduccion del grupo protector Boc en J; a partir de CDI y tert-butanol para la obtenciéon de 16.

Se realizaron algunos ensayos con distintas condiciones experimentales y, en una de ellas,
realizando la reaccién one pot (ensayo c, Tabla A.4), es decir, afiadiendo desde el principio
todos los reactivos, se pudo aislar el producto deseado 16 con un rendimiento del 10%
después de dos purificaciones por columna. Sin embargo, el rendimiento disminuyd al
aumentar la escala de trabajo. Las reducidas cantidades obenidas de 16 no permitian seguir
adelante con la ruta sintética planteada ya que aun restaban cuatro etapas sintéticas para
obtener el monédmero de PNA deseado.

Desproteccion parcial de las aminas del intermedio 5. Los grupos protectores Boc son labiles a
condiciones acidas, sin embargo, en presencia de iones hidréxido y en determinadas
condiciones de tiempo y/o temperatura, su estabilidad también se ve comprometida. Asi pues,
se intentaron optimizar unas condiciones para desproteger parcialmente el compuesto 5
utilizando hidréxido de litio (LiOH). Después de ensayar distintas condiciones experimentales,
se logré obtener el producto con 4 grupos protectores Boc 17 con un rendimiento del 37%
(Figura 1.15).

NBoc, NBoc,
LiOH
—_—
37%
Boc,l N NBoc, BocHN NHBoc
(1 7)

Fig. 1.15. Desproteccidn parual de los grupo amino del compuesto 5 en presencia de hidroxido de Litio.
Condiciones: LiOH (4 eq), THF/agua, 40°C, 19 h.

Se procedid con la hidrdlisis del acetal de 17 poniendo en practica las mismas condiciones

(pTsOH, MeOH) anteriormente utilizadas con el compuesto 5 que contiene seis grupos Boc
(Figura 1.10). Sorprendentemente, se tuvo que alargar el tiempo de reaccion, se necesitd el
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doble de concentracion de dacido pTsOH y fue necesaria una purificacién en columna.
Finalmente, se obtuvo con un rendimiento del 30% el producto con tres grupos Boc 18 (Figura
1.16).

NBoc, NHBoc

NN o__0 pTsOH N OH
AL T ) veon i
BocHN”™ "N~ “NHBoc 30% BocHN”™ "N~ “NHBoc

17) (18)

Fig. 1.16. Reaccion de desproteccion del alcohol de 17 para la obtencidon de 18.

Asi pues, la obtencién de 18 a partir del intermedio 5 se consiguié en dos etapas con un bajo
rendimiento global del 11%. Sin embargo, ensayos de estabilidad de 18 en distintos
disolventes demostraron que los grupos protectores Boc eran mas labiles en 18 que en los
compuestos hexa-protegidos (como el compuesto 5). Posteriormente se comprobd que
sucedia lo mismo con los productos con cuatro y tres grupos Boc 16 y 17.

En este punto, se decidié abandonar esta ruta sintética y plantear una nueva.

2.1.1.2. Segunda Ruta Sintética

La nueva ruta sintética se diseiid con el fin de que la funcionalizacién de acido en la cadena
lateral de J; ya estuviera implicita antes de la proteccién de las aminas (Figura 1.17).

NH,
OMe a NC OMe b N OMe
Br/\[( W N
- — S Y s T >
o] CN O HN~ N NFPZ
(19) (20)
y O
NBoc
2 NBoc, FmocHN AN \)J\OBn

OMe
,,,,,,,, - )Nl\ﬁ\/\m B N)\/(\H/OH Y T
P |
Boc,N N NB%CZ A AL

BOCZN N NBOCZ
@)

NBoc, NBoc,
) '
77777777 > BocoN Z NBoc, N Boc,N 7 NBoc,
©9 %
FmocHN /\/NJ]\OBn FmocHN /\/NJJ\OH
(9) (10)

Fig.1.17. Segunda ruta sintética planteada para la sintesis del monémero de PNA con la base J;. Condiciones de las
reacciones llevadas a cabo: a. Malononitrilo (1.5 eq), 60% NaH (1.6 eq), DME,,, rt, overnight, 60%; b. 1. Na(, (2
eq), MeOH,, 2. hidrocloruro de guanidinio (1.3 eq), reflujo, 3.5 h.

Obtenido el compuesto 19, se hizo reaccionar con hidrocloruro de guanidinio en metdxido
sodico para formar el anillo 2,4,6-triaminopirimidina. Lamentablemente, no se obtuvo el
compuesto 20 sino su producto de ciclacidn 21, resultante del ataque nucledfilo de la amina
exociclica de la posicion 2 sobre el ester metilico de la cadena lateral (Figura 1.18).
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NH-HCI
Iy NHz o MeOH NH
NC OMe 2HN " "NH, NS OMe N
W )|\ _ r % )l\ _ O
CN O MeO Na' HoN N @ HN NN
(19) (20) (21)

Fig.1.18. Obtencion del producto bicilico 21 a partir de 19.

Para intentar superar este inconveniente se plantearon algunas alternativas sintéticas (Figura

1.19).
NH,
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Fig. 1.19. Diferentes opciones sintéticas a partir del compuesto biciclico 21 para la obtencién del monémero de
PNA con la base J;. Condiciones de reaccién: a. Boc,0 (3-20 eq), DMAP (0.5 -3 eq), TEA (5 eq.), ACN entre 10 hy 8
dias a 70°C o rt; b. H,0, (6 eq), LiOH (2 eq), THF/H,0, rt, 3 dias; c. HClg), MeOH,, rt, 1.5 h, 100%.; d. HCl,) 7%,
reflujo, 5 h, 100%.

En primera instancia se planted proteger las aminas de 21 con grupos Boc y forzar también la
proteccidén de la lactama utilizando un exceso de Boc,0. Dado que el enlace amida estaria

activado, se podia intentar una rotura oxidativa con H,0, y LioH!®®! para obtener el acido
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correspodiente. Sin embargo, aunque el producto 22 se detecté en el crudo de la reaccién por
EM-ESI, fue imposible aislarlo puro en los diferentes ensayos realizados. La rotura oxidativa
sobre el mismo crudo de reaccién se llevd a cabo sin éxito.

En las otras aproximaciones planteadas se pensd en la apertura de la lactama, via metandlisis o
hidrdlisis, para obtener 23 y 24, respectivamente. Ambas reacciones permitieron la obtencién
de los productos deseados. Sin embargo, al intentar la protecciéon de sus aminas con Boc,0,
volvieron a ciclar para formar de nuevo el producto 21 y los productos derivados de la
introduccion de algunos grupos Boc.

2.1.2. Obtencidon de monémeros modificados con J;

Después de intentar sin éxito dos rutas sintéticas con sus variantes para obtener el mondmero
de PNA deseado, se decidid abandonar este objetivo inicial e intentar la sintesis de otros
monodmeros con la base J; en los que la distancia entre ésta y el esqueleto de N-(2-
aminoetil)glicina fuera superior. De esta manera, se pretendia evitar toda la problematica
experimentada con el mondémero ideal.

2.1.2.1. Obtencion del monémero J;-O-PNA

En una primera aproximacion, se decidio partir del compuesto 6 de la primera ruta sintética
(Figura 1.10) y derivatizarlo a través del grupo hidroxilo de su cadena lateral mediante un
enlace de tipo éter (Figura 1.20).

NBoc, NBoc, O
N OH a WA oL oR b
P ’ A -
BocoN N NBoc, BocoN N NBoc,
(6) R=Me (25)
Bn (26)
NBoc,
NBoc, o \)OL c Nl N
—_—
J\jl\\ OH H (0} Boc,N 7 NBoc,
Boc,N~ "N” “NBoc, FmocHN/\/N\)LOBn
(27) 8) o

OJ;N/\H/OBn
(o}

NHFmoc

(28)
Fig.1.20. Ruta sintética planteada para la obtencion del mondmero de J; modificado a partir del alcohol 6.
Condiciones de reaccidn: a. Para la obtencidn de 25: NaH al 60% (1.5 eq), 2-bromoacetato de metilo (1.4 eq) en
DME,,, de 0°C a rt, overnight, 40%. Para la obtencién de 26: NaH al 60%(1.5 eq), 2-bromoacetato de bencilo (1.4
eq) en DME,,,, de 0°C a rt, overnight, , 80%; b. A partir de 25: LiOH-2H,0 (1.1 eq), H,O:THF (2:8), rt, 1 dia, 78%. A
partir de 26: Hy(g), Pd/C, MeOH, rt, 30 min, 100%; c. EDC (1.1 eq), HOBt (0.5 eq), 8 (1.1 eq), DIEA (2eq), DCM, rt, 15
h, 68%.

Las dos rutas sintéticas llevadas a cabo se inciaron con la formacion del alcéxido del producto
6 con NaH. En la primera, se afadié una solucién de 2-bromoacetato de metilo y, aunque con
un rendimiento relativamente bajo (40%), se obtuvo el producto 25 después de una
purificacién cromatografica. A continuacidn era necesaria la saponificacion del ester 25 sin
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comprometer la permanencia de los grupos Boc, por eso se eligié emplear hidréxido de litio en
una solucién de agua y THF que permitié obtener 27 con un rendimiento del 789%.194%]
Teniendo en cuenta la escasa complejidad de las dos reacciones quimicas llevadas a cabo para
la obtencidn de 27, el rendimiento obtenido era relativamente bajo (31%). Con el objetivo de
mejorarlo, se llevé a cabo la misma sintesis via ester bencilico. Se procedid a la obtencién de
26 mediante el mismo procedimiento experimental, siendo muy cuidadosos con las
condiciones anhidras y en las diferentes adiciones de reactivos. El rendimiento obtenido,
después de una purificacién por columna de gel de silice, fue el doble que el logrado con el
ester metilico. La eliminacién del grupo bencilo se llevé a cabo rapida y facilmente mediante
hidrogendlisis empleando como catalizador Pd( sobre C con un rendimiento cuantitativo.
Cambiando la estrategia de proteccidn del dcido de ester metilico a bencilico se logré mejorar
el rendimiento de estas dos etapas del 31% al 80%. El siguiente paso en la ruta sintética fue el
acoplamiento del acido 27 con el esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina protegido 8.

El compuesto 8, como ya se ha comentado anteriormente, no es comercial y se tuvo que

sintetizar a partir de etilendiamina y 4cido 2-cloroacético (Figura 1.21).[85’96]

(0}
H
NH a b
H2N/\/ 2 HzN/\/N \)]\OH

_— —_—

(i)

)

o) 0
M H
H2N/\/N\)J\o 4(:» O%\N/\/N\/U\O
-2 pTsOH H @
(30) (8)

Fig. 1.21. Sintesis del esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina protegido con el grupo protector Fmoc en el N-terminal y

(29)

como ester bencilico en el extremo C-terminal. Condiciones experimentales: a. acido 2-cloroacético (0.1 eq), de
0°C art, 24 h, 49%; b. Alcohol bencilico (18 eq), pTsOH (2.4 eq), Tolueno, relujo, 6.5 h, 90%; c. Fmoc-OSu (1.1 eq),
DIEA (3.2 eq), THF, 2.5 ha 0°Cy 30 min a rt, 70%.

La ruta llevada a cabo, descrita anteriormente por Husdon y cols., se reprodujo sin dificultades.
La primera etapa, es decir, la formacion de la N-(2-aminoetil)glicina 29, no presenta muy buen
rendimiento, siendo la mayor dificultad el aislamiento del producto que debe precipitar en
DMSO. No obstante, los buenos resultados de la esterificacién de Fisher para obtener 30y la
proteccién de la amina primaria con Fmoc-Osu permitieron obtener 8 con un rendimiento
global del 31% en tres etapas sintéticas.

Volviendo a la sintesis del mondmero 28, se procedid al acoplamiento entre el esqueleto de N-
(2-aminoetil)glicina protegido 8 y el acido 27 (Fig.1.20). La formacidn del enlace amida se llevé
a cabo empleando la carbodiimida EDC, HOBt y DIEA en condiciones anhidras para optimizar al
maximo el acoplamiento.

Finalmente, el mondmero de PNA 28 con el C-terminal protegido como ester bencilico se
obtuvo en un total de 8 etapas sintéticas con un rendimiento global del 17%. Para la mejor
conservacién del producto, se guardd el mondmero en forma de ester bencilico hasta su uso,
momento en el que se eliminaria via hidrogendlisis.
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2.1.2.2. Obtencion del monémero J;-PNA

Aunque el mondmero 27 se obtuvo con buen rendimiento, la distancia entre la base J; y el
esqueleto de PNA parecia ser, sobre el papel, demasiado grande respecto a los PNAs cl3sicos.
Por este motivo, se planted la opcidn de obtener otro mondémero de PNA modificado pero,con
una distancia entre el esqueleto y la base inferior a la de 27. Se decidié reproducir la sintesis

8] en 1a gue se habia basado la primera ruta sintética

llevada a cabo en la patente de Fenniri
(Apartado 2.1.1.1., Figura 1.10) donde se parte de 3-bromopropanol (Figura 1.22). Fenniri
describe los pasos sintéticos para obtener el compuesto 35 el cual es oxidado empleando DMP
a aldehido. Teniendo en cuenta que en la publicacién no se comenta ninglin problema
asociado a esta etapa, se creyé que la oxidacién a acido carboxilico podria llevarse a cabo sin

las dificultades encontradas con el alcohol 6.

Br-™~""0OH a Br\/\/o\© b NC)WO\@ c

(31) (32)
NBoc,
NH, J\/j d \ J\/j e
- > )N\/ | o o B NI o 0 — 5
HN \N NH, BocoN 3!: NBoc,
(33) (34)
NBOCZ NBOCZ O
. /N'k\ on T I oH
Boc,N~ N7 NBoc, Boc,N~ N7 NBoc,
(35) (36)
NBoc, NBoc,
H BocoN 7 NBoc, BocoN 7 NBoc,
N
FmocHN ~ >N - COOBn COOBn COOH
(8)
0“™N 0“™N
NHFmoc NHFmoc
(37) (38)

Fig. 1.22. Ruta sintética para la obtencion del mondémero de PNA con la base J; y con un metileno de mas en su
cadena lateral (J;-PNA). Los reactivos empleados y los rendimientos obtenidos son los siguientes: a. DHP (1.1 eq),
HClcat, rt, 4 h, 75%; b. Malonitrilo (1.5 eq), NaH 60% (1.5 eq), DME,, rt, overnight, 66%; c. 1.Na(, (2 eq) y EtOH ps),
2. Hidrocloruro de guanidinio (1.2 eq), reflujo, 5h, 69%; d. Boc,0 (12 eq), DMAP (0.7 eq), TEA, THF ., rt, 20-25 h,
60%; e. pTsOH.,;, MeOH, rt, 6 h, 98%; f. TEMPO (0.07 eq), NaClO, (2 eq), NaClO, ACN y tampén fosfato, 35°C, 70 h,
88%; g. 8 (1.1 eq), EDC (1.5 eq), HOBt (0.5 eq), DIEA (2eq), DCM, rt, overnight, 55%; h. H,), Pd/C, MeOH, rt, 45
min, 100%.

La sintesis se inicid con la proteccion como acetal del grupo hidroxilo del 3-bromopropanol
empleando dihidropirano (DHP). Respecto a la experimental descrita en la patente, donde la
reaccion duraba dos horas, se observé que el rendimiento mejoraba si el tiempo se alargaba a
4 h. Se obtuvo el producto 31 suficientemente puro como para continuar con la sintesis sin
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ulterior purificacién. En la siguiente etapa se realizd una sustitucién nucledfila con
malononitrilo sobre el dtomo de bromo de 31 que permitid6 obtener 32 después de una
purificacién mediante columna cromatografica con unos rendimientos entre el 40 y 66%. La
formacion del heterociclo 2,4,6-triaminopirimidina se logré via la condensaciéon de 32 con
hidrocloruro de guanidinio en condiciones estrictamente anhidras. En la purificacién por
columna de 33 se afiadid un 2% de TEA a los eluyentes empleados para mejorar su elucién y
evitar asi la protonacién de J; en contacto con el gel de silice. Para la proteccion de las aminas
exociclicas con los grupos protectores Boc se emplearon inicialmente las condiciones descritas
por Fenniri aunque, posteriormente, se optimizaron para mejorar el rendimiento. Para ello, se
aumentd la relacién molar entre el Boc,0 y 33 de 7 a 12. Ademas, doblando el tiempo de
reaccion se consiguié aumentar la cantidad de 34 formada y, a la vez, tener menos
subproductos, facilitando asi la purificacion. Una vez obtenido el producto 34, el siguiente
paso fue la desproteccidn del alcohol que, aunque se tuvo que alargar el tiempo de reaccién
una hora mas de lo descrito, se realizé con un rendimiento casi cuantitativo. Es interesante
destacar que por RMN-"H en CDCl; se observé que, a diferencia del compuesto 6, el producto
35 presentaba la simetria esperada. En el espectro se evidenciaban dos senales para los
metilos de los grupos ‘Bu de los protectores Boc, una de los que se encontraban en las
posiciones 4 y 6 del heterociclo, y la otra de los protectores Boc en la posicién 2 de la
pirimidina. Ademas, en estas condiciones, no se detectd la seiial del H del grupo hidroxilo. Asi
pues, todo parecia indicar que el acohol no estaba formando ningln enlace de hidrégeno
intramolecular con lo que, posiblemente, la oxidacidon no debia ser problematica.

Llegados a este punto, se plantearon diferentes opciones para oxidar el alcohol 35 a acido
carboxilico. Entre todas ellas, la posibilidad de utilizar el radical TEMPOP”! con NaClO,, ya
empleado en los intentos de oxidacidn del compuesto 6, parecidé una de las mejores opciones,
puesto que se trabajaba en condiciones tamponadas, a una temperatura préxima a la
ambiente y se describian buenos rendimientos en tiempos cortos y con una gran variedad de

98991 Eyiste un gran abanico de posibilidades experimentales para emplear

compuestos.
TEMPO como oxidante en sintesis orgdnica, en buena parte por la necesidad de combatir los
problemas de solubilidad de TEMPO en relacién a los productos organicos que se quiere
oxidar. Por este motivo, se encuentran descritas en la bibliografia reacciones en condiciones

de transferencia de fase!*°%1%U [102]

o TEMPO unido a un soporte sélido . No obstante, se
procedid con la experimental descrita por Tschaen y cols. en la que se emplea una cantidad
catalitica de TEMPO (0.07 eq), NaClO, y lejia comercial (NaClO). La reaccién se llevo a cabo en
una mezcla de ACN y tampén fosfato (NaH,PO4/Na,HPQO,) a una temperatura de 35°¢, (8889

La reaccion se realizé a pH 6.8 exitosamente y se obtuvo, sin necesidad de purificacién, el
acido 36 con un rendimiento casi cuantitativo. Vale la pena destacar, sin embargo, que el
tiempo de reaccion fue mucho mas largo que los descritos en la literatura. Para conseguir una
completa conversidn se tuvo que dejar evolucionar la reaccidn durante seis dias. Este hecho
ponia en evidencia que efectivamente, los grupos protectores Boc provocaban un
impedimento estérico importante en la cadena lateral del heterociclo que dificultaba Ila
interaccion del grupo hidroxilo con los agentes oxidantes (Figura 1.23). Con el compuesto 6 no
fue posible la oxidacidon mientras que, aumentando la distancia entre el alcohol y el heterociclo

protegido, se pudo lograr la oxidaciédn aunque la reaccion fuera relativamente lenta.
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Fig. 1.23. Representaciones con un modelo espacial (CPK) de los compuestos 6 (izquierda) y 35 (derecha) en los que
se puede apreciar el importante impedimento estérico causado por los grupos Boc sobre el grupo —CH,0OH de la
cadena lateral de J;. En el caso de 35, el metileno adicional en su cadena lateral hace mas acesible el grupo —CH,0H
para interaccionar con los agentes oxidantes.

Teniendo en cuenta que la forma activa de TEMPO es el idn oxoamdnico, se planted que una
manera de acelerar la reaccidn seria intentar favorecer su formacién. Teniendo en cuenta el
equilibrio pH-dependiente entre las diferentes especies de TEMPO (Figura 1.24), reduciendo el
pH se podia favorecer la desproporcidn del radical al i6n oxoamodnico y TEMPO-H.® Asi pues,
se llevd a cabo la reaccién en el mismo tampdn fosfato pero a un pH de 5.8 aproximadamente
y se observo la completa conversion del alcohol 35 después de 70 h (casi 3 dias). Aunque el
tiempo de reaccidn continuaba siendo alto, se logré reducirlo a la mitad respecto al primer
experimento. El escalado de la reaccidn, sin embargo, hizo disminuir los rendimientos
obtenidos debido a que se producia la desproteccién de algunas de las aminas exociclicas vy,
por este motivo, no se trabajo a escala mayor de 500 mg en esta reaccion.

>(j< ~74‘H+ >(j< >(j<
. . +
F pH >3 NTS T

o) o) OH

radical TEMPO i6n oxoamonico TEMPO-H
de TEMPO

Fig. 1.24. Desproporcion pH-dependiente de TEMPO.

Una vez obtenido el 4cido carboxilico 36, se procedid a su acoplamiento con el esqueleto de N-
(2-aminoetil)glicina 8. La reaccion se llevo a cabo en las mismas condiciones que con el acido
27 (Figura 1.20). El rendimiento, no obstante, se vié disminuido del 68% al 55%, muy
posiblemente debido, nuevamente, al impedimento estérico causado por los grupos
protectores Boc. El mondmero de PNA se conservé en su forma protegida 37 hasta su uso,
momento en el que se procedid con la hidrogendlisis cuantitativa del ester bencilico
empleando Pd, sobre carbono.

Finalmente, en un total de 8 etapas sintéticas, se obtuvo el monémero J;-PNA modificado con
un metileno adicional en la cadena que separa la base del esqueleto de PNA con un
rendimiento global del 10%.
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2.2. El monédmero de PNA con Jp

El siguiente mondmero a sintetizar fue el del heterociclo 2,6-diamino-4(3H)-pirimidona. Como
ya se ha comentado, fue en 2004 cuando Mclaughlin y cols. describieron la sintesis de un
homoPNA con este heterociclo como base Janus con el objetivo de formar una estructura de
tipo triplex por interaccién simultanea con Ni3;dCgNy; vy NndTgNll.[S] El mondmero que
sintetizaron, sin embargo, presenta una estrategia de proteccién distinta a la que se ha
escogido en esta tesis doctoral. Por este motivo, aunque basandonos en su experiencia, se
diseid una nueva ruta sintética con la misma estrategia de proteccidon utilizada para el
mondmero con Ji: empleando el esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina 8 ya sintetizado y el grupo
protector Boc en la base Janus (Figura 1.25).
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Fig. 1.25. Ruta sintética para la obtencién del mondémero de PNA con la base Janus Jp (Jp-PNA). Los reactivos
empleados y los rendimientos obtenidos son los siguientes: a. Para la obtencion de 39a, 2-Bromoacetato de metilo
(1.3 eq), NaHCO; (1.3 eq), DMF, rt, 5 dias, 81%; para la obtencidon de 39b, 2-Bromoacetato de bencilo (1.5 eq),
NaHCO; (1.3 eq), DMF, rt, 4 dias, 78%; b. Para la obtencién de 41a: Boc,0 (10 eq), DMAP (0.3 eq), piridina, DMF,,,
24h, rt, 44%; para la obtencién de 43b: Boc,0 (8 eq), DMAP (0.3 eq), piridina, DMF,.,, 15 h, rt, 54%; c. Para la
obtencién de 45: H,y), Pd/C, MeOH; 8h, 100%; d. Para la obtencién de 47, 8(1.1 eq), EDC (1.5 eq), HOBt (0.5 eq),
DIEA (2 eq), DCM, rt, 24 h, 45%; e. Para la obtencién de 49, Hy(,, Pd/C, MeOH, rt, 40 min, 90%.

Via ester metilico (R; = Me). La primera reaccion de la ruta fue la derivatizacion de la 2,6-
diamino-4(3H)-pirimidona en la posicion 5 como acetato de metilo. Se barajo la posibilidad de
que el producto 39a ciclase debido al ataque nucleofilo de la amina de la posicidn 6 al ester
metilico, pero en ningin momento se detectd el producto de la ciclaciéon. Para mejorar el
rendimiento se alargd el tiempo de reaccidn de 3 a 5 dias. Inicialmente, la purificacidn se llevd
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a cabo mediante MPLC en condiciones acuosas pero la recuperacién del producto fue muy
limitada debido a su baja solubilidad. Asi pues, se optd por hacerlo precipitar en medio acuoso,
lo que permitié obtener el producto 39a puro, después de su filtracién, con un rendimiento del
81%. El siguiente paso sintético fue la proteccidn de las aminas exociclicas con el grupo
protector Boc. Analizando las dificultades encontradas en la mono-proteccién de las aminas de
la 2,4,6-triaminopirimidina, se optd por la bis-proteccidon para obtener el producto 40a. En un
primer ensayo se empled un exceso de Boc,0 (5.5 eq), TEA como base, DMAP (0.5 eq) como
activante y ACN como disolvente, todo en condiciones anhidras. Después de 3 dias a
temperatura ambiente, la conversion era completa, por lo que se decidiéd proceder con el
work-up y purificacion. El producto que se aisld6 mayoritariamente después de la columna
cromatografica de gel de silice era un compuesto con una masa superior a la esperada (+56) y
que presentaba un espectro de RMN-"H y *C muy similar al previsible para 40a. Analizando los
datos, se llegd a la conclusién que el producto obtenido era 41a, producto en el que se habia
formado el éter tert-butilico en la posicidon 4 del heterociclo. Este fendmeno ya habia sido
descrito en 2009 por Wang y Gold cuando quisieron proteger con grupos Boc compuestos
derivados de las 2-amino-3H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4(7H)-onas para obtener derivados de 7-
desazaguaninas.[losl Los autores intentaron estudiar la formacién del 0*-'Bu éter mediante el
seguimiento de las reacciones de proteccion por CCF y LC/MS tanto de sus 7-desazaguaninas
como de la misma guanina. Segun se explica en su publicacién, debido a la presencia del
activante DMAP y de un exceso de Boc,0, se genera un intermedio en el que se ha introducido
un grupo Boc en el N3 heterociclico. Via una transformacién intramolecular debido a la
nucleofilia del 4tomo de oxigeno, se produce la formacién del O*-'Bu eter con la consiguiente
pérdida de CO,q). Esta hipotesis puede ser aplicada por analogia a la proteccidon de los
compuestos 39 (Figura 1.26).

5 6 COz) >Lo
A~
e Aoy
| |
)\\N NESC, BoczN/k\N NBSG,
(41a)

Fig. 1.26. Mecanismo propuesto para la formacién del producto 41a.

BocoN

En principio, la formacién del O*-'Bu eter no era un inconveniente para seguir adelante con la
sintesis ya que se comprobd su estabilidad en TFA (condiciones de desproteccidn y desanclage
de los PNAs) y se observé que podia eliminarse cuantitativamente.

Se escalé la reaccidén para obtener mas cantidad de producto y los resultados obtenidos en el
primer ensayo no fueron del todo reproducibles. Ademas de obtenerse 41a, se aislé también
gran cantidad de un subproducto y se detecté la formacién del producto sin el 0*t-Bu éter
40a. Debido al alto porcentaje del subproducto formado, se intentd caracterizarlo mediante
RMN-"H, -*C, EM-ESI de alta resolucién y HPLC.

En los espectros de RMN se podia observar la presencia de dos sefales correspondientes a
grupos Boc asi como una de ‘Butilo, la desaparicién del metileno en o al ester metilico y la
presencia de un nuevo heterociclo. Las sefiales del ester metilico, sin embargo, se encontraban
intactas. La masa del compuesto era doscientas unidades superior a la del producto 41ay la
férmula molecular obtenida del EM-ESI de alta resolucién correspondia al compuestos 41a con
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dos grupos Boc adicionales (C4;HgsN4O15). Todo ello no parecia ser posible sobre la base del
mismo sistema heterociclico de 2,6-diamino-4(3H)-pirimidona. Con estas evidencias, la Unica
explicacidon plausible que se encontrd era que se produjera una apertura del heterociclo, tal
como muestra la figura 1.27, seguida de una ciclacién causada por el ataque del metileno en o
al ester metilico sobre el carbonilo para dar lugar a un nuevo heterociclo de tipo pirrdlico. Los
datos de RMN-'H y *C concordaban con la formacién del nuevo heterociclo aunque no se
profundizé tanto como para poder determinar una estructura concreta. Lo que realmente
importaba era aclarar porqué tenia lugar esta reaccién secundaria y asi, intentar evitarla.
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H
Fig. 1.27. Mecanismo propuesto para la formacion del subproducto mayoritario obtenido en la proteccion de las
aminas de 39a.

Se pensé en la posible inestabilidad del heterociclo Jp en medio bdsico. Posiblemente la TEA y
los tiempos largos de reaccidén favorecian la formacién del subproducto no deseado. Para
verificar si la hipotesis era cierta, se decidid estudiar la estabilidad del producto 39a y el
protegido 41a en TEA y ACN en las mismas condiciones en las que se habia llevado a cabo la
reaccion de proteccidn. Los ensayos de estabilidad se controlaron por HPLC y CCF durante 7
dias y se pudo comprobar que 39a era inestable en la mezcla empleada de TEA y ACN (Figura
1.28) mientras que 41a era completamente estable. Por otro lado, también se realizé un nuevo
ensayo de proteccién donde se emplearon 18 eq de Boc,0 y 1 eq de DMAP. Con este exceso se
pretendia valorar si el producto indeseado también se formaba cuando se disminuia el tiempo
de reaccidn. En este ensayo, que se pard a las 3 h, se obtuvo una mezcla de los productos 40a
y 41a con bajo rendimiento debido a una limitada conversidn. Asi pues, parecia ser que el
producto 39a presentaba una cierta inestabilidad en medio bdsico y que los largos tiempos de
reaccion requeridos para la proteccién de las aminas exociclicas, favorecian la formacién de
subproductos indeseados. Asi pues, era necesario optimizar las condiciones de reaccion para
obtener el producto protegido deseado con un rendimiento razonable y con tiempos cortos de
reaccion.

En la descripcidn experimental de McLaughlin, que trabajaba con un compuesto andlogo a 39a
como ester ‘butilico, se introduce un grupo Z en la amina exociclica de la posicién 2 empleando
DMAP en cantidad catalitica y piridina como base en una mezcla de DMF y DMSO. Viendo sus
condiciones experimentales, se decidié optimizar la reaccién de proteccién de 39a con Boc,0
empleando DMF como disolvente, para asegurar la completa disolucion de todos los reactivos,
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y piridina como base, ya que su pK, es inferior al de la TEA. Adem3ds, se afiadié un gran exceso
de anhidrido de Boc (10 eq) para intentar que la reaccidn se completara en el menor tiempo
posible.

. \
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Fig.1.28. Andlisis por HPLC de la estabilidad de 39a en una solucion de ACN con TEA. Cromatogramas a tiempo cero
y después de una semana. Elucién de 0 a 30% de B en A en 30 min. A= 0.01M TEAAc(, Y B =ACN.

Después de algunos ensayos, se determinaron unas condiciones para obtener el compuesto
41a como producto mayoritario de la reaccién en 24 h aunque, el subproducto pirrdlico,
siempre se ha detectado. El rendimiento de la reaccion, después de la purificacidn, era entre el
40y el 50%.

La siguiente etapa sintética, la hidrdlisis del ester metilico, se ensayé con diferentes reactivos y
condiciones controlando su evolucién por CCF y EM-ESI (Tabla 1.1).

Ensayo Condiciones Observaciones
al®' | LiOH (1.6 eq), H,0/THF, rt, 63 h

b LiOH (1 eq), H,O/THF, rt, 24 h
Mezcla de 41a y derivados sin

c LiOH (2 eq), H,O/THF, rt, 24 h grupos Boc y 45 y derivados sin
grupos Boc.
d NaOH (1.5 eq), MeOH/ H,0, rt, 24 h

e KOH (1.5 eq), MeOH/ H,0, rt, 24 h

f1104-1081 | 1n1SOK (1.2 eq), THF, 40°C, 40 h Desproteccién de las aminas. No
se detecta la hidrdlisis del ester
g | CH,SNa (1 eq), AICI; (3 eq), DMF, 100°C, 17 h metilico.

Tabla 1.1. Intentos de saponificacion del compuesto 41a.

Como puede comprobarse en las entradas [a-e] de la Tabla 1.1., el uso de un hidréxido
provocé tanto la hidrélisis del ester metilico como la desproteccion de las aminas exociclicas.
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Como el tiempo de reaccién debia ser alto para obtener una conversion completa, la
estabilidad de los grupos Boc se veia comprometida. Se empled también el trimetilsilanoato de
potasio (TMSOK)!04-108] pero después de 40 h solo se observaba la pérdida de los grupos
protectores Boc mientras que el ester seguia intacto. Los mismos resultados se obtuvieron
empleando CH3SNa con el dcido de Lewis AICI3.[1°7] En vista de la dificultad de saponificar el
ester de 41a, se decidid rehacer la ruta sintética planteada (Fig.1.25) pero derivatizando la
base Jp como ester bencilico. Mediante esta estrategia se podria eliminar el grupo bencilo con
una simple hidrogenacion sin que se vieran afectados los protectores Boc de las aminas
exociclicas.

Via ester bencilico (R; = Bn). Se procedié pues con la nueva sintesis empleando el 2-
bromoacetato de bencilo y reproduciendo las mismas condiciones optimizadas para la
obtencién del compuesto 39a. El rendimiento obtenido para el producto 39b fue ligeramente
inferior al de su andlogo metilico. Seguidamente se protegieron las aminas exociclicas y, en
este caso, el rendimiento de obtencién de 43b fue del 54%, un poco superior al obtenido para
41a. El siguiente paso, la hidrogendlisis del ester bencilico, se llevd a cabo en MeOH
empleando Pd/C. La reaccidn, a pesar de ser bastante lenta, permitié obtener el 4cido 45
cuantitativamente. Asi pues, sin dificultades afiadidas, se obtuvo el acido que se hizo
reaccionar con el esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina 8 empleando EDC y HOBt para obtener el
mondmero protegido 47 con un rendimiento del 45%. El mondmero de PNA de Jp se conservd
como ester bencilico hasta su introduccion en la cadena de PNA, momento en el que se realizé
una nueva hidrogendlisis con el fin de obtener el grupo C-terminal como acido carboxilico.

Vale la pena destacar, que en el primer intento de hidrogenacidn catalitica del ester bencilico
de 47 se dejoé evolucionar la reaccién durante 2 h y se observd, analizando el crudo de reaccién
por HPLC, que se habian obtenido dos productos. En wuna proporcion del 70%
aproximadamente, se obtuvo el mondmero de PNA deseado 49 mientras que, el porcentaje
restante, surgia de la eliminacién del protector Fmoc del grupo N-terminal de 49. La
estabilidad del grupo Fmoc frente a la hidrogenacidon fue descrita en 1978 cuando se llegd a la
conclusién que, en ciertas condiciones, el grupo protector Fmoc puede ser eliminado via
hidrogenacién catalitica sobre Pd. Las variables a tener en cuenta para que esta desproteccién

108] , .
[108] Asi pues, en un

tenga lugar son la cantidad de catalizador de Pd y el tiempo de reaccién.
segundo intento se redujo la cantidad de Pd,)/C a un tercio y se controld la reaccién cada 15
min por CCF. A los 30 minutos de reaccidn la conversién era completa y solo se detectaba la
formacion de un producto, el monémero de PNA de Jp 49. Finalmente, se obtuvo Jp-PNA en un

total de 5 etapas sintéticas y un rendimiento global del 17%.
2.3. El monédmero de PNA con Jy

En la literatura se puede encontrar una sintesis descrita para la obtencién del monémero de
PNA con la base Jy en la que se emplea una estrategia de proteccion distinta de la llevada a
cabo en esta tesis doctoral. La base presenta un grupo protector mesitilensulfonilo, el extremo
N-terminal un grupo protector Fmoc y el dcido del C-terminal se encuentra como ester tert-
butilico.?” No obstante, con el objetivo de obtener el mondmero deseado de Jyw con los
mismos grupos protectores que los mondmeros de Jy Jp, se disefid una nueva ruta sintética.
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2.3.1. Primera ruta sintética

La ruta sintética que se disefié para la obtencion del mondmero de PNA con la triazina Jy se
muestra en la Figura 1.29. Como puede comprobarse, se sigue la misma estrategia de
proteccion (Fmoc/Boc) que con los otros mondmeros ya obtenidos.

i 1
0O O NH-HCI HN)LN HN N
L 2 L ° NP -
HoN" ON” ONH,  HoN~ “NH
2 N 2 ha2 2 o H NH, o 2
(50) Oan 6
i 1 L
S S U — - FmochN T~ 08N
O~ "N° "NBoc, O~ 'N° "NBoc, (8)
0 Oﬁ)
OBn OH
0 o}
HN)J\lN HN TN
”””””” = oél\N NBoc, T o)\N NBoc,
o o
Yo v o
N N
FmocHN ~ >~ OBn FmocHN ~ >~ \)LOH

Fig. 1.29. Ruta sintética disefiada para la obtenciéon del mondmero de PNA con la base Jy con la estrategia
Boc/Fmoc. Los reactivos empleados y los rendimientos obtenidos son los siguientes: a. K,CO3 (0.15 eq), DMF,
reflujo, 8 h, 40%. Los procedimientos siguientes no han sido optimizados y/o ensayados.

La ruta se inicié con la sintesis de la propia triazina (amelida) reproduciendo las condiciones

[109

descritas en una patente de Diebner. I se pueden encontrar otras alternativas para la

obtencién de amelida en la literatura, como por ejemplo, mediante la oxidacién con acido

- N .. [110 . 111 112,113

sulfurico de la 2,4,6-tr|am|no-1,3,5—tr|azma[ 'oa partir de ureal ], entre otros.! YEnla
patente mencionada no se describe un procedimiento experimental estdndar sino que se
presentan diferentes variables a optimizar segun las necesidades y el producto que se desee

sintetizar.

Teniendo en cuenta la informacién de la patente, se realizaron dos ensayos en los que se hizo
reaccionar biuret con hidrocloruro de guanidinio. En un primer intento se empled una mezcla
equimolar de ambos reactivos, K,CO3 como catalizador bdsico (0.15 eq) y etilenglicol como
disolvente, ya que presenta un elevado punto de ebullicién (198°C) y permitia alcanzar altas
temperaturas. Después de 12 h a reflujo, la mezcla de reaccion se dejé enfriar a temperatura
ambiente y, a pesar de estar descrita la precitacién de la triazina, no precipitd. Se analizo el
crudo por EM-ESI y, en el espectro de masas, no se detectd la formacion del producto 50. El
segundo intento se realizé en las mismas condiciones pero se empleé DMF (T.= 154°C) como
disolvente. La reaccidn se dejé evolucionar durante 8 h, momento en el que se observaba gran
cantidad de precipitado, y se filtré. Debido a la baja solubilidad de la triazina 51 se tuvo que
realizar su caracterizacion por EM-ESI en condiciones acidas (acido férmico), por EM-CI y por
RMN-"3C en DMSO-d® con una gota de HCl,.. Mediante estas técnicas se confirmd la obtencidn
de 50.

61



Capitulo 1

Obtenido pues el heterociclo, se procedid a intentar su derivatizacién con bromoacetato de
bencilo. Inicialmente, el problema que se esperaba tener era la obtencidén de los dos isémeros
posibles, el compuesto 51 y el producto sustituido en el N3. No obstante, primero debian
encontrarse unas condiciones en las que realizar esta sustitucion. En la bibliografia no se
encontré nada descrito sobre la derivatizacién de amelida, por ese motivo se intentd
introducir el acetato de bencilo en el heterociclo por analogia con derivatizaciones llevadas a

cabo sobre el acido isocianurico (Tabla 1.2). [114-116]

Ensayo Condiciones Observaciones

. La reaccion no evoluciona. El
2-bromoacetato de bencilo (1.5 eq), . .
a heterociclo 50 no se consigue
NaHCOs (1.7 eq) DMF, rt, 1 mes. N
solubilizar del todo.

b 2-bromoacetato de bencilo (1.5 eq), Apertura y degradacién de amelida
NaHCOs (1.7 eq) DMF, MW 60°C, 6 h. 50.
2-bromoacetato de bencilo (1.5 eq), Se detecta amelida. No se observa la
c NaHCO; (1.7 eq) H,O/THF, MW 60°C, 40 formacion de 51. El heterociclo 50 no
min se consigue solubilizar del todo.

2-bromoacetato de bencilo (1.5 eq),
d solucién acuosa K,CO3 0.5M, DMF, rt, 3
dias

Apertura y degradacién de amelida
50.

) Crudo de reaccién analizado por
NaH (1.1 eq), 2-Bromoacetato de bencilo .
e HPLC, cromatograma muy complejo,
(1.1 eq), DMF4p, rt, 3 h. ; )
no se detecta ni 50 ni 51.

1- LiOH (1.1eq) en H,0, 100°C, 3 h Se aisla el producto deseado 51.
f 2- 2-bromoacetato de bencilo (1.1 eq) en Analizado por HPLC representa solo
DMF. un 3.5% del crudo.

Tabla 1.2. Intentos de derivatizacién del heterocilo amelida 50.

A pesar de que se intentaron diferentes procedimientos experimentales y condiciones de
reaccion, en ninguno de los ensayos realizados se consiguid derivatizar el heterociclo amelida
50. La mayor problematica, que no se logré solventar, es la limitada solubilidad de amelida
tanto en disolventes orgdnicos como acuosos, o en soluciones bdsicas, lo que limita mucho su
reactividad. En el ensayo [f] se consiguié aislar una pequefia cantidad de producto, que
representaba el 3.5% del crudo de reaccién, que tenia la masa esperada de 51. Debido a la
baja cantidad obtenida, pudo analizarse por EM-ESI pero no se pudo determinar su estructura
mediante técnicas espectroscépicas.

Segun la patente de Diebner, el heterociclo amelida también puede formarse empleando
derivados de guanidinio, como por ejemplo difenilguanidina, butilguanidina y hexilguanidina,
entre otras.’® Por este motivo, se planted la posibilidad de derivatizar la guanidina
haciéndola reaccionar con el compuesto 2 previamente sintetizado y, posteriormente,
condensar 52 con biuret para formar la triazina 53 (Figura 1.30). Vale la pena destacar que
Diebner en ningln caso se refiere a guanidinas derivatizadas con grupos funcionales o
heterodtomos, simplemente considera derivados alquilicos.

62



Capitulo 1

X
NH-HCI NH HN™ N
T L e R PN ) T J—— R
H2N NH2 2 H o) N NH2
) (52) (53)
OTHP

Fig. 1.30. Ruta sintética alternativa para la sintesis de amelida derivatizada. Los reactivos empleados y los
rendimientos obtenidos son los siguientes: a. ‘BuOK (2 eq), DIEA (2 eq), DMF, 50°C, overnight, 100%.

La primera reaccidn se llevé a cabo sin dificultades siguiendo un procedimiento experimental
descrito por Bugaut.”m El compuesto 52 se obtuvo con un rendimiento cuantitativo y se hizo
reaccionar con biuret empleando las mismas condiciones que para la obtencién de 50. En un
primer intento, se recuperaron ambos reactivos de partida, biuret y 52. Posteriormente,
dejando evolucionar la reaccién durante 17 h se observd la degradacién de ambos v,
aumentando al doble los equivalentes de biuret, a las 8h de reaccién aln no se apreciaba
ninguna evolucién. Asi pues, no se consiguié condensar ambos compuestos para obtener 53.
Se decidid entonces reproducir la sintesis descrita por MclLaughlin aunque los grupos
protectores fueran distintos a los empleados en la estrategia de proteccion de este trabajo.

2.3.2. Segunda ruta sintética

Como previamente se ha comentado, en 2008 McLaughlin describié la sintesis del mondémero
de PNA con la base amelida protegida con el grupo mesitilensulfonilo. La sintesis que
desarrollaron tiene un total de siete etapas sintéticas y un rendimiento global del 20% (Figura
1.31).

La ruta sintética se iniciaba con la proteccién de la S-metilisotiourea empleando el cloruro de
2-mesitilensulfonilo en presencia de hidroxido de sodio para neutralizar el cloruro de
hidrogeno generado en la reaccién. Aunque se alargd el tiempo de reaccidn respecto al
descrito por MclLaughlin, el rendimiento asociado a la obtencidn de 54 fue inferior al esperado.
La obtencidn del isocianato 55 a partir de carbamato de bencilo y cloruro de oxalilo se llevd a
cabo en condiciones estrictamente anhidras y bajo atmosfera de Ar(, ya que se trata de un

compuesto muy reactivo y facilmente hidrolizable,"***!

[119]

Finalmente, después de una
destilacién a presién reducida se obtuvo 55 con un rendimiento semejante al descrito y se
caracterizé por RMN de *Hy **C bajo atmosfera de Arg. Vale la pena destacar que el isocianato
debe conservarse bajo atmosfera inerte y a temperaturas muy bajas (-30°C) para asegurar su

conservacion.
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Fig. 1.31. Ruta sintética para la obtencidén del monémero de PNA Jy-PNA disefiada por MclLaughlin. Los reactivos
que se han empleado y los rendimientos obtenidos son los siguientes: a. Cloruro de 2-mesitilensulfonilo (1.1 eq),
NaOH(,), DCM, rt, 2 h, 40%; b. DCM,n,, 1 h a 0°C, 4h a rt, overnight a reflujo, 50%; c. THF,.y, rt, 24 h, 90%; d.
Hidrocloruro de glicinato de tert-butilo (1.1 eq), THF,.,, TEA, 45°C, 24 h, 98%; e. TFA, DCM, rt, 6 h, 93%; f. Fmoc-
AEG-0'Bu (1 eq), EDC (1.2 eq), DIEA (2.1 eq), DMF, rt, overnight, 84%; g. TFA, DCM, rt, 3 h, 82%.

Una vez obtenidos los productos 54 y 55 se hicieron reaccionar en condiciones anhidras para
obtener 56, el cual precipitdé en el medio de la reaccidn y se aisldé puro mediante simple
filtracion. En la siguiente etapa se formd el anillo triazinico haciendo reaccionar 56 con el
hidrocloruro del ester tert-butilico de la glicina en condiciones anhidras. La amina primaria del
aminodcido produce un ataque nucledfilo sobre el fragmento de tiourea con la consecuente
eliminacién de metanotiol y, posteriormente, sobre el carbamato eliminando alcohol bencilico
(Figura 1.32).[120'121] Aunque el crudo de la reaccién era muy limpio, se realizé6 una rdpida
purificacién por columna cromatografica de gel de silice obteniendo 57 con un excelente
rendimiento (98%). Seguidamente, se realizé la aciddlisis del ester tert-butilico con TFA en
DCM para obtener el acido 58, que se hizo reaccionar con el derivado comercial de N-(2-
aminoetil)glicina protegido con el grupo Fmoc en el extremo N-terminal y como ester tert-
butilico en el C-terminal. Para la formacién del enlace amida entre ambos fragmentos se
empled EDC como agente activante, DIEA como base y, debido a la baja solubilidad de 58, el
disolvente escogido fue DMF. El rendimiento asociado a la formacion del mondmero de PNA
protegido fue del 84%, un rendimiento comparativamente bueno. El mondmero se conservé
en su forma protegida como ester tert-butilico hasta su introduccidn en la cadena de PNA,
momento en el que desprotegio el ester tert-butilico con TFA.
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Fig. 1.32. Mecanismo de formacidn del heterociclo Jy derivatizado.

En este punto, es interesante destacar que el grupo protector mesitilensulfonilo, utilizado
como protector de la base Jyw, no es labil en las condiciones acidas que genera el TFA. Para
eliminarlo es necesario emplear un acido aun mas fuerte como el trifluorometansulféonico
(TFMSA). Este dato se debera tener en cuenta para la desproteccion y desanclaje de los PNAs
que lo contengan.

Finalmente, reproduciendo la sintesis previamente descrita por MclLaughlin, se obtuvo el
mondmero de PNA con la base de Janus Jyw en un total de siete etapas sintéticas con un
rendimiento global del 12%.

3. Caracterizacion de las Bases Janus J;, Jp y Jw

Es conveniente determinar algunos parametros caracteristicos de las bases Janus escogidas
tanto para la sintesis de los PNAs, como para los posteriores ensayos biofisicos. Por un lado,
hay que conocer sus propiedades acido-base, puesto que la interaccién planteada con los
pares no candnicos correspondientes se da en la forma neutra de las bases Janus. Por otro
lado, para poder llevar a cabo unas cuantificaciones precisas de los PNAs mediante absorcidn
UV-Vis, es necesario conocer sus coeficientes de extincion molar. Asi pues, en este apartado se
estudiara el comportamiento 4cido-base de las bases de Janus Jy, Jp y Jw Yy se determinaran sus
coeficientes de extinciéon molar.

3.1. Comportamiento acido-base de las bases Janus Jy, Jp y Jw

Las propiedades acido base de la 2,4,6-triaminopirimidina, asi como de otras pirimidinas,
fueron extensamente estudiadas por UV-Vis en los afios 70 por Roth. (1221231 £ o caso de Jg,
determind que su pK, 1, asociado a la protonacion de uno de los N pirimidinicos, estaba cerca
de la neutralidad (pK,; de 6.72 = 0.01) a 20°C. Y, a la segunda protonacién de J;, que tiene
lugar en el otro nitrégeno heterociclico, se le asigné un pK,, de 1.31 £ 0.01 a 20°C (Figura
1.33). En otras fuentes bibliograficas se pueden encontrar valores relativamente distintos para
la misma base.™% Asi, mediante técnicas potenciométricas se llegd a un valor de pK,, de 6.81
a 20°C,[125] mientras que en otro estudio se determind un pK,; de 7.18 y un pK,, de 1.07.
Incluso, recientemente, se estdn realizando algunos estudios con derivados de J; sustituidos en
los grupos amino ya que ciertas evidencias indican que el C5 podria ser basico e incluso podria
protonarse antes que el N pirimidinico.[126’127] Como puede comprobarse, todos los valores de
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pK,,1se encuentran alrededor de la neutralidad, pero hay ligeras discrepancias entre ellos. Por
otro lado, el hecho de tener el heterociclo derivatizado en la posicidon 5 podria afectar a su
basicidad y, dado el efecto que puede llegar a tener en la interaccidn con la diana, se considerd
necesaria la determinacion del pK,; de la base J; con una molécula modelo derivatizada en
dicha posicién.

Roth también estudié el comportamiento acido-base de Jp mediante espectrometria UV-Vis a
20°C. Determind un pK,; de 3.33 asociado a la protonacion del N1 pirimidinico y un pK,, de

10.78 asociado a la protonacién del N3 (Figura 1.33)."221 Anteriormente a Roth, Brown

1y, posteriormente, se

[124,128] En

determindé empleando la misma técnica unos pK,s muy semejantes
pueden encontrar algunas referencias en la literatura con valores muy parecidos.
vista que los pK, de la base Jp se encuentran muy alejados de los pHs fisioldgicos, no se
considerd necesario determinar experimentalmente sus pK,. Asi pues, a pH neutro Jp estara en
su forma neutra y deberia establecer las interacciones planteadas con el mismatch C-U.

Se encuentra menos informaciéon del comportamiento acido-base de amelida (Jyw). No
obstante, se han realizado algunas determinaciones experimentales obteniendo unos valores
de pK, 1, relacionado con la protonacidn de N5 heterociclico, de 1.8; un pK,, asociado al N3 de
6.9; y un pK, 3, relacionado con el N1 de la triazina, de 13.5 (Figura 1.33).[129'132] Teniendo en
cuenta estos valores, se decidié no determinar el pK, de la triazina Jy puesto que tampoco era
uno de los objetivos principales de esta tesis doctoral.

NH, o} o)
10.8 6.9
6‘7N| N AN | HN)J\|N1.8
HgN)\N/ NH, HoN )\\N NH, o%\NJ\NH2
1.3 3.3 1§5

Fig. 1.33. Valores de pK, descritos en la literatura de las bases Janus J;, Jp y Jw.

3.1.1. Determinacion del pK, de la base J;

Se procedidé a la determinacidon experimental del pK, de un derivado de J; sustituido en la
posicién 5, y como modelo se eligié el compuesto 12 (Figura 1.34).

NH, NH,

®
Nl)YVOH +HgO* H‘N| < OH
Ay -HgO* HzN)\N/ NH

HoN N~ "NH, 2

Fig. 1.34. Equilibrio acido-base del compuesto 12 empleado para determinar el pKa de la Janus J;.

[133]

Existen diferentes técnicas para determinar el pK, de un compuesto'™, como por ejemplo

mediante medidas de conductividad, potenciometria, voltamperometria, aunque también

N34l y, una de las técnicas mas comunes, analizando la variacién

puede determinarse por RM
de absorbancia UV-Vis del compuesto a diferentes pHs.[135'136] Entre todas ellas, se eligio
determinar el pK, de 12 empleando la espectrofotometria UV-Vis y siguiendo el procedimiento
experimental descrito en un manual de laboratorio de 1962,

Para realizar este tipo de experimentos se deben analizar soluciones tamponadas con una

concentracién constante del compuesto a diferentes pHs. Teniendo en cuenta que los valores
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de pK,, descritos de Jr se aproximan a la neutralidad, se decidi6 usar como tampdn una
solucion de KH,PO, de concentracién 10 mM. Con el fin de obtener una intensidad de
absorcidn del producto adecuada, se trabajé con soluciones 100 uM de 12.

Si se tiene en cuenta la definicién de la constante de equilibrio de un acido (K,) y se aplica —log
a ambos lados de la ecuacidn se obtiene que,

A-H =A +H

[A7]
[AH]

pK, = pH —log (1.1)
si se sustituye en la ecuaciéon (1.1) la relacidn que existe entre las concentraciones de ambas

especies en solucion se llega a la ecuacién (1.2), donde x es la fraccién molar de la especie AH
en la solucion.

pK, = pH+logL (1.2)
I-x

Por otro lado, la absorcion (A) de una solucidn a un pH determinado depende de la fraccién
que existe de cada una de las especies,

A=Ay x+A - (1-x) (1.3)

Sustituyendo la ecuacién (1.3) en la (1.2) y teniendo en cuenta que la molécula de estudio es
una base, se obtiene la ecuacidn (1.4) que relaciona el pK, de un compuesto basico con su
absorbancia a una longitud de onda concreta (Aanaiitica), €N una solucion de pH definido y a una
determinada temperatura.

A- A,

K =pH+lo
PR, =Pp gA—

1 (1.4)

donde Ay, es la absorbancia que el compuesto analizado presenta cuando se encuentra completamente en su forma
no idnica y A, es la absorbancia que el compuesto analizado presenta cuando se encuentra exclusivamente en su
forma idnica.

Teniendo en cuenta la ecuacion (1.4), lo primero que hay que hacer es determinar Ay y A,
Para definir sus valores, se registraron los espectros de absorciéon de una solucién 100 uM de
12 en NHj(,q) (0.1 M)y otra en HCOOH,) (0.1 M), respectivamente. Con estas medidas también
se determind que la longitud de onda en la que se observaba mayor cambio de A debido a la
variacién de pH, es decir, 1a Ajnaiitica que era de 285 nm.

Se registraron los espectros de absorbancia en un intervalo de pHs entre 6 y 7.5 (Figura 1.35) y
se representd el log (A-Aw)/(A-A) frente al pH (ver P.Exp. Capitulo 1). Los puntos obtenidos se
ajustaron a una recta con un coeficiente de correlacién excelente. La interseccién de la recta
con el eje de ordenadas correspondia con el pK, del compuesto 12: 7.07+ 0.02.
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pH=2,75
——— pH=3,37
—— pH=5,09
1,0 pH=5,97
—— pH=6,30
pH=6,49
pH=6,60
—— pH=6,71
—— pH=6,78
pH=6,90
pH=7,10
—— pH=7,31

Absorbancia

T T T T T T v T L 1
220 240 260 280 300 320

Longitud de onda (nm)

Fig. 1.35. Determinacién del pKa de 12. Representacidn de los espectros de absorcidn a distintos pHs.

Como era de esperar, el valor de pK, obtenido era muy similar a los valores descritos en la
bibliografia. Este era un dato importante que debia tenerse en cuenta en los ensayos
biofisicos, pues a pH neutro coexistirian en solucidn la forma basica y la acida de la base J+.

3.2. Determinacion del coeficiente de extincidn molar de las bases J;, Jp y Jw.

El coeficiente de extincion molar (€) es un parametro caracteristico de cada compuesto
relacionado con su absorcién a una determinada longitud de onda en unas condiciones de
disolvente, pH y temperatura. Para los objetivos de este trabajo, € es un valor imprescindible
puesto que los PNAs deben ser cuantificados por UV-Vis debido a que su sintesis se realiza a
escala umolar.

En la literatura pueden encontrarse algunos valores de las € de las bases Janus JT,[122’123’138'139]

JD[139’140] y Jytt aunque las condiciones y longitudes de onda a los que se definen no se
correspondian con los que se necesitaban en este trabajo. Por este motivo, se decidid
determinar experimentalmente las € de las tres bases Janus a la longitud de onda de 230 nm,
ya que la base Jy solo presenta absorcién entre 200 y 240 nm, y a 280 nm, que corresponde al
maximo de absorcidn de J; y estd muy préximo al de Jp. Ademads, teniendo en cuenta que los
ensayos biofisicos se podrian realizar a pH neutro o acido, se decidié también determinarlos a

pH5.5y7.0.

En primer lugar, se escogieron los compuestos modelo con los que realizar los experimentos.
Se eligié el compuesto 12 como modelo de Jy, el derivado de Jp como ester metilico 39, puesto
que el propio heterociclo 2,6-diamino-4(3H)-pirimidona dio problemas de solubilidad, y la base
amelida 50. El estudio se realizé disolviendo los compuestos mencionados en una solucidn
tampdn de NH4AcO 10 mM. Se prepararon dos disoluciones de cada compuesto y se ajusté el
pHa 5.5 enuno de ellosy a 7.0 en el otro. Se determind la absorbancia UV-Vis de cada base en
un rango de concentraciones entre 10 y 100 uM, soluciones obtenidas a partir de la dilucién de
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la solucién madre. La representacidn de los valores de absorbancia a cada longitud de onda
escogida (230 y 280 nm) frente a la concentracién del compuesto, dio una recta, la pendiente
de la cual, correspondia al coeficiente de extincidn molar segun la Ley de Lambert-Beer. En el
rango de concentraciones trabajadas se obtuvo una muy buena linealidad y los ajustes de los
datos experimentales a la ley de Lambert-Beer presentaron coeficientes de correlacidon
siempre superiores a 0.995 (ver P.Exp. Capitulo 1). Los experimentos se realizaron por
duplicado y se tom¢ el valor medio como € (Tabla 1.3).

pH=5.5 pH=7.0
Base Janus
€230 €230 €230 €230
Jr 6852 +178 13098 + 202 6546 + 132 11028 £ 204
Jp 4731+ 60 10011 £ 86 5040 £ 85 10723 £ 106
Jw 2201 + 89 - 2529+ 60 -

Tabla 1.3. Valores de € determinados experimentalmente de las bases Janus J;, JpyJwapH 5.5y 7.0y alas
longitudes de onda 230y 280 nm.

Como puede comprobarse en la Tabla 1.3, los valores de € de J; a 280 nm (mdaximo de
absorcién) muestran una gran dependencia del pH. Teniendo en cuenta el valor de pK,
obtenido, a pH 5.5 la forma 4cida de J; serd la mayoritaria en disolucién, por lo que la €
determinada a este pH corresponderd a la especie J;-H'. Sin embargo, a pH neutro existe una
mezcla de las formas acida y basica de J1 y, en consecuencia, la € determinada hara referencia
a esta mezcla. Por otro lado, como ya se ha comentado, Jw no presenta absorcién a A
superiores a 240 nm y, por ese motivo, solo podia ser cuantificada a 230 nm.

4. Diseiio y sintesis de los ligandos tipo PNA
4.1. Diseiio de los ligandos

Una vez obtenidos los mondmeros de PNA de las bases Janus, se procedidé al disefio de los
ligandos. Inicialmente, se decidié que en todos los PNAs sintetizados, independientemente de
la diana a la que se dirigieran, se introduciria el aminoacido lisina (K) en el extremo C-terminal
puesto que confiere solubilidad en agua a los ligandos y, por otro lado, su grupo amino,
protonado a pH neutro, puede facilitar la interaccidn con la diana polianidnica. Ademas,
teniendo en cuenta la problematica penetracién celular de los PNAs, el incorporar una lisina
también podria mejorar su permeabilidad. Finalmente, también se decidié que se usaria una
resina que permitiese obtener el residuo C-terminal como carboxamida, evitando asi la
presencia de un acido carboxilico en los ligandos.

Este apartado se ha dividido en funcion de la diana a las que estan dirigidos los PNAs. Para
facilitar la lectura, se han empleado nombres abreviados de los ligandos en los que se
especifica la secuencia de residuos de PNA y aminoacidos que componen el ligando, desde el
extremo N-terminal hasta el C-terminal. Para hacer referencia a los aminoacidos, se ha
escogido la nomenclatura de una sola letra donde G es glicina y K lisina.
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4.1.1. Ligandos con J; de la diana CUG,

El RNA mutante relacionado con la DM1, como se ha descrito en la introduccién, se encuentra
estructurado como hairpin y presenta una secuencia donde el triplete CUG se repite
aberrantemente. La estructura del hairpin mutante relacionado con la DM1 esta estabilizada
por dos pares C-G consecutivos entre dos apareamientos no candnicos U-U.

Se habian sintetizado dos mondmeros de PNA con la base Janus J; en los que la distancia entre
la base y el esqueleto de AEG era superior a la orginal. Se obtuvo el mondmero 38, que solo
presentaba un metileno adicional y el 28, con una cadena lateral con tres atomos de mas. Para
la sintesis de una primera generacién de ligandos, se decidié emplear el mondmero con la
modificacidn mds pequefa, es decir, el mondmero de J; 38. Teniendo en cuenta estos
pardametros y la estructura de la diana, se disefiaron dos tipos de ligandos, uno monomérico y

otros diméricos (Figura 1.36).

5y G C us

3U C. G |45 NH2
: Jr
i ' (0]
HZN/VP:JQkH NH, K
! : O
: ‘;T Jr
‘ (0] (0] , O
- H H . H
. N N N \ N

HZN/\/ \)J\H/\”/ \)J\”/\n/ \/\N/\ﬂ/ NH, J1G3J7K

; 0 o) O  (CHg)aNH,

{ -
]

I
N
Z

w G
=
o

J

/\/N\)J\N)\H/NHZ J1G4JK
B
Jr o
R
N/\[( j)kNHz J1GsJK
0

{
b
b
»

Fig. 1.36. Disefio de los ligandos con J; para la estructura CUG,,.

El ligando monomérico estd simplemente compuesto del mondmero 38 y del aminodcido lisina
en el extremo C-terminal. Los ligandos diméricos estan formados por dos bases Janus J;
separadas por un esqueleto que contiene un niumero diferente de residuos de glicina. Sobre el
papel, el nUmero de glicinas éptimo para cubrir la distancia entre los dos pares no candnicos
U-U es de cuatro. No obstante, parecié interesante sintetizar también el compuesto con tres 'y
cinco glicinas para evaluar la trascendencia de este espaciador en la interaccidn, teniendo en
cuenta ademads, el metileno adicional del mondmero de PNA con J; respecto al estandar. Asi
pues, en principio, en el caso del ligando monomeérico, se esperaria la unién de una sola
molécula por par no-candnico U-U mientras que, en el caso de los ligandos diméricos, podria
unirse uno por cada dos mismatches. (Figura 1.37).
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H
o J1G3JK
HoN N NH, HoN N NH,
\r/ | \(/ | NH,
N« N
NH, 0 NH,
N/\/N\)]\N/\H/N\)]\N/\”/N N/\/N\)]\ NH,
O
J1G4J1K
HoN N NH, HoN N NH, NH,
g 7]
N« N &
NH, (o] NH, o)

H H H
~ N N~ N N~ HN
Ay ey

Fig 1.37. Ligandos que contienen J; disefiados para interaccionar con la diana CUG,, relacionada con la DM1.
4.1.2. Ligandos con Jp de la diana CCUG,

El RNA tdxico relacionado con la DM2 también se encuentra estructurado como hairpin y, en
este caso, la secuencia CCUG es la que se repite aberrantemente. La estructura estd
estabilizada por dos pares C-G seguidos y precedidos por dos apareamientos no candnicos C-U.

Para los mismatches C-U, se escogio la base Janus Jp que podria llegar a establecer hasta seis
enlaces de hidrégeno cuando interacciona como Janus Wedge con este par. Para la sintesis de
los PNAs se empled el mondmero sintetizado 49. Teniendo en cuenta la estructura de la diana
de RNA, se disefiaron dos ligandos, el ligando monomérico, que solo contenia un residuo de Jp
y la lisina en el extremo C-terminal, y un ligando dimérico con dos residuos consecutivos de Jp
ademas de la lisina en el extremo C-terminal (Figura 1.38 y 1.39).

\)LN)YNHZ JoJpK
H

°g c c u G?
3 ~ " c ~5
D0 (CHp4NH,
N NH JoK
HZN/V:J&H D
i 0!
; J
‘}lD 0 D0 (CHyNH,
N N

Fig. 1.38. Disefio de los ligandos con Jp para la estructura CCUG,,.
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NH2 NH2 NH2
N / NH NH, NH,
)\(i )\Eio HoN )\Ei
N NH
HN >SN \)L NH HN >SN N/\/ N 2
o]
JoK JpJpK

Fig. 1.39. Ligandos que contienen J, disefiados para interaccionar con la diana CCUG,, relacionada con la DM2.

4.1.3. Ligandos que contienen Jy de las dianas CUG, y CCUG,,

Por ultimo, empleando la base de Janus Jy disefiada para interaccionar como cufia con el par
candnico C-G presente en ambas estructuras, los hairpins CUG, y CCUG,, se diseflaron un
conjunto de ligandos. En un primer bloque, se disefiaron dos ligandos donde solo estaba
presente Jyw, para asi evaluar su interaccién con los pares C-G. En un segundo bloque, se
combind Jw con J; generando ligandos dirigidos a la diana CUG,, y con Jp, para evaluar su
interaccion con la diana CCUG,,.

El mondmero y el dimero de Jy, siempre con el residuo K en el extremo C-terminal, se
representan en la Figura 1.40.

o}
HN "N NH, HN N HN 7N NH,
07 >N""NH, O)\N NH, O//J\N NH,

Kfo
0
HzN/\/N\)J\N NH, H2N/\/N\)]\ ~ N NH,
H
ol

JwduK

Fig. 1.40. Ligandos que solo contienen J,y disefiados para interaccionar con las dianas CUG, y CCUG,.

En combinacion con J; se disefiaron cuatro ligandos, los dimeros con J; y Jw (JudwK vy Jwd:K) para
evaluar si la interaccidn entre los PNAs y el RNA tenia lugar preferentemente en algun sentido;
un trimero (JwltJwK) para establecer interacciones con el par no candénico U-U y con los pares
C-G que lo preceden y lo siguen; y un tetramero (JuwlwdiK) con el objetivo de unirse a dos
pares no canonicos U-U y a los dos pares C-G que se encuentran entre ellos (Figura 1.41).
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Fig. 1.41. Ligandos que contienen Jyy en combinacidn con J; disefiados para interaccionar con la diana CUG,,.

En combinacién con Jp, se disefiaron unos ligandos andlogos a los mencionados para J1: los
ligandos diméricos con Jp y Jw en ambos sentidos (JpJwK vy JwlpK) v el tetramero (JpJwlwloK)
(Figura 1.42).

NH; i o] NH,
N)\NH HN N NH, HN N NJ\NH NH,
N A | N

o H H o
JodwK JwdoK
NH
NH, o o 2
A
NPNH AN N HN)]\lN N NH NH,
NS
HN T 07 >N"" NH, O//I\NJ\NHz HN o

JodwdwdoK

Fig. 1.42. Ligandos que contienen Jyy en combinacidn con Jp disefiados para interaccionar con la diana CCUG,,.
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4.2. Sintesis en fase sdlida, purificacion y caracterizacion

Dado que los PNAs tienen un esqueleto de poliamida, en su sintesis se emplea una
metodologia practicamente idéntica a la usada en la sintesis de péptidos en fase sdlida. Los
mondmeros de PNA empleados y los aminoacidos se encuentran resumidos en la Tabla 1.4.

Mondmeros de PNA

Con la Janus J; 38
Con la Janus Jp 49
Con la Janus Jyw 60

Aminoacidos
K Fmoc-Lys(Boc)-OH
G Fmoc-Gly-OH

Tabla 1.4. Mondomeros de PNA y aminoacidos empleados para la sintesis
de los ligandos.

La sintesis de cada PNA se llevd a cabo a una escala de 10 umoles sobre una resina NovaSyn TG
Sieber formada por un soporte de polietilenglicol-poliestireno (PEG-PS) funcionalizado con el
espaciador bifuncional XAL (4cido 5-(9-aminoxanten-2-oxi)-valérico). Este espaciador
bifuncional proporciona una unién del PNA al soporte sélido estable en las condiciones de
sintesis y escindible en condiciones compatibles con la estabilidad del PNA una vez finalizada.
Un tratamiento acido para el desanclaje (cleavage) permite la obtencién de los PNAs en forma
de carboxamida en el extremo C-terminal.

La elongacidn de la cadena es un proceso ciclico que consta de tres etapas: la eliminacién del
grupo Fmoc, el acoplamiento y la acetilacidon de los grupos amino que no han reaccionado

(capping).
* La desproteccidn del extremo N-terminal se llevd a cabo con dos tratamientos

de 10 minutos con una solucién de piperidina al 20% en DMF.
* Para la formacidn del enlace peptidico o de tipo amida entre los mondémeros

de PNA (o los correspondientes aminodcidos), se empled el agente activante
HATU (hexafluorofosfato 1-[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazol[4,5-
b]piridinio-3-6xido), las bases DIEA y 2,6-lutidina y un disolvente organico
capaz de disolver todos los reactivos, en este caso la NMP. Se empled un
exceso de 3 eq de mondmero de PNA o aminoacido. Los acoplamientos se
realizaron en condiciones anhidras para evitar reacciones secundarias con el
agua. En el caso de los mondmeros de PNA, la etapa de acoplamiento se
prolongd durante 90 minutos con el objetivo de obtener el mejor rendimiento
posible, mientras que solo se dejaron evolucionar durante 45 minutos los
acoplamientos de los aminodcidos (K y G). Para evaluar cualitativamente el
grado de acoplamiento se realizaron tests de ninhidrina que indican la
presencia de aminas primarias en la resina (ver Materiales y Métodos).

* El capping, realizado con Ac,0 después de verificar la eficacia del
acoplamiento, es una etapa importante para evitar la formacién de cadenas
poliméricas con deleciones de residuos de PNA o aminodacido.
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Estas etapas se repitieron ciclicamente hasta obtener el producto deseado. Llegados a este
punto se desprotegid el extremo N-terminal con el mismo tratamiento de piperidina empleado
para la eliminacién del grupo Fmoc anterior a cada acoplamiento y, a continuacién, se
procedio al desanclaje del PNA de la resina y a la desproteccidn de las bases.

El cleavage se realizd con una mezcla de TFA/m-cresol (19:1) en los PNAs que solo contenian J;
0 Jp, puesto que en estas condiciones tiene lugar el desanclaje a la vez que la desproteccién de
las bases. Para los PNAs que contenian Jy se empled una mezcla de TFA/TFMSARY con TIS y
anisol, ya que se necesitaba un dacido mas fuerte para conseguir eliminar el protector
mesitilensulfonilo. En el primer caso, fueron necesarios 30 minutos para conseguir el completo
desanclaje y desproteccion de las bases mientras que en el segundo, las reacciones se dejaron
evolucionar durante 2 h.

Los 15 PNAs ya sintetizados, desanclados y desprotegidos, se purificaron por HPLC en fase
reversa C;3 empleando condiciones 4cidas. Posteriormente, se caracterizaron por EM-ESI (+) o
bien, por EM-MALDI-TOF (+). Los crudos obtenidos del cleavage contenian mayoritariamente,
en general, el producto deseado, por lo que las purificaciones fueron muy sencillas de llevar a
cabo (véase como ejemplo la Figura 1.43). Finalmente, se obtuvieron los PNAs deseados con
unos rendimientos de entre el 20y el 79% (Tabla 1.5).

Fig. 1.42. Cromatograma del crudo obtenido después del desanclege del PNA J;G4J:K. Elucidn: de 0 a 30% de Ben A
durante 30 min. A=0.1% de TFA en H,0 y B=0.1% de TFA en ACN.
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PNA

JK

J1G3)K

J1G4K

J1GshK

JoK

JpJoK

JwK
JwdwK
JtwK

JwdK

JwdrwK

JdwlwdK

JpJwK

JwdoK

JpJwlwdoK

Rendimiento

60%

20%

30%

20%

59%

42%

61%

79%

59%

43%

63%

60%

42%

58%

42%

Masa calculada

424.2659

874.4746

931.4961

988.5176

411.2343

677.3470

413.21

681.31

692.36

692.36

960.45

1238.6

679.33

679.33

1213.53

m/z determinada

ESI (+): 424.84 [M+H]", 212.93 [(M+2H)/2]**

HR ESI (+): 425.2730 [M+H]"
ESI (+): 875.23 [M+H]", 438.23 [(M+2H)/2]**

HR ESI (+): 875.4913 [M+H]", 438.2442
[((M+2H)/2]**
ESI (+): 932.26 [M+H]", 466.45 [(M+2H)/2]*,

311.25 [(M+3H)/3]**

HR ESI (+): 932.5049 [M+H]", 466.7557
[(M+2H)/2]*, 311.5062 [(M+3H)/3]*"
ESI (+): 495.22 [(M+2H)/2]**

MALDI-TOF (+): 989.8 [M+H]*

HR ESI (+): 989.5222 [M+H]", 495.2660
[(M+2H)/2]*, 330.5143 [(M+3H)/3]*"
ESI (+): 411.93 [M+H]"

HR ESI (+): 411.2411 [M+H]"
ESI (+): 678.08 [M+H]", 339.54 [(M+2H)/2]**

HR ESI (+): 678.3536 [M+H]", 339.6813
[(M+2H)/2]*
ESI (+): 413.83 [M+H]"

ESI (+): 682.06 [M+H]"

ESI (+): 693.12 [M+H]", 347.14 [(M+2H)/2]*"
ESI(+): 693.02 [M+H]", 346.97 [(M+2H)/2]*
ESI (+): 961.30 [M+H]", 481.22 [(M+2H)/2]*"
MALDI-TOF (+): 961.7 [M+H]",
983.7[M+Na]’, 999.7[M+K]*

ESI (+): 1240.41 [M+H], 620.49 [(M+2H)/2]*
MALDI-TOF (+): 1241.0 [M+H]"

ESI (+): 680.08 [M+H]", 340.62 [(M+2H)/2]*"
ESI (+): 680.03 [M+H]", 340.59 [(M+2H)/2]*"
ESI (+): 1214.20 [M+H], 607.82 [(M+2H)/2]*
MALDI-TOF(+): 1214.4 [M+H]"

Tabla 1.5. Resumen de los PNAs sintetizados, rendimientos y caracterizacion por EM.
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Capitulo 2

1. Introduccidn

Las interacciones no covalentes son muy relevantes en la naturaleza, no sélo porque son
responsables de la estructura tridimensional de las proteinas y de los acidos nucleicos, sino
porque también juegan un papel fundamental en el reconocimiento molecular de la mayoria
de procesos bioldgicos. El estudio de las interacciones entre ligandos y biomoléculas es
esencial para entender los procesos que desencadenan, asi como para el disefio y optimizacion
de nuevas moléculas con fines terapéuticos. Es por estos motivos que, hoy en dia, se han
desarrollado un gran nimero de técnicas biofisicas que permiten determinar y caracterizar
todo tipo de interacciones no covalentes. Todas estas técnicas han ido evolucionado
significativamente en las Ultimas décadas, se estdn desarrollando dia a dia instrumentos mas
sensibles y sofisticados que proporcionan mayor informacidn y permiten analisis mas
detallados. Para interacciones intermoleculares, como son las de los complejos ligando-
biomolécula, se pueden llegar a determinar constantes de afinidad, pardmetros
termodinamicos, estequiometrias de unién, modos de interaccidon e, incluso, se pueden llevar
a cabo estudios estructurales a nivel atémico.

Este segundo capitulo se centrard en el estudio, mediante el uso de diferentes técnicas
biofisicas, de la interaccion entre los ligandos sintetizados y pequeifios RNA modelo que
contengan las repeticiones CUG y CCUG caracteristicas de los RNAs mutantes relacionados con
laDM1yla DM2.

83



Capitulo 2

1.1. Eleccidn de la diana

Con el fin de evaluar la interaccién entre ligandos y RNA mediante ensayos biofisicos, la
situacion dptima seria trabajar con la propia biomolécula para la que se ha disefiado el ligando.
De esta manera, los estudios que se realizarian y los datos determinados serian mucho mas
proximos a los que se obtendrian in vivo. No obstante, suele ser muy complejo trabajar con la

|ll

diana “real” debido a las dificultades que supone obtener una biomolécula a gran escala, sin
tener en cuenta, la problematica que puede encontrarse en cuanto a sus caracteristicas de
solubilidad, agregacion, estabilidad, etc. Por otro lado, ciertos ensayos biofisicos requieren un
marcaje de la diana como sucede, por ejemplo, en algunos ensayos de fluorescencia. Debido a
estas limitaciones, en muchos estudios de interaccién se emplean modelos de RNA que
contienen la secuencia o los motivos estructurales que presenta la biomolécula. Los modelos
que suelen disefiarse son RNAs de secuencias cortas y solubles en las condiciones
experimentales. A su vez, para poder llevar a cabo un correcto tratamiento de los datos es muy
importante que el RNA se encuentre adecuadamente estructurado en las condiciones de los
ensayos, por ejemplo, que no se produzcan agregaciones o coexistan distintas
conformaciones. Con esta finalidad, se estabilizan estructuras haciendo uso de pares Watson-
Crick adicionales o introduciendo loops ultra-estables en la formacién de una estructura tallo-
lazo. En otros casos, se introduce el principal motivo estructural del RNA diana dentro de una

estructura ya de por si estable, como podria ser un duplex.
1.2. Las técnicas biofisicas

Cada técnica biofisica permite obtener una informaciéon concreta de una determinada
interaccion y, por este motivo, es importante conocer las caracteristicas de todas ellas y
planificar una estrategia para abordar los interrogantes que se plantean. Se han desarrollado
muchisimas técnicas con el fin de estudiar y entender cémo funcionan las interacciones no
covalentes entre biomoléculas o entre éstas y pequefios ligandos. Algunas de ellas son la
cristalografia, la fluorescencia, la calorimetria, la resonancia magnética nuclear (RMN), la
espectrometria de masas (EM), el dicroismo circular (DC) o la resonancia de plasmones
superficiales. Estos estudios experimentales se complementan con los analisis
computacionales de modelado molecular que permiten predecir virtualmente interacciones
entre ligandos y biomoléculas.! Con todas las técnicas disponibles hoy en dia,'”! se pueden
encontrar respuestas a la mayoria, si no todos, de los interrogantes planteados para una
interaccion, es decir, las llamadas tres W: “Who? Where? and Why?”.[3]

A continuacidn se hace una breve descripcion de las técnicas empleadas en esta tesis doctoral.

1.2.1. Espectrometria UV-Vis. Desnaturalizacidn térmica.

La estabilidad térmica de un oligonucleétido estructurado suele determinarse a través de su
curva de desnaturalizacion térmica de la que puede deducirse su temperatura de fusién (T,,).
Para realizar una curva de fusion o de desnaturalizacién, se registra la variacién de una
propiedad fisica caracteristica de la estructura del oligonucleétido en funcién de Ia
temperatura. Las curvas obtenidas suelen ser de tipo sigmoidal con una pendiente mas
pronunciada cuanto mayor es el fragmento de oligonucleétido estructurado. Las propiedades
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mas empleadas son la absorcidn uv-vis® o la elipticidad,[s] aunque también pueden emplearse
otras propiedades como la fluorescencia® o la RMN." En esta tesis doctoral se han realizado
curvas de fusion tanto mediante medidas de absorbancia de UV-Vis como de DC (Apartado
1.2.2) que son técnicas espectroscopicas electronicas.
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Fig. 2.1. A. Curva de fusion registrada a partir de medidas de UV a 260 nm. En el eje de ordenadas se representa la
absorbancia y en el de abscisas la temperatura. Al calentar la muestra el oligonucleétido se desestructura con el
consecuente aumento de absorbancia. El punto de inflexion de la curva corresponde a la temperatura de fusion. B.
Superposicion de espectros de DC obtenidos a diferentes temperaturas. La variacion de elipticidad a una longitud
de onda determinada permite obtener la T,, del oligonucleétido.

En una curva de fusién por UV se aumenta gradualmente la temperatura de una solucién del
oligonucledtido mientras que éste va sufriendo una desestructuracién (desnaturalizacién)
cooperativa que provoca un desapilamiento de las nucleobases y una rotura de los enlaces de
hidrogeno. Este pérdida de estructura se traduce, en general, en un aumento de la
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absorbancia. Esto es debido a que, mientras el oligonucleétido estda estructurado, las
nucleobases estan apiladas interaccionando a través de sus sistemas m provocando una
disminucién de la intensidad de absorcién en el espectro de UV (efecto de hipocromicidad).[s’g]
Al aumentar la temperatura y, en consecuencia, provocar la desestructuraciéon del
oligonucleétido, las interacciones se debilitan hasta desaparecer quedando reflejado en un
aumento de la absorbancia global. Las medidas se realizan a una longitud de onda
determinada que, en el caso de los oligonucledtidos, suele ser la de su maximo de absorcion

(260 nm) (Figura 2.1.A).

El punto de inflexion de la curva obtenida al representar la variacién de absorbancia o
elipticidad frente la temperatura, se conoce como temperatura de fusién (T,,) y se define como
la temperatura en la que el 50% de la muestra se encuentra estructurada, y el otro 50%
desestructurada (Figura 2.1.A). La T, depende, grosso modo, de la secuencia del
oligonucledtido, de su concentracién (siempre que no se trate de un sistema unimolecular), de
las condiciones salinas del medio y hasta de los contraiones presentes.

Los experimentos en presencia de un ligando se realizan para valorar si éste produce una
estabilizacion de la estructura del oligonucleétido o, de lo contrario, la desestabiliza. Para
cuantificarlo se puede calcular AT,, que se define como:

AT

= Dototigostigando) — Dntotigo) (2.1)
Una valor de AT, positivo indica que el ligando es capaz de estabilizar térmicamente la
estructura del oligonucleétido mientras que, si es negativo, significa que el ligando Ia
desestabiliza. Por otro lado, también puede suceder que el incremento calculado sea nulo, lo
cual indica que el ligando no afecta ni perturba la estructura del oligonucleétido.[w’lz]
Finalmente, pueden también determinarse los parametros termodindmicos de la interaccién si

se registran las curvas de fusion a diferentes concentraciones de oIigonucIeétido.[13'14]

Determinacion de la T,. Para determinar la T, es necesario representar graficamente los
valores obtenidos de la propiedad fisica medida, en esta tesis doctoral absorbancia (A) o
elipticidad (8), en funcidn de la temperatura. En primer lugar, deben dibujarse las lineas de
base que definen la A o la 6 de la especie completamente estructurada y desestructurada, es
decir, las rectas que definen los plafones a alta y baja temperatura. Después debe calcularse y
representarse la recta mediana de las dos anteriores. El punto de cruce entre la recta mediana
y la curva obtenida experimentalmente, corresponde a la Tj,.

El gran inconveniente del método de la mediana es la subjetividad para escoger las lineas de
base de la especie estructurada y desestructurada. Por este motivo muchos prefieren
determinar el punto de inflexidén de la curva calculando su primera derivada. No obstante, es
importante tener en cuenta que esta aproximacién solo es plenamente valida para sistemas
unimoleculares, y que para el caso de equilibrios de molecularidad superior, como sucede
cuando se estudia la interaccién con un ligando, el método puede conllevar un error asociado
entre 1y 2°C (Figura 2.2). Asi pues, aunque el método de la mediana sea mas subjetivo, el
resultado es el mas preciso y, por este motivo, se ha decidido emplearlo en esta tesis doctoral.
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Fig. 2.2. El maximo de la primera derivada difiere del valor de T,, obtenido mediante el método de la mediana.
Besir hace referencia a la linea de base que define la absorbancia del compuesto estructurado mientras que Byesestr
la del compuesto desestructurado. La linea central corresponde a la mediana, recta promedio de las anteriores. La
T corresponde a la interseccidn entre la curva experimental y la mediana. Figura adaptada de la ref.15.

1.2.2. Dicroismo Circular

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) consiste en hacer interaccionar una molécula
6pticamente activa con luz polarizada linealmente y medir la diferencia de absorcién de los
componentes polarizados circularmente a la derecha (Ap) y a la izquierda (A)) a diferentes
longitudes de onda. Si la muestra es dpticamente activa, presentard coeficientes de extincidén
molar diferentes para la luz polarizada a la derecha y a la izquierda (2.2) y convertira la luz

polarizada linealmente en luz polarizada elipticamente. (16}

A=A, - A, (2.2)

Esta diferencia de absorbancias (AA) se emplea para calcular tanto el coeficiente de extincién
del DC (Ag), como la elipticidad (6= AA - 32.98 °) 17191

En los acidos nucleicos, las nucleobases son el componente croméforo de la molécula, no
obstante, debido a su plano de simetria no son dpticamente activas por ellas mismas. Lo que
da lugar a espectros de DC de gran intensidad en oligonucleétidos es la quiralidad de la
(desoxi)ribosa y, sobre todo, su estructura secundaria tan bien definida, por ejemplo
helicoidal, que se encuentra estabilizada por el apilamiento de las nucleobases y por sus
apareamientos mediante enlaces de hidrégeno.[zol Como el espectro de DC depende de las
interacciones entre las bases del oligonucledétido, se trata de una técnica muy sensible a los
cambios estructurales y, por esto, ha sido empleada desde hace mds de cuarenta afios para
caracterizar las conformaciones de los acidos nucleicos en solucién.** Ademas, esta técnica
puede ser extremadamente util para evaluar la interaccién entre pequefias moléculas y
estructuras de dcidos nucleicos, pues cualquier cambio estructural producido en el
oligonucleétido debido a su interaccién con un ligando puede producir un cambio en su
eIipticidad.[17’23] Se trata de un técnica muy util debido a su alta sensibilidad, sencillez y
reproducibilidad, y porque se requiere poca cantidad de muestra y no es destructiva.
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También se puede hacer un seguimiento de la variacién de elipticidad de un oligonucleétido
estructurado con la temperatura y, por lo tanto, determinar la T,, en ausencia y presencia de
un ligando. Al aumentar la temperatura del sistema, el oligonucledtido pasa de una estructura
secundaria definida con una elipticidad considerable, a un estado desestructurado. Esto
conlleva una reduccién casi total de la elipticidad del sistema (Figura 2.1.B). Todas las
consideraciones hechas en el apartado anterior sobre el andlisis de datos y determinacion de
la T,, son extensivas al DC.

1.2.3. Calorimetria de valoracion isotérmica (ITC)

Comparada con la mayoria de técnicas experimentales empleadas en los estudios biofisicos, la
calorimetria es una de las mds antiguas. De hecho, Lavoisier y Laplace crearon el primer
calorimetro a finales del siglo XVIII para medir el calor producido por una cobaya.[z‘” Desde
entonces se han desarrollado muchos tipos de calorimetro, aunque los calorimetros que hoy
en dia se conocen no surgieron hasta los 90, cuando salieron al mercado calorimetros de alta
sensibilidad preparados para realizar estudios a nivel molecular. Actualmente, la sensibilidad
de los calorimetros comerciales es muy superior a la de los iniciales, pudiéndose llegar a
detectar calores del orden de 0.05 W o inferiores y, ademas, se ha reducido drasticamente la
cantidad de muestra necesaria para llevar a cabo los ensayos. En nuestros dias, esta técnica se

[25]

usa en muchos sectores de investigacidon tales como estudios biofisicos de

[26,27]

biomoléculas, en el desarrollo de productos biotecnoldgicos y, obviamente, para el

estudio de interacciones de pequeiias moléculas de interés terapéutico con proteinas o acidos

nucleicos.”?’?

Dentro de las diferentes técnicas calorimétricas, la ITC es la aproximacidn mas utilizada para
estudiar interacciones intermoleculares entre ligandos y biomoléculas. Es una técnica muy
completa ya que permite obtener la constante de asociacién de la interaccién, sus parametros
termodinamicos (AH, AS, AG) y la estequiometria de la unidn. A diferencia de otras técnicas, en
las que se mide la variacién de una propiedad caracteristica de una de las moléculas
implicadas, la ITC tiene la gran ventaja que permite cuantificar el calor asociado a la
interaccion, es decir, la entalpia de la unién. Es la Unica técnica que, sin necesidad de
introducir marcas o modificaciones quimicas, en un solo experimento proporciona una
completa caracterizacion de la interaccion intermolecular a nivel termodindmico vy
estequiométrico.
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Fig 2.3. Esquema general de un calorimetro y datos obtenidos. A partir de la potencia feedback que debe
proporcionar el instrumento a la celda de la muestra después de cada inyeccién para eliminar el incremento de T
generado por la interaccidn se construye el grafico de datos. La integracion de cada pico y su representacién vs la
relacion molar entre ligando y biomolécula da lugar al grafico de Wiseman del que se deducen los parametros de la
entalpia (AH), la constante de disociacion (Ky) y la estequiometria del complejo (n).

Tipicamente, en los calorimetros actuales, la celda de referencia asi como la de la muestra se
encuentran dentro de un recinto adiabdtico, ambas con volUmenes cuidadosamente conocidos
(Figura 2.3). A lo largo de todo el experimento, la temperatura de las dos celdas estd
controlada y se mantiene constante mediante un feedback electrénico que controla un
sistema termoeléctrico (thermoelectric heater). El experimento se realiza inyectando a
intervalos de tiempo predeterminados con una microjeringa controlada informaticamente, un
pequefio, pero bien medido volumen de la solucidn del ligando (o diana, segun el disefio del
experimento) a la celda de la muestra que contiene la solucidn de la diana (o ligando). La
interaccion entre los dos compuestos genera un incremento de temperatura entre la celda de
la muestra y la de la referencia. En el caso que sea una interaccidn exotérmica, aumentara la
temperatura de la celda de la muestra mientras que si es endotérmica, disminuira. Al
producirse este cambio, el instrumento responde recuperando la temperatura inicial en Ila
celda de la muestra, ya sea aportando una mayor potencia, o bien, disminuyéndola. La
potencia aplicada o dejada de aplicar en cada una de las inyecciones se relaciona con el calor
(g) de la interaccion (aunque también refleja el calor de dilucion) y la representacidn de g en
funcién del tiempo (t) aporta el termograma del experimento (Figura 2.3). La integracién de
cada pico se corresponde con el valor absoluto de g, que representado en funcién de la
relacion molar entre ambas especies proporciona una curva de tipo sigmoidea de la cual,
mediante modelos matematicos preestablecidos, se determinan los pardmetros
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termodinamicos de la interaccidn: variacién de entalpia (AH), constante de afinidad (K,) y
estequiometria de unidn (n) (Figura 2.3). Los parametros restantes, como la energia libre de
Gibbs (AG), la entropia (AS) y la constante de disociacion Ky, se calculan a partir de los primeros

empleando las siguientes relaciones:??%

AG = -RTInK, = AH -TAS (2.3)
AH - A
AS = —G (2.4)
T
1
K =— 2.5
e (2.5)

Los modelos matematicos que incorpora el software del instrumento, se han disefado en
funcién de los diferentes tipos de unidon que pueden darse (independiente, cooperativo,...), asi
pues, es conveniente un conocimiento previo del sistema con el que se trabaja.

Disefio de los experimentos de ITC. Es importante elegir bien las condiciones en las que realizar
los experimentos, procurando que el calor de cada inyeccidn sea lo suficientemente grande
como para ser cuantificado y, a su vez, que corresponda Unicamente al fendmeno de la unién
biomolécula-ligando. Para el primer objetivo, se emplea el pardmetro ¢ o de Wiseman que
determina la forma o sigmoidicidad de la isoterma y se describe como:

c=K,[M]n (2.6)

donde K, es la constante de afinidad, [M] es la concentracidn molar de la diana en la celda al inicio del experimento
y n es la estequiometria de unién.

Valores altos de ¢ (> 1000) , debidos normalmente a una K, elevada, conduciran a una isoterma
con una pendiente demasiado grande para poder ser ajustada correctamente.
Contrariamente, valores demasiado pequefios (<10) estan relacionados con isotermas muy
planas que son dificiles de ajustar a un modelo matematico y, sobre todo, de las que cuesta
definir correctamente el punto de inflexion (n). Para un correcto ajuste, con una consecuente
correcta determinacidon de los parametros termodinamicos, es imprescindible trabajar con
valores de c entre 1 y 1000 unidades, aunque lo éptimo es entre 10 y 500 (Figura 2.4).%" Una
vez determinada la concentracién a emplear de biomolécula, la concentracién de ligando suele
ser, como minimo, entre 10 y 20 veces superior a ésta, siempre y cuando su solubilidad lo

permita.m]

Por otro lado, deben fijarse previamente los pardametros del experimento: numero de
inyecciones, su volumen y tiempo entre ellas. La cantidad de calor asociada a cada inyeccién se
modula cambiando el volumen de la solucién de ligando que se aiade a la celda de la muestra.
Por ejemplo, para ligandos con gran afinidad deben usarse voliumenes pequeios para no
saturar la diana al inicio del experimento y para obtener una buena sigmoide. El valor se
escogera con el objetivo de obtener el maximo nimero posible de puntos cerca de la inflexion

de la curva, para asi, obtener ajustes mas fiables. (s3]
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Fig. 2.4. Perfiles de las curvas de valoracién por ITC dependiendo del pardmetro de Wiseman (c). Figura tomada de

A.H. Daranas y cols.PY

Finalmente, y con el objetivo de cuantificar exclusivamente el calor de la interaccién, deben
realizarse experimentos “blanco” donde se inyecte, en las mismas condiciones que en las
propias valoraciones, la solucidon de ligando sobre la solucién tampdén en la celda de Ia
muestra. El calor obtenido, correspondiente mayoritariamente al calor de dilucién del ligando,
debera restarse de los valores obtenidos en los experimentos llevados a cabo con la diana y el
ligando (ver Materiales y Métodos).

1.2.4. Resonancia magnética nuclear

Hoy en dia, la resonancia magnética nuclear (RMN) presenta un elevado potencial en el
descubrimiento de nuevos farmacos debido a que permite un estudio muy detallado de las
estructuras moleculares, tanto de biomoléculas como de sus complejos con ligandos.
Mediante esta técnica, sin necesidad de modificaciones quimicas, se puede obtener
informacidn a nivel atédmico de las interacciones intermoleculares en solucién entre ligandos y
dianas.®?¥ La RMN puede emplearse en cualquier etapa del descubrimiento de un farmaco,
pues permite la identificacidn de los ligandos mas potentes a través de un cribado; puede
ofrecer una detallada descripcidn del sitio de unién de las biomoléculas y, finalmente, aportar
informacidén a nivel atdmico de la unidn entre ambos. Aunque inicialmente el gran tamafo de
las biomoléculas suponia una limitacidn en esta técnica, actualmente, gracias a las mejoras
tecnoldgicas derivadas del uso de imanes superconductores de alto campo (800 MHz para ‘H),
la introduccion de la espectroscopia multidimensional o el marcaje isotdpico, la determinacién
de estructuras de fragmentos de DNA o RNA de gran tamafo, asi como el estudio de su
interaccion con pequeinas moléculas, se ha convertido en una metodologia habitual en muchos
laboratorios especializados.

El desplazamiento quimico (8) es un sencillo parametro asociado a cada atomo de una
molécula en un determinado entorno quimico. El 6 es extremadamente sensible a su entorno
y, por ello, las interacciones que pueda establecer una biomolécula con un ligando o pequeia
molécula lo modificardn. De la perturbacién que se provoque en el entorno de ciertos atomos
se podra obtener informacion de dénde tiene lugar la interaccién y de qué atomos toman
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parte en ella.® También puede emplearse para obtener valores de afinidad, tanto en el

estudio de complejos Iigando-proteina,[36'38] (3]

como en el campo de los acidos nucleicos.
En los siguientes apartados se realizard una breve introduccién de las técnicas de RMN

empleadas en esta tesis doctoral.

RMN de H. Al realizar espectros del oligonucléotido en presencia de un ligando, el entorno
quimico de muchos dtomos cercanos al sitio de unidn se vera modificado y, en consecuencia,
el desplazamiento de sus protones también. Un andlisis detallado de los espectros, tanto
monodimensionales como bidimensionales, permite obtener informacién de todos los atomos
implicados en la interaccion.

En RMN-'H de un oligonucledtido se puede diferenciar dos tipos de protones, los no
intercambiables, enlazados a un atomo de carbono (del azlicar o aromatico), y los que si
intercambian, correspondientes a los protones amino, hidroxilicos e imino. Concretamente,
son los protones iminicos los mas relevantes para estos estudios, ya que se encuentran
directamente relacionados con el apareamiento de las bases. Para poder observar los protones
intercambiables, debido a que en H,0 estan sometidos a un intercambio demasiado rdpido, es
necesario registrar los espectros en H,0/D,0 9:1, a baja temperatura y emplear un gradiente
de pulsos que permita eliminar la sefial del agua.

RMN de *°F."% E| estudio por RMN de un complejo ligando-diana detectando dtomos de *°F
tiene algunas ventajas frente la RMN de 'H. El dtomo de °F presenta una constante
giromagnética solo un poco inferior al 'H, pero su abundancia natural es muy superior (100%).
Se trata de un nucleo muy sensible que puede ser facilmente observado con un aparato de
RMN con la sonda apropiada y que ofrece una dispersién de desplazamiento quimico
aproximadamente 100 veces mayor que el 'H. Esto es debido a que un nucleo de flior estd
rodeado, de media, por nueve electrones, mientras que el &tomo de 'H solo lo estd por uno. En
consecuencia, el rango de & y la sensibilidad del flior frente a cambios en su entorno quimico
son superiores a los del 'H.

La informacion que se puede obtener con RMN de *°F no es tan detallada como la que ofrece
el estudio mediante RMN-'H. No obstante, se pueden determinar constantes de afinidad" o,
simplemente, estudiar equilibrios conformacionales de estructuras de DNA o RNAM? asi como
modos de unién de PNAs a DNAy RNA.*

El 4tomo de '°F puede ser introducido en el ligando o bien en la biomolécula. Se pueden
encontrar ligandos con atomos de fldor en un gran nimero de familias de farmacos, ya que la
sustitucion de protones por fldor es una estrategia comun para potenciar las propiedades

[44]

farmacocinéticas de los candidatos a farmaco. El uso de estos ligandos marcados en

experimentos de competitividad ha dado lugar al método FAXS (Fluorine Chemical shift

anisotropy and exchange for screening) que permite seleccionar los mejores ligandos frente a

[45]

una diana. Por otro lado, se han descrito y comercializado algunos aminoacidos que

incorporan atomos de F permitiendo la aplicacién de esta técnica en ligandos de tipo
peptidico.”el En cuanto al marcaje de los oligonucledtidos, se pueden introducir atomos de F

en las nucleobases,[‘m

aunque la modificacion puede llegar a tener consecuencias en la
estructura o en las interacciones con otras moléculas. Otra opcidn es el marcaje en el anillo del
azucar, normalmente en la posicién 2’, metodologia muy empleada debido al menor impacto

que causa en las interacciones intra-y intermoleculares.*®*%!
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1.2.5. Espectrometria de masas

Recientemente, la espectrometria de masas con ionizacidon por electrospray (EM-ESI), que

(5051 se ha convertido en una

proporciond el Premio Nobel de Quimica en 2002 a J.B. Fenn,
efectiva técnica para caracterizar las interacciones no covalentes ligando-diana. De hecho, la
espectrometria de masas, gracias a los avances en sensibilidad y resolucion de sus
instrumentos, es una de las técnicas esenciales para el descubrimientos de nuevos farmacos,
tanto para su identificacion como para la determinacién de su pureza, su toxicologia y su
farmacocinética.®”

Mediante la EM-ESI de complejos no covalentes, descrita por primera vez por Ganem en
1991,°% se pueden determinar la concentracion de cada especie presente, la constante de
disociacidén o asociacion del complejo,lw la estequiometria de la unidn, la selectividad de un
ligando frente a diferentes dianas e, incluso, se pueden llevar a cabo ensayos cinéticos.” No
obstante, como describié Ganem, deben tenerse en cuenta ciertos pardmetros para conseguir
que los complejos formados en solucién se mantengan en fase gas. Entre ellos esta el pH, el
tampdn empleado y sus aditivos, los potenciales del cono de ionizacién, la temperatura y los
flujos usados.

Actualmente, solo unos veinte anos después de la publicacién de Ganem, ya existen mas de
trescientas publicaciones en las que se detectan y se caracterizan complejos no covalentes con
todo tipo de biomoléculas.*® Respecto a otras técnicas biofisicas, el uso de EM-ESI requiere
poca cantidad de muestra gracias a su alta sensibilidad y no se necesita un marcaje quimico en
ninguno de los compuestos a estudiar. Se trata de una técnica sencilla de emplear, rapida y
automatizable. El mayor inconveniente que presenta es que los complejos de ligandos con

afinidades bajas (Kg> 100 uM) son dificiles de detectar.

Dentro de la espectrometria de masas se han empleado diferentes técnicas para obtener la
informacién necesaria en cada investigacién.[sg] Entre ellas estdn las técnicas de screening
como MASS (Multitarget affinity/specificity screening),lso'sz] la SAR por EM (structure-activity
relationship by mass spectrometry)[63] o la DOLCE-MS (Detection of oligonucleotide-ligand

) [64]

complexes by ESI-MS Por otro lado, se han optimizado técnicas para cuantificar la

constante del equilibrio de complejacién,[65’66] (67.68]

o bien la estequiometria de unién.
En el caso de la determinacion de la estequiometria de unién entre RNA y un ligando, la mayor
limitacién es la baja tolerancia que presenta la técnica a la concentracidén de sales, sobre todo
de iones metalicos como Na* o K'. Por este motivo, en vez de soluciones con NaCl o KCl,
normalmente se emplean soluciones de acetato amodnico que parecen estabilizar igual los

dl]plexes.[sg]

Mediante esta técnica, y de manera sencilla, se puede determinar la
estequiometria de unién de un ligando a una estructura de RNA vy, aunque los complejos
formados sean muy minoritarios en la mezcla global, serdn detectados y plasmados en el

espectro de EM-ESI.
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2. Esquema del capitulo

Para facilitar la lectura, se ha dividido en tres bloques la evaluacién mediante técnicas
biofisicas de los diferentes ligandos sintetizados:

* Evaluacién de los ligandos que contienen la base Janus J; dirigida al par no candnico
U-U asociado con la DM1.

* Evaluacién de los ligandos que contienen la base Janus Jp (0, como se vera, J;) dirigida
al par no candnico C-U asociado con la DM2.

* Evaluacién de los ligandos que contienen la base Jy dirigida al par G-C, tanto de los que
contienen Unicamente Jyy como de aquellos en que Jyy se combina con Jry Jp.

Antes de llevar a cabo la evaluaciéon de los ligandos, fue necesario disefiar unas dianas de RNA
adecuadas y determinar unas condiciones experimentales Utiles para los estudios biofisicos. En
cada apartado del capitulo se hara referencia a ambos aspectos.

Por ultimo, al final del capitulo se describe la evaluacidn de la selectividad de los ligandos por
sus dianas frente a otras estructuras de RNA.

3. Evaluacidén de ligandos que contienen la base Janus J; dirigidos al par no candénico U-U
asociado a la DM1

Los ligandos que se evallan en este apartado son los que solo contienen la Janus Jy, es decir,
los ligandos JtK y J:G.J:K (n= 3-5) que, en principio, deberia reconocer los mismatches U-U.

En primer lugar, para la evaluacién de los ligandos sintetizados es necesario disponer de un
modelo de RNA valido para realizar los ensayos de interaccién. La diana que se necesitaba para
la evaluacién de los ligandos sintetizados con J; debia contener, como minimo, un par no
candnico U-U, como la empleada por Zimmerman y cols. para evaluar su triazina

exp

derivatizada.”” Sin embargo, se pensd en un modelo mas semejante a CUG™" que contuviera

al menos dos pares U-U.
3.1. Diana G(CUG),C

El primer modelo que se disefid y se sintetizé para los estudios de interaccidn fue una cadena
14-mer de RNA que contenia cuatro motivos CUG con una G y una C adicionales en sus
extremos 5’ y 3’, respectivamente. Se esperaba que la cadena de RNA se estructurara como un
duplex estabilizado por los pares C-G dando lugar a cuatro pares no canoénicos U-U (Figura 2.5).
La sintesis se llevd a cabo siguiendo la metodologia estandar de sintesis de oligonucleétidos en
fase sélida mediante un sintetizador automatico. Se obtuvieron unos rendimientos de entre el
9y el 14% (ver P.Exp. Capitulo 2).""
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Fig. 2.5. Estructura esperada del duplex formado por dos cadenas del 14-mer G(CUG),C sintetizado.

La eleccion de un tampdn adecuado es un punto importante, aunque a veces no muy valorado,
debido al importante papel que puede tener en muchos de los ensayos biofisicos. Por un lado,
es esencial que el tampdn no absorba en el UV si va a emplearse esta espectrofotometria vy,
por otro lado, el pK, de la sal escogida debe estar proximo al pH al que se desea trabajar.
También es importante que el pK, del tampdn no sea dependiente de la temperatura, o al
menos, lo minimo posible, ya que de lo contrario el pH de la solucidon cambiaria al variar la
temperatura del sistema. Teniendo en cuenta los posibles fines terapéutico de los ligandos, en
esta tesis doctoral se decidid trabajar, en general, a pH 7.0. Teniendo en cuenta estas
premisas, se eligid inicialmente el cacodilato sédico como tampdn (10 mM) puesto que
presenta un pK, de 6.14 a t= 25°C, es uno de los tampones que menos dependencia muestra
de la temperatura y también permite trabajar a pHs ligeramente acidos.!™

Para estabilizar la estructura del RNA, y como es habitual, se decidié adicionar al tampdn NaCl
(100 mM) y Na,EDTA (0.1 mM) para evitar la presencia de iones divalentes.

3.1.1. Desnaturalizacion térmica controlada por UV

En primer lugar se estudid la estabilidad térmica de la diana sola y se determind su T,,. Para
ello se registraron curvas de fusién del RNA a una concentracién 2 uM desde 20°C hasta 90°C
con un gradiente de temperatura de 0.5 °C/min. Se realizaron experimentos tanto de melting
(desnaturalizacidon) como de annealing (renaturalizacion) y se observé que para obtener curvas
reproducibles era imprescindible ser muy cuidadoso con el pretratamiento de estructuraciéon
de la muestra y con los tiempos de espera entre curvas. Trabajando metddicamente, se obtuvo
una T, promedio del RNA G(CUG)4C a pH 7 de 51.1 £ 0.8°C.

El valor de T,, que se determind es relativamente bajo, pero teniendo en cuenta que la
estructura presenta cuatro pares no candnicos, no es de extrafar que no sea un duplex muy
estable. Otro hecho a destacar es que la forma de las curvas no estaba muy bien definida, pues
el salto hipercrémico presentaba una pendiente bastante baja y los platos superior e inferior
no se diferenciaban claramente.

Se prosiguid, no obstante, con los ensayos de desnaturalizacién térmica en presencia de
algunos de los ligandos con el fin de evaluar si estabilizaban o, de lo contrario, desestabilizaban
este modelo de RNA. Se realizaron curvas de fusidén (melting/annealing) con distinto nimero
de equivalentes del compuesto 12, que contiene la base J; pero no el esqueleto de PNA,
también con el ligando mas sencillo de tipo PNA J;K y con el ligando dimérico J1GzJ1K. Se tuvo
especial precaucion en el tratamiento de la muestra y en los tiempos de espera entre
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experimentos para intentar obtener valores reproducibles. Aln asi, no se observé ningun tipo
de reproducibilidad en las curvas (Figura 2.6) y, en consecuencia, tampoco en los valores de Ty,
determinados. Como ya habia sucedido en el estudio de estabilidad térmica del RNA solo, las
curvas obtenidas no presentaban, por lo general, una forma sigmoidea bien definida v,
ademas, habia una dispersién importante entre todos los puntos de absorbancia obtenidos.
Todo ello dificulté el tratamiento de datos y provocd que las desviaciones estandar de un
mismo experimento fueran muy altas.

0,8+ 0,84

0,6 0,64

Absorbancia
Absorbancia

0,44 0,4

02+ 0.2+ —— Desnaturalizacién 1: 52,8°C
— Renaturalizacién: 40,3°C

Desnaturalizacién 2: 50,6°C

—— Desnaturalizacion 1: 52,8°C
Renaturalizacion: 40,3°C
Desnaturalizacién 2: 50,6°C

T T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Fig. 2.6. Superposicion de las curvas de fusion registradas con el RNA 14-mer G(CUG),C en presencia de 4 eq del
compuesto 12 (izquierda) y de 1 eq de J;G4J{K (derecha). Condiciones: tampdn 10 mM de cacodilato sddico, 100
mM NaCl, 0.1 mM Na,EDTA a pH 7.0, cyjigo= 2 UM. Medidas de absorcién UV-Vis a 260 nm.

Vistos estos resultados, se pensé que la cadena G(CUG)4C podria no estar totalmente
estructurada como duplex dando lugar a una mezcla de diferentes conformaciones (duplex y
hairpin) en solucion. De hecho, algunos autores describen que las estructuras de tipo (CUG),
donde n>10 se estructuran en solucién como hairpin mientras que si n<10 existe una mezcla
del stem-loop y del ddplex.mm Sin embargo, Sheardy y cols. afirman que para n> 4, la Unica
estructura es la de hairpin.”‘”

Para aclarar qué estaba sucediendo, se registraron curvas de fusién de G(CUG),C a distintas
concentraciones. En principio, a bajas concentraciones deberia verse favorecida la estructura
hairpin mientras que, a concentraciones altas deberia aumentar la proporcién de duplex (Tabla
2.1). Vale la pena destacar que en todas las curvas registradas se experimentd la misma

problematica que en los anteriores ensayos.

Concentracién G(CUG),C
1uM 2uMm 10 uM 50 uM
T (°C) 473+0.8 51.1+0.8 49.4+1.7 45.4+1.8

Tabla 2.1. T, determinadas por desnaturalizacion térmica controlada por UV a diferentes concentraciones de
oligonucledtido G(CUG),C. Los valores presentados son la media de un minimo de dos determinaciones.
Condiciones: tampdn 10 mM cacodilato sédico, 100 mM NaCly 0.1 mM de EDTA a pH 7.0.

Al representar 1/T, vs el In de la concentracidn total de oligonucledtido (InCyjigo), se deberia
obtener una recta descrita por la ecuacién (2.7). Si la molecularidad del sistema (n) fuera 1, es
decir que el oligonucleétido se estructurara como hairpin, se deberia obtener una recta
paralela al eje de abscisas; mientras que si formase un duplex vy, por lo tanto, n fuera 2, la recta

96



Capitulo 2

deberia presentar una pendiente distinta de cero (Figura 2.7).04

_(n-DR -

1
T_ AH° oligo +b (2.7)

donde n es la molecularidad del sistema, AH es la entalpia relacionada con el proceso de fusidn, R es la constante
universal de los gases ideales, Cqigo €5 la concentracion total de oligonucleétido y b es el término independiente de

la recta.
2,5E-02
® { £
(=
4 § 20602 =
1,5E-02
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Flg. 2.7. Dependencia de la T,, de G(CUG),C con la concentracidon de oligonucleétido. Se representa el error
asociado a cada valor.

Como se observa en la Figura 2.7, existe una dependencia de la T, con la concentracion de
oligonucleétido, sin embargo, no hay ninguna correlacion lineal entre los puntos.

De estos resultados se puede deducir que deben coexistir diferentes estructuras en solucién.
En consecuencia, los valores determinados de T, del RNA son un promedio de la fusidén de las
diferentes estructuras presentes en la solucién y, en presencia de ligando, un promedio de las
estabilizaciones o desestabilizaciones producidas en cada una de las estructuras a las que se
haya unido el ligando. Asi pues, G(CUG)4,C no es un buen modelo para el estudio de los
ligandos sintetizados ya que no presenta una Unica estructura en solucién.

3.1.2. Dicroismo Circular

Paralelamente a los estudios de desnaturalizacién térmica con la diana G(CUG),C se
registraron espectros de DC para comprobar si la conformacién global del RNA diana se veia
afectada significativamente por la unién de los ligandos. Para ello, en las mismas condiciones
tamponadas que los experimentos de fusién controlada por UV, se registré el espectro de DC
de la diana G(CUG),4C y, posteriormente, en presencia de 4 eq del compuesto 12 y del ligando
J:K.

No se observé una variacion importante en el perfil de elipticidad de la diana al afiadirse el
ligando, pues tan solo se produjo una pequeia disminucién de intensidad en el maximo de
absorcidn a 270 nm, aproximadamente.

El cambio observado no puede considerarse significativo, por un lado, ya que se trata de una
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variacién muy pequefia de elipticidad y, por otro lado, su interpretacién es mas que
problematica debido a la mezcla de conformaciones que presenta la diana de RNA (ver P. Exp.
Capitulo 2).

3.2. Diana hCUG

En vista que el RNA G(CUG),C no era un buen modelo para el estudio de los ligandos
sintetizados, se decidid disefar un nuevo modelo que permitiera realizar un estudio
exhaustivo y fiable de su interaccion con los diferentes ligandos.

Para el disefio de la nueva diana se establecidé el objetivo de obtener un RNA fuertemente
estructurado y libre de equilibrios conformacionales. Por otro lado, parecia imprescindible que
el modelo contuviera algunas repeticiones del triplete CUG y no sélo pares no candnicos U-U.
Con estos objetivos en mente, se decidid introducir en la nueva diana dos repeticiones CUG en
cada lado del duplex para permitir el estudio tanto de los ligandos con una sola base Janus,
como de los diméricos. Para estabilizar estas repeticiones, se decidié alargar la estructura con
dos pares C-G en ambos extremos, @ ue ya estdn contenidos en la misma diana CUG™.
Finalmente, para conseguir un modelo estructuralmente bien definido, se creyé oportuno
formar una estructura de tipo hairpin anadiendo un loop ultraestable y, ademas, introducir un

(73] y mas estables

par C-G adicional en el extremo del tallo (Figura 2.8). Los loops mas comunes
son los conocidos 5-GNRA-3’ "% ¢ los 5-UNCG-3’ (donde N es cualquier nucledtido, R es una
de las dos bases puricas, es decir Go A, y Y es una de las dos bases pirimidinicos, es decir C o
U)."”78 No obstante, también se conocen otros loops capaces de dar lugar a hairpins con
secuencias cortas de RNA”®! como los tetra-loops CUYG,WS] GANC,[8°] AGNN"® o los tri-loops
UNRP®. se escogio el tetraloop ultraestable 5'-GCAA-3’ para la nueva diana puesto que ya
habia sido empleado por Gareiss en un modelo de RNA con repeticiones del triplete CUG para
el estudio de sus Iigandos.[83] La diana de RNA resultante, que denominamos hCUG, se sintetizé
siguiendo la metodologia estdndar de sintesis de oligonucleétidos en fase sélida mediante un
sintetizador automatico (ver Materiales y Métodos).m] Se obtuvieron unos rendimientos entre

el 11y el 26%.

CA
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Gninc
GmnC
5' 3

Fig. 2.8. Estructura tallo-lazo de la diana hCUG que contiene un loop ultraestable GCAA y un tallo con
dos repeticiones del triplete CUG relacionado con la DM1.

3.2.1. Ensayos en condiciones de fuerza idnica alta

Inicialmente, se emplearon las condiciones ya establecidas en los ensayos biofisicos con la
anterior diana G(CUG)4C: un tampdén 10 mM de cacodilato sddico con 100 mM de NaCl y 0.1
mM de Na,EDTA. En este caso, con el objetivo de estudiar la dependencia de la interaccién con
el pH, se prepararon tampones a pH 5.5y 7.0.
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3.2.1.1. Desnaturalizacidn térmica controlada por UV

Los ensayos de desnaturalizacién térmica controlada por UV se realizaron a una concentracién
de hCUG de 2 uM en ausencia y presencia de diferentes equivalentes de los ligandos. Puesto
que el pK, de la base J; se encuentra muy cercano a la neutralidad, se creyd interesante ver la
influencia del pH sobre la interaccidn, por lo que se llevaron a cabo experimentos a pH 5.5y
7.0. Se registraron curvas tanto de desnaturalizacion (de 20°C a 90°C) como de
renaturalizaciéon (de 90°C a 20°C) con un gradiente de temperatura de 0.5°C/min.

En primer lugar, se determinaron las temperaturas de fusién de la diana (Tabla 2.2.) a los dos
pHs. Ahora si, las curvas obtenidas eran reproducibles y la dispersién entre puntos era muy
pequena. El perfil sigmoidal de las fusiones estaba muy bien definido y presentaba una
pendiente bastante pronunciada. En ningln caso se observd dependencia de las curvas con el
tratamiento de la muestra, lo que indicaba que hCUG se estructuraba facilmente y que podria
ser un buen modelo para el estudio de los ligandos sintetizados. Se realizaron cuatro curvas y
se tomo el valor promedio como T,, de hCUG.

hCUG pH 5.50 pH 7.00

Tm (°C) 70.2+0.6°C 69.8+1.2 °C

Tabla 2.2. T,, determinadas por desnaturalizacidon térmica controlada por UV de la diana hCUG. Los valores
presentados son la media de un minimo de tres determinaciones. Condiciones: tampdn 10 mM cacodilato sédico,
100 mM NaCly 0.1 mM de EDTA al pH especificado.

Los valores de T,, de la nueva diana son, aproximadamente, 20°C superiores a los de la diana
G(CUG),4C en las mismas condiciones, lo cual pone en evidencia que la diana hCUG presenta
una estructura mucho mds estable que la anterior. Como se puede observar en la tabla 2.2, la
diferencia entre los valores de T, a los dos pHs estudiados es tan pequefia que entra dentro
del error experimental, asi que puede considerarse que la estabilidad de hCUG es
independiente del pH.

Se empezaron los estudios de desnaturalizacion térmica de hCUG en presencia de ligandos con
el compuesto 12 y con los ligandos de tipo PNA J;K y J;G4JK. Se emplearon distintos
equivalentes de cada uno de ellos y se realizé cada ensayo por triplicado. Al comparar las
curvas de melting con las de annealing, se observd que no eran superponibles para ninguno de
los ligandos analizados. De hecho, las curvas de desnaturalizacién presentaban dos saltos
mientras que, las de renaturalizacién, presentaban un perfil sigmoidal estandar (Figura 2.9).

El fendbmeno observado en estos ensayos, por el que las curvas de desnaturalizacién y
renaturalizaciédn no son superponibles, es conocido como histéresis.®” Este fenémeno tiene
lugar cuando el sistema no es capaz de alcanzar el equilibrio a medida que la temperatura
aumenta o disminuye, es decir, que el complejo no se encuentra en equilibrio durante el
experimento. Dado que normalmente los procesos de melting/annealing son mas rapidos que
el gradiente de temperatura, este fendmeno no suele observarse.™ En algunos casos, como
por ejemplo en la formacién de triplexes, es posible observar curvas de fusidn con histéresis
puesto que se trata de equilibrios bastante lentos.® De hecho, la formacién de un triplex
puede llegar a ser entre 100 y 1000 veces mas lenta que la de un duplex.[gs'ss] Ademas, segun
algunos estudios, los PNAs, que también pueden formar estructuras tipo triplex, se
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[89-92]

caracterizan por complejarse muy lentamente, sobre todo en condiciones

fisiolégicas.[93’94] El mayor inconveniente es que cuando se produce histéresis entre las curvas

de desnaturalizacidén y renaturalizacién no se puede determinar la T, a pesar de que algunos

autores tratan de encontrar alguna relacién entre las curvas y la K, del equilibrio.[gol
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Fig. 2.9. Superposicion de las curvas de fusidn registradas con hCUG en presencia de 1 eq del compuesto 12.
Condiciones: tampdn 10 mM de cacodilato sédico, 100 mM NaCl y 0.1 mM EDTA a pH 7.0, Cyjigo= 2 UM. Medidas de
absorcién UV-Vis a 260 nm.

Para intentar eliminar la histéresis, se trabajé con una soluciéon de hCUG con un equivalente
del compuesto 12 a pH 7.0 reduciendo el gradiente de temperatura a 0.2°C/min (en vez de
0.5°C/min), lo cual supuso aumentar el tiempo del experimento de 140 min a 350 min. Las
curvas de desnaturalizacidn y de renaturalizacion registradas no mostraron una histéresis tan
pronunciada, sin embargo, aun no eran del todo superponibles (Figura 2.10). Los valores
medios de T,, obtenidos para las desnaturalizaciones (70.6 £ 0.4°C) y renaturalizaciones (75.5 +
0.8°C) aun discrepaban en aproximadamente 5°C, lo que indicaba que el proceso seguia siendo
mas lento que el gradiente de temperatura. Con este experimento se confirmd que el
fendmeno observado era el de histéresis y que, lamentablemente, disminuyendo el gradiente
de temperatura mas de la mitad no era posible eliminarlo.
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Fig. 2.10. Superposicidon de las curvas de desnaturalizacion y renaturalizacion de hCUG en presencia de 1 eq del

compuesto 12. Condiciones: tampén 10 mM de cacodilato sédico, 100 mM NaCl y 0.1 mM EDTA a pH 7.0, Cjigo= 2
UM. Medidas de absorcidn UV-Vis a 260 nm. Gradiente de temperatura de 0.2°C/min.
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En resumen, los datos determinados (ver P. Exp. Capitulo 2) solo pueden considerarse
“pseudo” T, por lo que los valores de AT,, calculados carecen de un significado preciso. Sin
embargo, el hecho de que el perfil de las curvas de fusidn y los valores de T,, en presencia de
ligando se modificaran respecto al RNA solo, sugeria que los ligandos ensayados
interaccionaban de alguna manera con la diana hCUG.

3.2.1.2. Dicroismo circular

En estos experimentos se compard el perfil de elipticidad molar de la diana en ausencia y
presencia de ligando. Los ligandos estudiados y las condiciones experimentales fueron las
mismas que en los experimentos de desnaturalizacién térmica.

Los espectros de DC de hCUG a ambos pHs, 5.5 y 7.0, mostraron perfiles caracteristicos de los
duplex tipo A. Presentan un maximo de absorcidn sobre 265-270 nm y un minimo alrededor de
240 nm.®***2 como puede apreciarse en la figura 2.11, el perfil de DC de hCUG presenta un
sutil cambio de pendiente sobre los 280 nm que indica la presencia del loop.[97’98]
Posteriormente, se registraron los espectros de DC de hCUG en presencia de diferente nimero
de equivalentes de 12, J;K (Figura 2.11) y J;G4J:K. Los cambios observados en el perfil de
elipticidad del RNA eran minimos en todos los casos, lo que sugiere que la estructura global de
los complejos formados no difiere sustancialmente de la del RNA (ver P. Exp .Capitulo 2). De
modo general, se produjo una ligera y gradual disminucién de intensidad en el maximo de
absorcidn con la adicion de ligando. En el caso del compuesto 12 a pH 5.50, se observé un
pequeio desplazamiento hipsocrémico del maximo de absorcidn, mientras que a pH 7.0 éste
se desplazé a longitudes de onda superiores (efecto batocrémico). Con el ligando JtK se
produjo un pequefio efecto hipsocromico de la banda mdxima a ambos pH. En cambio, la
presencia del ligando J1G4JtK no provocé ningun desplazamiento del maximo de absorcién.

1 " 1 n 1 " 1 " 1 n 1
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——hCUG
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Fig. 2.11. Superposicion de los espectros de DC de hCUG y hCUG en presencia de 1 y 2 equivalentes del ligando
J;K. Condiciones: Tampdn 10 mM de cacodilato sédico, 100 mM NaCly 0.1 mM EDTA a pH 7.0, chcyg= 2 UM.

La Unica conclusion firme que puede deducirse de los ensayos de DC es que los ligandos no
afectan sustancialmente la estructura del hairpin, ya que las variaciones registradas en los
espectros son muy poco significativas.

Teniendo en cuenta la poca informacidn obtenida de los ensayos de desnaturalizacidn térmica
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y de DC, se creyd oportuno trabajar con una técnica como la ITC que permitiese cuantificar la
interaccion entre hCUG vy los ligandos .

3.2.1.3. Calorimetria de valoracion isotérmica

El tampdn que se empled fue el mismo que en los ensayos anteriores, se trabajé a pH 7.0 y se
decidié hacer los experimentos a 25°C. Como suele ser habitual en este tipo de experimentos,
se introdujo la solucidon de RNA en la celda de la muestra mientras que el ligando fue afadido
cada cierto intervalo de tiempo. Se tuvieron que optimizar las condiciones experimentales
para poder obtener unos resultados reproducibles y sencillos de ajustar a los modelos
matematicos que describen los distintos modos de interaccidén sin mucho error asociado. Por
un lado, se optimizaron las concentraciones necesarias de ligando y diana para obtener una
buena sefial y, por otro lado, los pardmetros experimentales como el nimero de inyecciones,
su volumen y el tiempo de espera entre ellas.

Después de muchos ensayos se llegd a la conclusién que era necesario trabajar con una
concentracién de RNA de 10 uM y una concentracion de los ligandos monoméricos de 500 uM
y de 250 uM para los diméricos. En cuanto a los parametros del instrumento, se observé que
20 inyecciones de 2.5 plL eran suficientes para describir la curva y, como la recuperacién de la
linea de base era casi inmediata después de cada inyeccidn, solo se dejaron 300 s entre ellas.
Valoraciones con concentraciones de RNA inferiores dieron picos de calor con valores muy
pequeios, y con concentraciones inferiores de ligando no se llegaba a la saturacién en las 20
inyecciones.

Se realizaron experimentos con el compuesto 12 y J;K. En ningin ensayo con el compuesto 12
se obtuvo un termograma con calores atribuibles a la interaccidon con la diana, pues la sefial
que se obtenia correspondia al calor de dilucion de la solucién de 12 en la celda de la muestra
(corroborado mediante experimentos blanco). Aumentando extremadamente la concentracion
de la solucién de 12 (hasta c;,= 800 uM) tampoco se obtuvieron resultados (Figura 2.12).
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Fig. 2.12. Termograma a 25°C del compuesto 12 sobre hCUG. Tampdn 10 mM cacodilato sédico, 100 mM NaCl y
0.1 mM EDTA a pH 7.0. cpcyg= 10 uM y c1,= 800 uM.
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Se lograron mejores resultados con el ligando J{K. El calor asociado a cada adicién no era muy
grande pero podia diferenciarse facilmente del calor de dilucién. La cantidad de calor iba
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disminuyendo a medida que la diana iba saturandose debido a las adiciones de ligando. No
obstante, no parecia llegarse a la saturacidn de la diana, posiblemente por la baja constante de
asociacién vy, tal vez, por posibles interacciones inespecificas del ligando con otras zonas de
hCUG (Figura 2.13). Debido a que los calores de cada inyeccion eran bastante pequefios, la
integracién de los picos obtenidos era compleja y, en consecuencia, el ajuste de los puntos a la
isoterma presentaba un error asociado bastante elevado. Ademas, este hecho provocaba que
los resultados de distintos experimentos no fueran reproducibles y, por lo tanto, que los
valores obtenidos no pudieran considerarse fiables (Tabla 2.3).
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Fig. 2.13. Termograma a 25°C del ligando J;K sobre hCUG (parte superior) y ajuste de los datos a la isoterma (parte
inferior). El blanco ha sido restado. Tampon 10 mM cacodilato sédico, 100 mM NaCl y 0.1 mM EDTA a pH 7.0.
Cheug= 10 pM y Cik= 500 puM

Para verificar que se estaba operando en condiciones adecuadas, se llevé cabo una valoracién
de neomicina sobre la diana hCUG. La neomicina es uno de los antibidticos aminoglicosidicos
mas antiguos que presenta una gran afinidad tanto por el DNA como por el RNA.®% se realizé
el experimento en las mismas condiciones que los anteriores y, el termograma registrado,
reflejé un calor cuatro veces superior al obtenido para J;K. Dada la elevada intensidad de los
picos, su integracidon, asi como el ajuste a la isoterma, fue inmediato y con muy poco error
asociado (ver P. Exp. Capitulo 2). Los datos obtenidos mostraban que neomicina se une con
gran afinidad a hCUG (Ky= 3.8 £ 0.2 uM) para formar un complejo 4:1 (neomicina-hCUG).
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Parametro
termodinamico

31K

Experimento 1

Experimento 2

Kg (UM) 108.2 + 16.0 147.8+16.3
n 0.47 +0.81 0.27 +0.66
AH (K)/mol) -144.5 +37.9 -289.7 +56.4
AS (J/mol-K) -408.8 -898.5
-T- AS (KJ/mol) 121.9 267.9
AG (KJ/mol) -22.6 -21.8

Tabla 2.3. Comparacion de los parametros termodinamicos de dos experimentos de ITC con hCUG y J;K a 25°C.
Condiciones: Tampdn 10 mM cacodilato sédico, 100 mM NaCl y 0.1 mM EDTA a pH 7.0, chcug= 10 uM y Cik= 500
uM.

En este punto se valoraron todos los datos obtenidos en los diferentes ensayos biofisicos
llevados a cabo y se pensd que, si la complejacidn entre hCUG vy los ligandos era muy lenta,
como parecian indicar los experimentos de desnaturalizacidn térmica, posiblemente tampoco
se llegaba a alcanzar el estado de equilibrio en el tiempo tan reducido de un experimento de
ITC (100 min aprox.). Si asi fuese, solo se estaria cuantificando la unidén de una pequefia
proporcién del ligando introducido, lo que explicaria que no se llegara a la saturacion de la
diana después de todas las inyecciones y que la estequiometria obtenida fuese tan reducida.

En este contexto, Bonham y cols. han descrito la lenta formacién de un heterotriplex formado
por un PNA y su cadena complementaria de RNA (2:1). La complejacion alcanzaba el equilibrio
después de mas de 2.5 h a 25°C, y en experimentos de desnaturalizacién térmica empleando
un gradiente de temperatura de 0.5°C/min observaron histéresis. 9 por otro lado, en trabajos

(100] ®31 en los que se ha estudiado la capacidad de una

de Nielsen Y, posteriormente de Peffer
cadena de PNA para invadir un duplex de DNA, se hace referencia a la importante inhibicién
que los cationes Na* provocan en el proceso. Peffer trabajaba con concentraciones de NaCl
entre 10 y 100 mM y determiné que a medida que la concentracién de cationes Na*
aumentaba, el grado de invasidn disminuia. De hecho, con una concentracién 100 mM de
NaCl, solo se observaba la formacién de un 50% del triplex por invasién después de una
preincubacién de 20 h. Por el contrario, Rozners y cols. que han trabajando con PNAs
disefiados para interaccionar con la cara Hoogsteen de una estructura tallo-lazo de RNA y han
empleado un tampdén 100 mM de acetato sddico, no describen problemas en la formacién del
triplex. Estos autores obtuvieron muy buenos resultados de los experimentos de ITC y no
hacen referencia a problemas de histéresis en las curvas de fusién que realizan con el mismo
gradiente de temperatura que el empleado en esta tesis. (102-103]

Aunque los complejos aqui citados no son comparables a los de esta tesis doctoral, tanto por
el tamano de los ligandos como por el tipo de interaccion que establecen con el
oligonucleétido, se considerd que una complejacion tan lenta entre los ligandos estudiados y la
diana podia dificultar su estudio mediante las técnicas empleadas, provocando que no pudiese
ser cuantificada. Ademas, la alta concentracidn de cationes en el tampdn podria dificultar ain

mas la interaccion.
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En este punto, acuciados por la necesidad de obtener informacién vdlida sobre la interaccién
entre los ligandos y hCUG, se planted la opcidn de realizar experimentos de RMN que, en
principio, deberian permitir obtener datos claros y concluyentes. Los espectros de RMN suelen
registrarse en condiciones de baja fuerza idnica para conseguir la mayor sensibilidad
posible.'%”! por otro lado, conviene usar tampones que no contengan protones, cuyas
sefiales podrian emmascarar los de la biomolécula. Por estos motivos, se decidié trabajar en
unas nuevas condiciones que permitiesen realizar los estudios de RMN.

3.2.2. Ensayos en condiciones de fuerza idnica baja

Para registrar los espectros de RMN con el objetivo de estudiar las interacciones entre los
compuestos 12, J1K y J1GzJ7K con hCUG, se decididé trabajar con un tampdén 10 mM fosfato
(NaH,P0O4/Na,HPO,) sin sales adicionales y ajustando el pH segun las necesidades.

3.2.2.1. Desnaturalizacidn térmica controlada por UV

Si la estructuracién de un oligonucleétido es de tipo tallo-lazo, la molecularidad (n) del sistema
es 1, por lo que la T, serda independiente de la concentracidn de oligonucledtido. Para
determinar si la diana hCUG se encontraba estructurada como hairpin en las nuevas
condiciones y a mayores concentraciones, se determind la T, de hCUG a2 uM y a 40 uM a pH
7.00 (Tabla 2.4). Aunque los experimentos de RMN se iban a realizar a una mayor
concentracién de hCUG, no se pudieron realizar ensayos a concentraciones superiores a 40 uM
para no sobrepasar los limites de saturacion de la técnica.

Chcua 2 uM 40 pM

Tm(°C) 63.2+0.2 63.1+0.0

Tabla 2.4. T,, determinadas por desnaturalizacion térmica controlada por UV de hCUG a dos concentraciones
diferentes. Los valores presentados son la media de dos determinaciones (desnaturalizacidn y renaturalizacion).
Condiciones: 10 mM tampédn fosfato a pH 7.0.

Como se observa en la Tabla 2.4, la T,, de hCUG en las nuevas condiciones es independiente de
la concentracién del oligonucledtido, por lo que se puede considerar que hCUG adopta una
estructura de tipo hairpin. Como era de esperar, la estabilidad térmica de hCUG se ve reducida

casi 7°C al reducir la fuerza idnica del medio."** "'

Llegados a este punto, se creyd interesante realizar alguna fusidn en presencia de ligando para
analizar si realmente existia alguna relacién entre la concentracién de Na* en el medio y la
cinética de complejacién. Como ya se ha comentado, algunos estudios ponen de manifiesto
que concentraciones altas del cation ralentizan la formacién de complejos tipo triplex, por lo
que parecia atractivo estudiar el comportamiento del sistema a concentraciones de Na* mas
bajas. Para ello se afiadié un equivalente del compuesto 12 a una solucién 2 uM de hCUG a pH
7.0 y se registraron las curvas de 20 a 90°C, y viceversa, con un gradiente de 0.5°C/min (Figura
2.14).

Casi sorprendentemente, la curva de desnaturalizacion y la de renaturalizacién eran
superponibles, es decir, ya no habia histéresis. Todo parecia indicar que la complejacion era
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mucho mds rapida al disminuir la fuerza idnica y, tanto en el proceso de desnaturalizacidén
como renaturalizacion térmica, se alcanzaba el equilibrio empleando un gradiente de
0.5°C/min. Estos resultados validaban parcialmente la hipdtesis anteriormente explicada v,
ademas, la buena noticia implicaba que si sucedia lo mismo con los otros ligandos, se podrian
obtener valores fiables de AT,, que dieran idea de la influencia que los ligandos tenian sobre la
estabilidad térmica de hCUG.
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Fig. 2.14. Superposicidn de las curvas de desnaturalizacion y renaturalizacion de hCUG en presencia de 1 eq del
compuesto 12. Condiciones: tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0, cyjigo= 2 M. Medidas de absorcién UV-Vis a 260 nm.

Asi pues, empleando las nuevas condiciones, se registraron las curvas de fusidn controladas
por UV de hCUG en presencia de ligando. Se llevaron a cabo con diferentes equivalentes del
compuesto 12, JK y J;G.J:K (n= 3,4,5) a pH 7.0 (Tabla 2.5). En todos los casos se realizaron
curvas de melting y annealing y en ninguno de los ellos se experimentd el fendmeno de

histéresis.
Tm (hCUG, pH 7.0)= 63.2 + 0.2°C
leq 2eq 4 eq
Ligando
Tm (°C) AT(°C) Tm (°C) AT(°C) Tm (°C) AT(°C)
12 62.7+0.8 -0.5 63.2+0.1 0.0 63.1+0.4 -0.1
K 62.9+0.6 -0.3 63.0+0.1 -0.2 - -
J1G3JK 62.8+0.1 -0.5 - - - -
J1GaJK 63.2+0.3 0.0 - - - -
J1GsJ:K 63.6 £0.2 +0.4 - - - -

Tabla 2.5. T, y AT, determinadas por desnaturalizacion térmica controlada por UV de hCUG con el
correspondiente ligando y numero de equivalentes. Los valores presentados son la media de un minimo de tres
determinaciones. Condiciones: tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0.

Como se puede apreciar en la Tabla 2.5, las T,, de los complejos son muy préoximas a la T, de
hCUG y los valores de AT,, (positivos o negativos) son, en todo los casos, iguales o inferiores a
0.5°C. Teniendo en cuenta el error experimental asociado a las medidas y las desviaciones
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estdndar de cada T,,, se podria decir que la mayoria de los ligandos no alteran la estructura de
hCUG. La posibilidad de que no existiera interaccidén entre los ligandos y hCUG se considerd
poco probable puesto que todos los ensayos biofisicos realizados en las condiciones de fuerza
idnica alta ponian de manifiesto una cierta interaccidon entre ambos. Asi pues, se concluyd que
los ligandos ensayados no parecen tener ningun efecto sobre la estabilidad térmica del hairpin
hCUG, posiblemente, porque su interaccién no modifica significativamente la estructura del
RNA.

3.2.2.2. Dicroismo circular

De nuevo, se empled el DC para evaluar si los ligandos tenian algun efecto sobre la estructura
de hCUG. En primer lugar se registré el espectro de hCUG solo y después en presencia de 2 eq
de J;Ky 1 eq de J;G4JK (Figura 2.15).

1 1 1 1 1 1
——hCUG

hCUG +2eqJ K
hCUG + 1eq J.G,J K

T4°T

1,0x10°

8,0x10°

6,0x10°

4,0x10°

[6],, (deg-cm?/dmol)

2,0x10° H

0,0

-2,0x10° : . . , r . : . : . ;
220 240 260 280 300 320

A (nm)

Fig. 2.15. Superposicion de los espectros de DC de hCUG (azul), hCUG con 2 eq de J{K (rojo) y hCUG con 1 eq de
J1G4J:K (verde). Condiciones: Tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0, cicys= 2 UM.

Como puede verse en la figura 2.15, el perfil de elipticidad de hCUG corresponde al de una
estructura secundaria de tipo A-RNA. Como se observa en el espectro de hCUG (azul), existe un
maximo de elipticidad a 266 nm y un minimo sobre 235 nm. 59621 | pequeio codo apreciable
sobre los 280 nm indica la presencia de un /oop.[97’98]

La adicién de 2 eq de J1K y la de 1 eq de J1G4J7K provocaron efectos muy parecidos en el perfil
de DC de hCUG. Por un lado, se observé una ligera disminucidn de la intensidad en la banda
maxima a 266 nm, mas pronunciada para J{K que para J;G4J{K y, por otro lado, un minimo
menos pronunciado de la banda a 235 nm. Sin embargo, los cambios observados son tan
pequeios que no puede considerarse que los ligandos provoquen un efecto sustancial en la
estructura de hCUG. Esta conclusiéon encaja con los resultados obtenidos en los ensayos de

desnaturalizacién térmica controlada por UV.

También se determinaron las temperaturas de fusion empleando la técnica de DC.
Inicialmente, se determind la T,, de hCUG vy, posteriormente, en presencia de los ligandos J;K
(2 eq) y J1G4J1K (1 eq).
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Como puede apreciarse en la tabla 2.6, los valores de T,, de los complejos son esencialmente
iguales a los obtenidos por UV, sin embargo, los valores de AT,, son superiores debido a que la
T de hCUG determinada por DC es 1.2°C mayor que la obtenida por UV. Se repitieron varias
veces los experimentos con hCUG solo, pero el resultado fue siempre el mismo. No se
encontré una explicacidn plausible a estos hechos puesto que, idealmente, los valores
deducidos por ambas técnicas deberian ser los mismos. Con todo, la conclusién final es que los
ligandos no alteran sustancialmente la estructura del RNA vy, en todo caso, la desestabilizan

ligeramente.
DC uv

Tm(hCUG, pH 7.0)= 64.4 £ 0.1°C Tn(hCUG, pH 7.0)= 63.2 £ 0.2°C

Ligando
leq 2eq leq 2eq
Tm (°C)  ATw(°C) Twm(°C) ATW(°C) Tm(°C) ATm(°C) Twm(°C) ATw(°C)
K - - 62.9 -1.5 62.9 -0.3 63.0 -0.2

J1G4JK 62.7 -1.7 - - 63.2 0.0 - -

Tabla 2.6. Comparacion de T, y AT,, determinadas mediante DC y UV de hCUG con el correspondiente ligando
y numero de equivalentes. Datos correspondientes a una sola determinacion. Condiciones: Tampdén 10 mM
fosfato a pH 7.0, Cyjigo= 2 UM.

3.2.2.3. Calorimetria de valoracion isotérmica
3.2.2.3.1. Compuesto 12

Los ensayos con el compuesto 12 se llevaron a cabo en un tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0. Los
pardmetros experimentales, asi como las concentraciones de RNA y ligando, fueron los
optimizados en los anteriores experimentos de ITC.

A 25°C, se obtuvo un termograma donde solo se detectaba el calor de dilucién de la solucién
de 12 sobre la celda de la muestra. Una posible explicacion era que la entalpia (AH) asociada a
la interaccion a esa temperatura fuera préxima a cero, cosa dificil de creer teniendo en cuenta
el gran niumero de enlaces de hidrégeno que podia establecer la base Janus con el par U-U.
Una segunda posibilidad era que el ligando tuviera poca afinidad por hCUG vy la concentracién
de cationes presentes en el tampdn aun fuera capaz de inhibir la asociacién. Finalmente,
también podia ser que no existiera interaccion entre 12 y hCUG.

Se realizé un experimento en el que se disminuyd aun mas la fuerza idnica y se trabajo con un
tampon 1 mM fosfato a pH 7.0 (Figura 2.16). Se obtuvo una isoterma bastante bien definida
aunque, posiblemente debido a la baja afinidad del compuesto 12, no se alcanzé la saturacion
de la diana. Los parametros termodindmicos que se obtuvieron en el ajuste a un modelo
independiente (un solo sitio de unién, o mas de uno, pero equivalentes termodindmicamente)
se encuentran resumidos en la Tabla 2.7. La constante de disociacidn obtenida es bastante alta
(32 uM) y la estequiometria del complejo (n=4) no es la esperada para la interaccién de 12 con
la diana que contiene dos pares U-U. La interaccién parece estar dirigida entrépicamente
aunque la AH, a pesar de tener un valor muy pequeio, es negativa y, por lo tanto, favorable.
Los valores obtenidos no pueden considerarse muy fiables debido a los calores tan pequefios
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detectados que no permitieron una sencilla integracién del termograma ni un buen ajuste de
los datos al modelo matematico.

Teniendo en cuenta que el compuesto 12 era un simple modelo para llevar a cabo ensayos
preliminares, se decidié seguir adelante con el estudio de los ligandos tipo PNA.
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Figura 2.16. Termograma a 25°C del compuesto 12 sobre hCUG (parte superior) y ajuste de los datos a la isoterma
(parte inferior). El blanco ha sido restado. Tampdn 1 mM fosfato a pH 7.0. chcys= 10 UM y c12= 500 uM.

Parametro termodinamico Compuesto 12
Kg (LM) 32.0+5.6
n 4.21+£0.78
AH (KJ/mol) -9.5+3.9
AS (J/mol-K) 54.3
-T- AS (KJ/mol) -16.2
AG (KJ/mol) -25.7

Tabla 2.7. Pardmetros termodinamicos a 25°C de la unién entre hCUG y 12. Condiciones:
Tampon 1 mM fosfato a pH 7.0, chcyg= 10 UM y ¢(12)= 500 pM.

3.2.2.3.2. Ligandos J;K y J;G.J:K

Los estudios con JtK y J;G.JtK (n= 3-5) se llevaron a cabo con los pardmetros experimentales
anteriores y el tampdén 10 mM fosfato a pH 7.0 a 25°C. En este caso, los termogramas
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obtenidos presentaron un calor asociado a la interaccion muy grande y un perfil ideal (Figura
2.17). La integracion de los picos fue automatica y el ajuste al modelo independiente directo.
El hecho de que el calor asociado a cada inyeccion fuera tan grande permitié obtener unos
errores muy bajos en el ajuste de la isoterma y en los pardmetros termodinamicos que se
deducen (Tabla 2.8). Vale la pena destacar que, para obtener una buena definicion del salto de
la isoterma, se redujo a la mitad (de 500 a 250 uM) la concentracién de las soluciones de los
tres ligandos diméricos J;G,J:K (n= 3-5).
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Fig. 2.17. Termograma a 25°C del ligando J;G3J;:K sobre hCUG (parte superior) y ajuste de los datos a la isoterma
(parte inferior). El blanco ha sido restado. Tampén 10 mM fosfato a pH 7.0. chcys= 10 UM Y Cligando= 250 UM.

Parametro
L. 3K J:G3J:K J:G4J:K J:GsJ:K
termodinamico
Kq (LM) 9.7+0.6 4.4+0.5 46+04 43+0.3
n 2.06 £ 0.06 1.05+0.07 1.09 +0.04 1.18 +0.04
AH (KJ/mol) -426+1.4 -154.8 +13.9 -1079+5.4 -108.2 £ 5.2
AS (J/mol-K) -47.0 -416.6 -259.7 -259.9
-T- AS (KJ/mol) 14.0 124.2 77.4 77.5
AG (KJ/mol) -28.6 -30.6 -30.5 -30.7

Tabla 2.8. Parametros termodinamicos a 25°C de la unién entre hCUG y los ligandos J;K y J;G.J:K (n= 3-5).
Condiciones: Tampodn 10 mM fosfato a pH 7.0, chcye= 10 uM, C(:K)= 500 uM y C(3G,J:K)= 250 UM.

110



Capitulo 2

Contribucion de la lisina a la unidn de los ligandos.

Al comparar los resultados obtenidos con J;K y J;G,J:K (n= 3-5) con los del compuesto 12, se
planted la posibilidad de que la interacciéon cuantificada en los experimentos fuera la de la
lisina cargada de los ligandos con los aniones fosfato del oligonucledtido, es decir, una
interaccion puramente electrostdtica. En las mismas condiciones, se llevd a cabo una
valoracién con Ac-Lys-CONH, sobre hCUG y se pudo verificar que no existe ningun tipo de
interaccion detectable entre ambos (ver P.Exp. Capitulo 2). De este hecho se dedujo que los
valores obtenidos se debian, mayoritariamente, a la interaccion de las Janus Jrcon hCUG.

Constante de disociacion y estequiometria de los complejos.

Como queda resumido en la tabla 2.8, todos los ligandos presentan una constante de
disociacién (Ky) del orden uM bajo, no obstante, es bastante menor para los ligandos diméricos
que para el monomérico. Se trata de valores bastante aceptables comparados con los ligandos
descritos dirigidos al RNA tdxico de la DM1. 7015

Un valor muy importante a destacar es la estequiometria del complejo formado. El valor n
hace referencia al nimero de moles de ligando que se une por cada mol de hCUG. Los ligandos
se diseflaron para que una Janus J; se introdujera entre un par no candnico U-U por lo que,
teniendo en cuenta que hCUG presenta dos pares U-U, deberian unirse dos ligandos
mondmericos por cada molécula de hCUG mientras que solo uno en el caso de los ligandos
diméricos. Las estequiometrias obtenidas concordaron exactamente con las expectativas. Los
valores de n evidenciaron que los complejos formados contienen el mismo nimero de pares
U-U que de bases Janus Jr, es decir que, muy probablemente, J; reconoce los pares U-U de la
diana.

Contribucion de los efectos entdlpicos y entropicos a la unidn.

En cuanto a los parametros termodindmicos, una interaccién tendra lugar espontaneamente
siempre y cuando la variacién de energia de Gibbs (AG), compuesta de los términos entdlpico y
entrépico (2.3), sea negativa. Las contribuciones entalpicas reflejan la especificidad y la fuerza
de las interacciones intermoleculares no covalentes, incluyendo interacciones idnicas vy
electrostaticas, enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals y polarizaciones de los grupos
que interaccionan, entre otras. En procesos de complejacién, son comunes las variaciones de
entalpia negativas, aunque no omnipresentes, reflejando la tendencia natural de un sistema a
caer en el estado de menor energia. El término entrdpico, en lineas generales, mide la
dinamica de todo el sistema. Todos los procesos de complejacidon deben superar unos costes
entropicos que vienen dados, por un lado, por la pérdida de grados de libertad rotacional y
translacional consecuencia de que un ligando y una biomolécula se combinen para dar un
complejo y, por otro lado, por la restriccién rotacional individual de los enlaces, por ejemplo,
cuando un ligando queda bloqueado en una conformacién particular para al unirse a la
biomolécula. Los principales fendmenos capaces de contrarrestar estos “castigos entrépicos”
son los efectos de solvatacidn, asi como la reorganizacién del disolvente en el complejo o la

liberacién de moléculas de agua de solvatacion y de cationes, entre otras.®

La interaccion entre los ligandos estudiados y hCUG es exotérmica y esta totalmente dirigida

entalpicamente. Por este motivo, los termogramas obtenidos mostraban picos de calor tan
intensos permitiendo obtener perfiles de la isoterma muy bien definidos. El factor entrdpico es
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bastante grande y completamente desfavorable a la interaccion (Figura 2.18). Este perfil de

interaccion concuerda, generalmente, con los obtenidos para ligandos de tipo intercalante.®

[117]

Existen algunos ejemplos muy interesantes en la literatura gue destacan por su semejanza

con los ligandos aqui estudiados y que presentan interacciones de este tipo. Uno de ellos es el

[118]

estudio de la unién de la 2,4,6-triaminopirimidina a un ribointerruptor, y otro es toda la

investigacion de Rozners donde cadenas de PNAs se hibridan con hairpins de RNA.*7%!
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Fig. 2.18. Contribuciones energéticas a 25°C de la interaccion de los ligandos J;K y J;G,J;K (n=3-5) con la diana
hCUG.

Teniendo en cuenta las premisas tedricas, los valores entdlpicos obtenidos parecian indicar
que los ligandos establecen una interaccion no covalente muy fuerte con hCUG,
probablemente fruto del gran nimero de enlaces de hidrégeno que la base Janus J; puede
formar con las nucleobases U. Otros factores también importantes pueden ser las
interacciones electrostaticas debido a las cargas de los ligandos y el apilamiento producido
(interacciones de tipo Van der Waals). Es interesante destacar la relacidon que se observo entre
la AH de los ligandos diméricos y el monomérico. El valor de AH para los ligandos diméricos es
aproximadamente el doble que para el ligando monomérico, lo cual tiene mucho sentido, ya
que un ligando dimérico contiene dos mddulos de reconocimiento que permiten establecer el
doble de interacciones.

En contra del término entalpico, la entropia es totalmente desfavorable a la interaccion. Como
en la mayoria de interacciones, se produce una pérdida de libertad conformacional de ambas
especies, puesto que al unirse para formar un complejo, se pierden muchos grados de libertad
estructural. Ademas, teniendo en cuenta que las interacciones no covalentes parecen ser tan
fuertes (AH), la restriccion conformacional que probablemente sufren los ligandos debe ser
muy alta. Esto es lo que se conoce como el fendbmeno de la compensacion entalpico-
entrépicamg} gue surge de la observacién de que, en numerosas ocasiones, la entalpia y la
entropia estan relacionadas.™* Normalmente, cuando hay un aumento en la entalpia debido a
una fuerte unidn no covalente, la entropia suele verse afectada debido a la restriccion de
movilidad de las moléculas que interaccionan. Este fendmeno se ha observado extensamente

aunque no se ha llegado a un consenso sobre su relevancia.l*?**?%
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Por otro lado, a pesar de que el trabajar en condiciones de fuerza idénica baja permitié poder
observar y cuantificar la unién de los ligandos a hCUG, muy posiblemente, también pudo
afectar negativamente al término entrdpico. Esto es debido a que en la formacién del
complejo, la presencia de pocos cationes estabilizando el RNA limitaria la cantidad de

(1231 | s valores

contraiones liberados al medio, la cual es favorable al factor entrépico.
obtenidos parecian indicar que no se superaron los castigos entrépicos propios de una

complejacién provocando que el término entrdpico sea totalmente desfavorable a la unién.

Efecto de la distancia entre bases Jr en la unidn de los ligandos diméricos.

Como ya se ha comentado, se creia que la distancia entre los pares no candnicos U-U
concordaba con la distancia cubierta por cuatro glicinas. Sin embargo, los resultados
experimentales indicaron que los espaciadores de tres y cinco glicinas también permitian que
las dos Janus se introdujesen entre los pares U-U. En definitiva, se determind que los tres
ligandos sintetizados se unen con aproximadamente la misma afinidad (K4= 4 uM) a la diana
hCUG.

Las contribuciones entalpicas y entrdpicas obtenidas de los ligandos con cuatro y cinco glicinas
son practicamente iguales. En cambio, no deja de ser intrigante que a pesar de tener la misma
Kg, el ligando con tres glicinas presentase una entalpia mucho mas favorable y una entropia
mas desfavorable. Este caso es un buen ejemplo de la compensacidén entalpico-entrdpica,
anteriormente comentada. En el figura 2.19 puede apreciarse que, a pesar de tener valores
absolutos distintos, las proporciones entdlpicas y entrépicas se mantienen constantes.

Estos datos hacen pensar que, posiblemente, ademas de existir una interaccidon no covalente
muy fuerte debida a los enlaces de hidrégeno entre las Us y las Jq, tal vez el esqueleto de G3
establece unas interacciones con el duplex de hCUG que no se dan con G4y Gs. Por otro lado,
el hecho de tener un espaciador mas corto entre las J;, puede provocar que J1G3J;K esté mucho
mas restringido conformacionalmente con el consecuente impacto desfavorable sobre el
término entrépico. Es interesante recordar en este punto que, respecto a los PNAs ideales, los
PNAs con la base J; presentan un metileno adicional entre la base y su esqueleto. Por lo que
podria deducirse que al alargar la longitud del PNA con dos metilenos adicionales, la unién del
ligando J1G3J7K a hCUG resulta ser viable.

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

LGLK | i |

kM AH (KJ/mol)
1GJK | ! | u-Tas (KI/mol)
LGJK | i {

Fig. 2.19. Porcentaje de las contribuciones energéticas AH y —T-AS a 25°C a la interaccion de los ligandos J;G.J{K
(n=3-5) con la diana hCUG.
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Efecto del pH en la unidn de los ligandos.

También se creyd interesante estudiar cual es el efecto del pH en la unidn, ya que el pK;, de la
base J; estd muy proximo a la neutralidad (ver Apartado 3.1.1., Cap.1.). Se escogid para estos
ensayos el ligando monomérico J;K y se realizaron los experimentos de ITC empleando un
tampon a pH mas acido (5.50) y otro a pH mds basico (8.0). Los resultados obtenidos quedan
resumidos en la tabla 2.9.

J:K
Parametro
termodinamico PH= 3.5 PH=7.0 PH=8.0
Kg (LM) 7.5+0.3 9.7+0.6 9.7+1.7
n 1.85+0.03 2.06 £ 0.06 1.82+ 0.20
AH (KJ/mol) -37.2+0.8 -42.6+1.4 -31.1+4.4
AS (J/mol-K) -26.6 -47.0 -8.2
-T- AS (KJ/mol) 7.9 14.0 2.4
AG (KJ/mol) -29.3 -28.6 -28.6

Tabla 2.9. Pardmetros termodinamicos a 25°C de la unién entre hCUG y J{K a diferentes
pHs. Condiciones: Tampdn 10 mM fosfato, chcys= 10 UM, C:K)= 500 uM.

En los tres pHs estudiados, la interaccidn esta entalpicamente dirigida y la afinidad (Ky) es del
mismo orden. Estos valores ponian en evidencia que en el intervalo de pH entre 5.50 y 8.0, el
ligando es efectivo y forma un complejo con una estequiometria 1:2 (hCUG : J;K). Las Kgs
obtenidas, sobre todo a pH 7.0 y 8.0, son tan semejantes que hacen pensar que tal vez el pK,
de la base J; en los ligandos no es el mismo que en el compuesto 12.

La superposicion del equilibrio de asociacion/disociacion del ligando a hCUG con un equilibrio
acido-base y fendmenos de protonacién/desprotonacién, provocan variaciones importantes y
sin razén aparente en los factores entdlpicos aunque también en los entrépicos, por lo que su
justificacién es mas compleja.[m] Serdn necesarios estudios mas exhaustivos para aclarar la
dependencia de las contribuciones energéticas con el pH.

Finalmente, vale la pena destacar que el hecho de no haber obtenido evidencias de la
interaccion entre el compuesto 12 y hCUG en las mismas condiciones en que si se obtuvieron
para los ligandos J;K y J;G,J:K (n= 3-5), resalta la importancia del esqueleto de PNA en la
interaccion. En resumen, mediante la ITC, se ha verificado la unién de los ligandos J;K y J;G.J:K
(n= 3-5) a la diana hCUG y se han podido obtener los parametros termodindmicos de la
interaccion.

3.2.2.4. RMN

A la vista de los resultados obtenidos mediante ITC descritos en el apartado anterior, se
decidié estudiar los complejos mediante RMN. En primer lugar, utilizando la diana marcada
con °Fy, en segundo lugar, por RMN de protén.
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3.2.2.4.1. RMN de *°F

Para realizar los experimentos mediante RMN-"°F era necesario obtener los ligandos marcados
con un atomo de F o bien, marcar la diana hCUG. La opciéon mas viable, teniendo en cuenta la
dificultad de obtener ligandos con un atomo de F, fue introducir la marca en la diana. La
introduccion de un atomo de F en la posicidn 2’ de un nucledtido es un recurso muy empleado
puesto que puede facilitar informacidn cualitativa de la interaccion de moléculas con el RNA o
estudiar cambios conformacionales. Por este motivo, se decidid sintetizar unas nuevas dianas
andlogas a hCUG que contuvieran residuos de 2’-desoxi-2'-fluorouridina (2’-F-U) (Figura 2.20).

A B CA CA
G A G A

o) CmunG CimunG

,G“““C , GuC

| NH 2FU U 2FU U

HO N’&O CmnG CumiG
o) Gninc Gninc

k } u u u v

OH F CimninG CunnG
Gumc Gmnnc

GmmnC GmmnC
5' 3 5' 3
F-hCUG F,-hCUG

Fig. 2.20. A. 2’-desoxi-2'-fluorouridina (2’-F-U). B. Estructura tallo-lazo de la diana hCUG marcada con YFenla
posicion 7 (F-hCUG) y en las posiciones 4y 7 (F,-hCUG).

La diana F-hCUG contenia una sola 2’-F-U en la posicién 7, mientras que F,-hCUG contenia dos
atomos de '°F, uno en la misma posicién que la anterior y otro en la posicidn 4. De este modo,
si se lograban observar dos sefiales en el espectro de RMN-'°F de F,-hCUG, se podria evaluar si
el ligando monomérico tenia alguna preferencia sobre uno de los dos pares U-U de la diana. La
sintesis de los RNAs se llevé a cabo mediante sintesis automatizada en fase sélida empleando
el fosforamidito marcado comercial (ver Materiales y Métodos). Se lograron obtener ambos
RNAs puros con unos rendimientos entre el 20 y el 26%. La estabilidad térmica de ambos
productos se determind mediante desnaturalizacién térmica controlada por UV a alta
concentracién (40 uM) comprobandose que se correspondian con las del modelo hCUG (ver
P.Exp. Capitulo 2).

Inicialmente, se registraron los espectros de ambas dianas a 25°C en D,0/H,0 (1:9) con
tampdén 10 mM fosfato a pH 7.0 y a una concentracion de 150 uM. Se llevaron a cabo
experimentos tanto desacoplando la sefial del protdn como dejandola acoplada. Por un lado,
se observé que las sefiales de '°F obtenidas en los experimentos sin desacoplamiento de 'H
eran mucho mas definidas e intensas que las obtenidas en los espectros donde se habia
realizado el desacoplamiento. Estos resultados parecian indicar que el desacoplamiento de 'H
era defectuoso, probablemente, por la cantidad de sales de la muestra. Por otro lado,
lamentablemente, en el espectro de F,-hCUG no se diferenciaron los dos atomos de F de U* y
U’ debido a la semejanza estructural en el entorno de ambos (Figura 2.21). En vista de estas
observaciones, se decidié trabajar con F,-hCUG vy sin desacoplar de protdn ya que la intensidad
de la sefal era superior a la que producia F-hCUG.
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\ F-hCUG
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Fig. 2.21. Espectro de RMN-"°F ampliado de F-hCUG (rojo) y F,-hCUG (azul) referenciado a trifluorotolueno.
Crna= 150 pM.

A partir de aqui, se prosiguidé con el estudio de los complejos de F,-hCUG con el compuesto 12
y con J;K y J1G4J1K. Se escogid J1G4J:K frente los otros ligandos con 3 o 5 glicinas debido a que
se disponia de mayor cantidad y presentaba una afinidad muy similar por la diana. Los
experimentos se llevaron a cabo afiadiendo a la diana diferente nimero de equivalentes del

correspondiente ligando mientras se valoraba el efecto que producian en el desplazamiento de
la sefial de F,-hCUG.

Para el compuesto 12, se registraron espectros en presencia de 1, 2 y 4 eq y en ninguno de
ellos se observé una variacion en el desplazamiento de la sefial de *°F (ver P. Exp. Capitulo 2).
Se procedié del mismo modo con el ligando J{K y, en este caso, se observd un pequeia
variacién en el desplazamiento quimico de la sefal de -0.22 ppm. Se produjo también una
disminucién de la intensidad de la sefial y un ensanchamiento pronunciado al aumentar el
numero de equivalentes de ligando (Figura 2.22).

Los resultados obtenidos en los experimentos con 1 y 2 eq del ligando J;GzJ:K fueron muy
similares aunque la variacion en el desplazamiento de la sefial fue inferior (A5 =-0.15 ppm).

Ambos ligandos, J1K y J1G4J1K, provocaron practicamente el mismo efecto sobre la sefial de 9
de F,-hCUG. Los pequeiios cambios observados en el desplazamiento quimico de la sedal
tenian lugar al adicionar un solo equivalente de ligando (JtK o J;GsK). En cambio, el
ensanchamiento progresivo de la sefal acompafiado de la disminucién de su intensidad
sucedia en la adicion de mas equivalentes. Estas observaciones hacen pensar en que la
diferencia de & de la sefial de '°F de F-hCUG libre y F-hCUG complejado debe ser tan pequefia
que no es posible distinguirlas a causa de la importante anchura de las sefiales. Ademas, esta
pequeia variacion en el desplazamiento quimico sugiere que los cambios estructurales que
provocan los ligandos en la diana son muy pequenos. Vale la pena sefialar que cambios
estructurales importantes, como los provocados por ligandos tipo aminoglicosidico, se
traducen en Ab de entre una y dos ppm.[48] La conclusidn de estos ensayos concuerda con la
obtenida empleando otras técnicas (UV, DC): al unirse a hCUG, los ligandos parecen no
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modificar significativamente su estructura. No obstante, la pequeiiisima variacién de
desplazamiento quimico de *°F producida por los ligandos J1K y J;:G4JtK confirma su unién a
hCUG e indica que ésta tiene lugar cerca de las nucleobases U.

/ \ F-hCUG + 4 eq }K (-201.41 ppm)

A~ _ A
A A NS NN A AN NAAAAN NN AP AN A PV VAP

F-hCUG + 2 eq 31K (-201.41 ppm)

F2-hCUG + 1 eq 3K (-201.41 ppm)

J ) F-hCUG (-201.64 ppm)

1 Ao M flam W '\ A \ AN A A
N AL A adlane o anate™ S W Ac AN AN N s e aNN A LS
T T T T T T

T T T T
-196 -197 -198 -199 -200 -201

T T T
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Fig. 2.22. Espectros de RMN-"°F de F,-hCUG y de F,-hCUG en presencia de 1, 2 y 4 eq de J;K. Referencia interna:
trifluorotolueno. Cgya= 150 uM.

3.2.2.4.2. RMN de 'H

Para obtener informacién mads detallada de dénde tiene lugar la interaccion entre los ligandos
31K y J1Gz)1K vy la diana hCUG, se creyd oportuno realizar un estudio mediante RMN-'H. Para
ello, se contd con la colaboracién del Dr. Carlos Gonzdlez del Instituto de Quimica Fisica
Rocasolano del CSIC en Madrid.

Inicialmente se registraron los espectros monodimensionales, NOESY y TOCSY de la diana
hCUG a distintas temperaturas y con una concentracién de RNA entre 100 y 200 uM en
D,0/H,0 (1:9) con tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0. Lo mas importante fue asignar la zona de
los grupos imino los cuales resuenan a campos mas bajos (entre 10 y 15 ppm,
aproximadamente) que el resto de protones, facilitando asi su estudio. El desplazamiento de
estos grupos depende de si las nucleobases estan apareadas o desapareadas y del tipo de
apareamiento. Si se encuentran desapareadas, los protones imino suelen aparecer a campos
mas altos (11 ppm) que si estan formando par (12-14 ppm). En el caso de pares de bases no
canodnicos, como los U-U, los iminos suelen aparecer entre 10-11 ppm.

La regidn de los protones iminicos y de los aromaticos del espectro monodimensional de hCUG
a 25 °C se muestra en la figura 2.23.
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Fig. 2.23. Ampliacidn del espectro monodimensional de RMN-"H hCUG a 25°C en D,0/H,0 (1:9) con tampdn 10
mM fosfato y pH 7.0. Se indican los grupos imino de las nucleobases.

Las sefiales a campos mas bajos, entre 13.0 y 13.8 ppm, corresponden a los protones iminicos
de las guaninas que se encuentran apareadas con sus respectivas citosinas. La seial situada a
10.7 ppm se asigna al grupo imino de la G que forma parte del tetraloop de hCUG7&791%] Y,
finalmente, las sefales comprendidas entre 10.2 y 10.4 ppm se atribuyen a los grupos imino de
las U, los cuales probablemente estarian formando un enlace de hidrégeno. Con todo, es
destacable que los datos de RMN confirmaron la estructuracién de la diana hCUG como
horquilla. Debido a la secuencia tan repetitiva de hCUG, la asignacién completa del espectro
no se pudo llevar a cabo ya que se observaron muchos solapamientos entre sefiales tanto en
los espectros monodimensionales como bidimensionales (NOESY, TOCSY).

Para las valoraciones con los ligandos se escogieron los compuestos 12, JK y J1GgJ:K,
principalmente porque se disponia de mayor cantidad de ellos.

Espectros monodimensionales de hCUG con el compuesto 12 y los ligandos J1K y J1G 7K.
En la figura 2.24 se muestran los espectros monodimensionales de hCUG en presenciade 1,2y
4 equivalentes del compuesto 12 a 5°C.
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14’.0 1;.5 1;.0 lZv.S ' 12’40 ' 11'.5 ' 11’.0 ’ 1(:.5 ' 10‘.0 ' QTS ' 9t0
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Fig. 2.24. Ampliacion de los espectros monodimensionales de RMN-"H de hCUG y hCUG en presenciade 1,2y 4 eq
de 12. Espectros realizados a 5°C en D,0/H,0 (1:9) con tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0. Se indican los grupos

imino de las nucleobases.
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Los cambios observables en el espectro de RMN-'H de hCUG debido a la adicién del
compuesto 12 se localizaron, principalmente, en el grupo imino de las U alrededor de 10.4
ppm. La intensidad de la sefal disminuyd casi totalmente con la adicién del segundo
equivalente de 12 y desaparecié con el exceso de 4 equivalentes. Sin embargo, no se
observaron cambios sustanciales en el resto del espectro de hCUG, lo que sugiere que el
compuesto 12 se une preferentemente a los pares no candnicos U-U y que, por lo tanto, actia
como base Janus. Se realizaron valoraciones con excesos superiores de ligando (10 y 20
equivalentes), pero la calidad y resolucion de los espectros era muy baja produciéndose un
importante ensanchamiento de las sefiales (ver P. Exp. Capitulo 2).

También se llevo a cabo un estudio de la estabilidad térmica del complejo hCUG-12 (1:4). Los
diferentes ensayos evidenciaron que la adicién de 12 no afecta a la fusién de hCUG, lo que
corrobora los resultados obtenidos en los experimentos de desnaturalizacion térmica
controlada por UV (ver P. Exp. Capitulo 2).

Por ultimo, se realizaron los mismos estudios con los ligandos J1K y J1GzJ:K: valoraciones con 1
y 2 equivalentes de ambos (ver ejemplo con JtK en la figura 2.25) y experimentos de fusién de
los complejos hCUG-ligando.

hCUG - J;K
i
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I
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Fig. 2.25. Ampliacidn de los espectros monodimensionales de RMN-'H de hCUG y hCUG en presenciade 1y 2 eq
de J{K. Espectros realizados a 5°C en D,0/H,0 (1:9) con tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0. Se indican los grupos
imino de las nucleobases.

En estos experimentos se pudo comprobar que ambos ligandos tienen el mismo efecto que el
compuesto 12 sobre los grupos imino de las Us. No obstante, con los ligandos de tipo PNA si se
observaron cambios importantes tanto en la regién de los iminos de G (13-14 ppm) como en
otras zonas del espectro. Este efecto puede ser debido a que estos dos ligandos son mucho
mas voluminosos que el compuesto 12 y, al unirse a hCUG, muy probablemente afectan el
entorno quimico de una regién mayor del RNA. Ademas, el esqueleto de poliamida, o la misma
lisina, pueden llegar a interaccionar con zonas préximas al par U-U. Por otro lado, el
ensanchamiento generalizado de las sefiales indica que, al tener unos ligandos con afinidad
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moderada a hCUG, se podrian estar observando tanto las sefiales de las especies libres como
las del complejo, lo que se traduce en sefales de una anchura superior.

De los experimentos de fusion de hCUG con J1K (espectros a diferentes temperaturas desde 5
hasta 45°C) se llegd a la conclusion de que el ligando no tiene ningln efecto importante sobre
la estabilidad térmica de hCUG, en cambio, el ligando J;G4J1K parece desestabilizar ligeramente
la diana de RNA, como ya se habia observado en los experimentos de desnaturalizacidén
térmica controlada por UV (ver P. Exp. Capitulo 2).

Espectros NOESY de hCUG con el compuesto 12 y el ligando J1G4J:K.

Se registraron espectros bidimensionales NOESY de los complejos hCUG-12 (1:2) y (1:4) y
hCUG-J;G4d:K (1:1) a 1°C. Se escogido 12 para estos estudios debido a que los espectros
monodimensionales tenian muy buena resolucién y se disponia de una importante cantidad
del compuesto. Por otro lado, se eligié el ligando dimérico J1G4J1K ya que se trata de un ligando
de mayores dimensiones que J{K, por lo que la posibilidad de observar NOEs intermoleculares
era superior.

Del espectro NOESY del complejo hCUG-12 (1:4) se pudo obtener mayor informacién que del
(1:2). La primera evidencia a destacar es que los NOEs intramoleculares observados del ligando
presentaban el mismo signo que los protones del RNA. Este hecho indica que, a pesar de su
bajo peso molecular, el ligando se mueve en la solucién con el mismo tiempo de correlacion
que el RNA, de lo que puede deducirse que muy probablemente ambos estdn unidos
formando un complejo (Figura 2.26).
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Fig. 2.26. Espectro NOESY de hCUG con 4 eq de 12 registrado a 1°C en D,0/H,0 (1:9) con tampdn 10 mM fosfato a
pH 7.0. Se indican las sefales de los protones de 12.

Desafortunadamente, no se detecté ningin NOE intermolecular entre las aminas de 12 y el
RNA hCUG, lo cual hubiera sido una evidencia clara de que J; actua como cufia Janus con el par

120



Capitulo 2

no candnico U-U. Sin embargo, analizando detenidamente el espectro, se pudo observar un
posible NOE intermolecular entre Hy de 12 y hCUG (Figura 2.27). Sin embargo, al no tener una
asignacion completa de hCUG no es posible confirmar con que protén de la diana tiene lugar el
NOE. No obstante, por el desplazamiento observado (= 7.8 ppm), podria tratarse de un protén
aromatico de una U o de una C.

Vale la pena destacar que, como ya se habia observado en el espectro monodimensional con el
compuesto 12, solo se vieron modificadas por la formacion del complejo las sefiales de los
grupos imino de las Us, mientras que el resto de sefiales permanecieron inalteradas. Esta
evidencia confirma la unién preferente del compuesto a la zona del par no candnico U-U.

En cuanto al complejo con el ligando J;G4J{K, se constatd que la presencia de este ligando
afecta bastante mas las sefiales de hCUG, seguramente porque su mayor tamafio le permite
establecer muchas mds interacciones. El espectro NOESY del ligando (sin RNA) presentaba
sefiales muy débiles que ponian de manifiesto que J;GztK no estd muy estructurado en
solucién. Las sefiales, a pesar de su baja intensidad, presentaban el mismo signo que la
diagonal, lo que sugeria que su tiempo de correlacién es mayor que el de los ligandos
anteriores y mas parecido al del RNA (Figura 2.28A).
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Fig. 2.27. Ampliacién de la superposicidén de los espectros NOESY del complejo hCUG-(12) (1:4) (negro) y hCUG
(rojo). El posible NOE intermolecular entre 12 y hCUG se enmarca en rojo. Espectro realizado a 1°C en D,0/H,0
(1:9) con tampon 10 mM fosfato a pH 7.0.
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En el estudio del complejo hCUG-J;GzJ1K se observé que los NOEs intramoleculares del ligando
aumentaban mucho en numero e intensidad, lo que indicaba una mayor estructuraciéon de
J1G4):K en el complejo que en el estado libre (Figura 2.28B). Esta era una evidencia clara de
que se forma un complejo entre ambos. Lamentablemente, el considerable solapamiento de
sefiales no permitio asegurar de manera inequivoca la presencia de NOEs intermoleculares.
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Fig. 2.28. A. Espectro NOESY del ligando J;G4J{K. B. Superposicidén de los espectros NOESY del complejo hCUG-
J1G4J1K (1:1) (gris) y hCUG solo (rojo). Espectros registrados a 5°C en D,0/H,0 (1:9) con tampdn 10 mM fosfato a
pH 7.0.

Asi pues, las evidencias acumuladas mediante RMN-'H confirman la formacién de un complejo
entre hCUG y los tres compuestos ensayados (12 y los ligandos J;K y J1G4J{K). La interaccion
principal parece tener lugar con el par U-U, puesto que las sefales de los grupos iminos de
estas nucleobases son las mas afectadas. No obstante, no se han podido asignar claramente
NOEs intermoleculares entre el RNA y los ligandos en las condiciones experimentales

empleadas.
3.2.2.5. Espectrometria de masas

La estequiometria de un complejo puede determinarse mediante distintas técnicas analiticas,
De hecho, a través de una de ellas, la ITC, ya se ha podidodeterminar las estequiometrias de
los complejos estudiados. No obstante, parecia interesante corroborar los datos obtenidos
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mediante otra técnica. Para ello, se decidié emplear la espectrometria de masas con ionizacién

[59]

por electrospray”™™ y estudiar los complejos de hCUG con los ligandos J;K y J1G4JK.

Se prepararon una soluciones 50 uM de hCUG con un exceso de J;K y J1G4J7K en un tampédn 50
mM de AcONHza pH 7.0 y se analizaron las muestras en modo negativo.

Estequiometria del complejo hCUG-J;K.

En el espectro obtenido (Figura 2.29) se lograron observar tres grupos de sefiales
correspondientes a hCUG (gris), hCUG-J;K 1:1 (azul oscuro) y hCUG-J;K 1:2 (azul claro) con
distinta carga (z= 4 a 8). Dadas las caracteristicas del experimento, en el que se empleaba un
exceso de ligando en la preparacién del complejo, este resultado indica que la estequiometria
del complejo hCUG-J;K es 1:2. En ningun experimento realizado se observd la presencia de
complejos con estequiometrias superiores, hecho que indicaba que la diana hCUG puede
aceptar un maximo de dos ligandos, seguramente uno por cada par no candnico U-U.
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Fig. 2.29. Espectro de EM-ESI de los complejos formados entre hCUG y J;K. Se observan los iones multicargados de
distintas especies resaltadas en distintos colores. El nimero que sigue a la letra (A, B o C) indica el nimero de cargas
(z) que posee cada especie observada.

Estequiometria del complejo hCUG-J;G4J:K.

En el espectro de masas del complejo hCUG-J;G4J1K (Figura 2.30) se detectd la masa de hCUG
libre y la del complejo hCUG-J;G4J7K 1:1 con distinto numero de cargas. Estos datos indicaban
que la estequiometria del complejo es 1:1, tal y como se habia determinado mediante ITC. Esta
estequiometria concuerda también con el hecho de que los ligandos diméricos son capaces de
reconocer, a la vez, los dos pares U-U de la estructura de hCUG debido a la interaccion con J+.
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Fig. 2.30. Espectro de EM-ESI de los complejos formados entre hCUG y J;G4J{K. Se observan los iones multicargados
de distintas especies resaltadas en distintos colores. EI nimero que sigue a la letra (A, B) indica el nimero de
cargas (z) que posee cada especie observada.

4. Evaluacion de ligandos que contienen J, o J; dirigidos al par no candnico C-U asociado a
la DM2. Diana hCCUG.

Para el estudio de los ligandos disefnados para el RNA toéxico relacionado con la DM2 era
también necesario tener una diana de RNA que contuviese las repeticiones caracteristicas de
esta patologia, el tetranucledtido CCUG. Teniendo en cuenta que el modelo hCUG habia
permitido llevar a cabo satisfactoriamente el estudio de los ligandos de DM1, se creyd
apropiado sintetizar la misma estructura de tipo tallo-lazo con dos repeticiones de CCUG en
vez de CUG. Asi pues, se sintetizé el RNA 26-mer al que se hace referencia en el texto como
hCCUG (Figura 2.31). La sintesis se llevd a cabo en fase sélida siguiendo la metodologia
estandar de sintesis de oligonucledtidos (ver Materiales y Métodos)”™™ mediante un
sintetizador automatico. Se obtuvo la diana hCCUG con unos rendimientos de entre el 18 y el
20%.

En este apartado se describen y analizan los estudios biofisicos realizados con los ligandos

disefiados para reconocer los mismatches C-U. El apartado se ha dividido en dos subapartados
distintos segun la base Janus que contienen los ligandos.
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Fig. 2.31. Estructura tallo-lazo de la diana de RNA hCCUG que contiene un tallo con dos repeticiones del
cuadruplete CCUG relacionado con la DM2.

4.1. Ligandos que contienen Jp

Empleando la base Janus Jp, se sintetizaron dos ligandos tipo PNA, el monomérico JpK vy el
dimérico JpJpK. Para realizar los estudios biofisicos de estos ligandos se trabajé en condiciones
de fuerza idnica baja con un tampoén 10 mM fosfato (NaH,P0O,/Na,HPO,) a pH 7.0.

4.1.1. Desnaturalizacion térmica controlada por UV

Para empezar, se realizaron ensayos de desnaturalizaciéon térmica controlada por UV para
comprobar el efecto de los ligandos sobre la T,, de la diana hCCUG. Los experimentos se
llevaron a cabo de 20 a 90°C (desnaturalizacion y renaturalizacién) con un gradiente de
0.5°C/min. Inicialmente, se determind la T,, de hCCUG y, posteriormente, se llevaron a cabo las
fusiones en presencia de distintos equivalentes de los ligandos JpK y JpJpK (Tabla 2.10.). No se
observé histéresis en ninguno de los experimentos.

Tm (hCCUG, pH 7.0)=68.4 + 0.8 °C

Tm (ATr)
Ligando leq 2eq 4 eq
1K 67.9+£0.5°C 67.8+0.2°C 67.9+0.0°C
P (-0.5°C) (-0.6°C) (-0.5°C)
68.0+0.3°C 68.0+0.4°C
JpJpK -
(-0.4°C) (-0.4°C)

Tabla 2.10. T, y AT,, determinadas por desnaturalizaciéon térmica controlada por UV de hCCUG con el
correspondiente ligando y nimero de equivalentes. Los valores presentados son la media de un minimo de dos
determinaciones. Condiciones: tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0.

Como puede comprobarse en la tabla 2.10, los valores de AT, obtenidos son negativos,
extremadamente pequefios y, en general, menores que la desviacién estdndar asociada a la
Tm. Estos resultados sugerian que, o bien no existia interaccidon entre los ligandos y hCCUG, o
bien que la interaccion no afectaba practicamente a la estabilidad térmica del hairpin.
Teniendo en cuenta que los ligandos estudiados en el apartado anterior no afectan
practicamente la estructura de la diana hCUG, se pensdé que lo mas probable fuese que
sucediera lo mismo con estos ligandos.
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Asi pues, de los datos experimentales obtenidos se podria decir que los ligandos JpK y JpJpK
muestran un caracter débilmente desestabilizante aunque no parecen tener un efecto
significativo en la estabilidad térmica de hCCUG.

4.1.2. Dicroismo circular

Con el objetivo de evaluar si los ligandos distorsionaban la estructura de la diana hCCUG, se
registraron los espectros de DC del RNA en ausencia y presencia del ligando dimérico JpJpK
pensando que posiblemente éste afectaria mas la estructura de hCCUG que el ligando
monomeérico JpK. Los espectros se registraron en el mismo tampdn 10 mM de fosfato a pH 7.0
y entre una longitud de onda de 220 y 320 nm. El perfil de elipticidad de la diana hCCUG, al
igual que hCUG, encajaba con una estructura de tipo A-RNA. Como puede observarse en la
figura 2.32, presenta un maximo de absorcién a 270 nm, un minimo sobre 235 nm y una
espalda relativamente pronunciada alrededor de los 285 nm, indicativa de la presencia del
loop.[21,95—98]

El espectro de DC de hCCUG registrado en presencia de 2 eq del ligando JpJpK presentaba un
pequeio desplazamiento hipsocrémico del maximo de absorcién y un perfil algo diferente al
del RNA solo (Figura 2.32). La variacion producida, a pesar de no ser muy significativa, parecia
indicar que habia una cierta interaccion entre JpJpK y hCCUG aunque la formacion del complejo

no modificase demasiado la estructura inicial de la diana.

1 L 1 " 1 " 1 L 1 L 1

7x10° o ——hCCUG
P hCCUG+ 2J J K
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1x10° 4

-1x10° 4

T T T T T T
220 240 260 280 300 320
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Fig. 2.32. Superposicion de los espectros de DC de hCCUG y hCCUG con 2 eq de JpJpK. Condiciones: Tampdn 10 mM
fosfato a pH 7.0, chccug= 2 UM.

También se llevaron a cabo experimentos de estabilidad térmica de hCCUG con el ligando
dimérico JpJpK empleando el DC (Tabla 2.11).

El valor de AT, determinado, que podria llegar a considerarse nulo, corroboré las conclusiones

obtenidas en los experimentos de desnaturalizacidon térmica, es decir, que el ligando JpJpK no
tiene casi ningun efecto, ni sobre la estructura del hairpin hCCUG ni en su estabilidad térmica.
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Tm (hCCUG)=70.8 °C

T (AT)
Ligando leq 2 eq 4 eq
Sk 71.0°C
o-p (+0.2°C)

Tabla 2.11. Valores de T, y AT, determinados por DC de hCCUG y hCCUG con 2 eq de JpJpK. Datos
correspondientes a una sola determinacién. Condiciones: Tampoén 10 mM de fosfato a pH 7.0, Cgjigo= 2 UM.

4.1.3. Calorimetria de valoracion isotérmica

Como punto de partida se emplearon las mismas condiciones y parametros experimentales
que en los experimentos con la base J; y la diana hCUG, es decir, en un tampdn 10 mM fosfato
a pH 7.0y a 25°C. Los pardmetros termodindmicos determinados se muestran en la Tabla 2.12.
Es importante destacar que el termograma obtenido con ambos ligandos mostraba unos
considerables calores asociados a la interaccidon que permitieron un buen ajuste a un modelo
independiente.

Parametro

termodinamico 8 2

Kg (LM) 15.0x1.4 6.1+0.8

n 2.01+0.22 2.39+0.12

AH (KJ/mol) -10.1+1.6 -9.2+0.7
AS (J/mol-K) 58.4 69.0
-T- AS (KJ/mol) -17.4 -20.6
AG (KJ/mol) -27.5 -29.8

Tabla 2.12. Pardmetros termodindmicos a 25°C de la unidn entre hCCUG vy los ligandos JpK y JpJpK. Condiciones:
Tampoén 10 mM fosfato a pH 7.0, chccug= 10 UM, Cjiigando)= 500 UM.

Constante de disociacion y estequiometria de los complejos.

La constante de disociacion obtenida para el ligando monomérico JpK (Ke= 15 uM) indica que
su afinidad por la diana hCCUG no es demasiado grande. Sin embargo, el ligando dimérico
JpJpK, que pretendia interaccionar con los dos pares C-U contiguos, muestra una afinidad por la
diana sustancialmente mayor, que se traduce en una constante del orden umolar bajo (Kd¢= 6.1
uM).

En cuanto a la estequiometria de los complejos, en los dos casos se obtuvo una relacién 2:1
(ligando-hCCUG). En el caso del ligando dimérico, la estequiometria obtenida es la esperada,
ya que cada hairpin hCCUG contiene dos loops internos con dos mismatches C-U que pueden
ser reconocidos por un ligando JpJpK. Para el ligando JpK se obtuvo la misma estequiometria
aunque podia haberse esperado una relacién ligando-hCCUG 4:1 indicando que cada ligando
interaccionaba con un par C-U. El valor obtenido hace pensar que cada loop interno 5’CU/UC 3’
solo puede acomodar un ligando monomérico JpK. Por lo visto, la interaccién de JpK con un par
C-U debe provocar un impedimento estérico (o de otro tipo) que inhibe la unién de otro
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ligando en el mismo loop reconociendo el otro par C-U.

Contribucion de los efectos entdlpicos y entrdpicos a la unidn.

En cuanto a las contribuciones energéticas de la interaccién, a diferencia de los ligandos de
DM1 (ver Apartado 3, Capitulo 2), tanto la contribucidon entalpica como la entrdépica son
favorables a la interaccidén y, en este caso, es el factor entrépico el que parece dirigirla (Figura
2.33.).

0
s JpK JJoK
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\
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Fig. 2.33. Contribuciones energéticas a 25°C de la interaccion de los ligandos con JpK y JpJpK con la diana hCCUG.

La interaccién de JpK y JpJpK con hCCUG es exotérmica. El valor de AH para ambos ligandos es
muy parecido, incluso algo menor para el ligando dimérico JpJpK. Este hecho resulta
sorprendente puesto que, en principio, lo que podria esperarse es que la AH asociada a la
union del ligando dimérico fuera aproximadamente el doble que la del monomérico. Teniendo
en cuenta que el valor de AH refleja todo un conjunto de fendmenos relacionados con las
interacciones no covalentes entre el ligando y la diana, se podria interpretar que la uniéon del
ligando dimérico rompe o debilita algunos enlaces como consecuencia de su introduccién
entre los pares C-U. Por ejemplo, ya se ha comentado en la introduccién de esta tesis que en
una estructura de duplex con repeticiones CCUG se observan mediante rayos X dos enlaces de
hidrégeno entre Cs y Us. Estos enlaces deberian romperse para que se produjera la interaccién
con Jp, aunque no parece que ello justifique la entalpias de interaccidn observadas pues JpJpK
deberia romper el doble de enlaces C-U que JpK, a la vez que formaria el doble de enlaces de
hidrégeno actuando de Janus de los pares C-U. Sin embargo, podria plantearse que los pares C-
G anteriores y posteriores a los dos pares C-U se vieran debilitados por la introduccién de la
cufia JpJpK en el loop interno, cosa que no sucede con JpK. Por otro lado, podria también
interpretarse que para que se produzca la unién de JpJpK y hCCUG, deba romperse primero
alguna interaccion (intra o intermolecular) del propio ligando. Alternativamente, podria
pensarse que el residuo de lisina del ligando JpK aporta alguna contribucién a la unién que no
tiene lugar con JpJpK.

El factor entrdpico es favorable a la interaccidn y es el término que predomina y la dirige. Por
lo general, las interacciones dirigidas entropicamente estdn asociadas a los ligandos de los
surcos del DNA.”® Un cambio positivo en la entropia suele atribuirse, principalmente, a
efectos del disolvente, y es una importante indicacion de que se liberan moléculas de agua, asi
como cationes, de los alrededores de las moléculas implicadas en la formacién del complejo.
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Existen evidencias de la presencia de una molécula de agua entre las nucleobases C y U que
conforman el mismatch C-U,ms’m] la liberacién de esta molécula seria favorable al término
entrépico. Por otro lado, aunque posiblemente sea menos trascendente en comparacién con
los ligandos diméricos de DM1 estudiados (ver Apartado 3, Capitulo 2) que sufren un castigo
entrépico muy elevado en su uniéon con hCUG, los ligandos JpK y JpJpK no presentan tanta
libertad conformacional. Por ello, el coste asociado a la pérdida de grados de libertad podria
ser inferior para los ligandos con Jp.

En resumen, mediante la ITC se ha podido estudiar y caracterizar la unién entre los ligandos
formados por la base Janus Jp y hCCUG. Ambos ligandos forman complejos de estequiometria
2:1 (ligando-hCCUG) y el ligando dimérico JpJpK presenta una afinidad del orden pmolar bajo.
La union estd dirigida entrépicamente y muestra un perfil termodindmico de interaccién
completamente distinto al de los ligandos con la base Janus Js.

4.1.4. Espectrometria de masas

La estequiometria de los complejos hCCUG-JpK y hCCUG-JpJpK se habia determinado mediante
los experimentos de ITC. No obstante, se decidié corroborar los valores obtenidos mediante
otra técnica, la espectrometria de masas con ionizacién por ESI. Para ello, se escogié el ligando
dimérico JpJpK ya que presentaba mayor afinidad por hCCUG y se disponia de mayor cantidad
(Figura 2.34).
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Fig. 2.34. Espectro de EM-ESI de los complejos formados entre hCCUG y JpJpK. Se observan los iones multicargados
de distintas especies resaltadas en distintos colores. El nimero que sigue a la letra (A, By C) indica el niUmero de
cargas (z) que posee cada especie observada.

La resolucidn de este espectro no fue tan buena como la obtenida en los anteriores ensayos
Pese a ello, se detectaron tres grupos de sefiales correspondientes a hCCUG libre y a los
complejos hCCUG-JpJpK 1:1y 1:2 con distinto nimero de carga (z= 5-6). De nuevo, se confirmo
la estequiometria obtenida mediante ITC, es decir que se unen dos ligandos JpJpK a cada
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estructura hCCUG, muy probablemente interaccionando cada uno de ellos con un /oop interno
5’-CU/UC-3".

4.2. Ligandos con Jypara la diana hCCUG

Habiendo definido experimentalmente que el pK, de la base J; tiene un valor de 7.07 + 0.02
(ver Apartado 3.1.1., Capitulo 1), en condiciones de pH neutras la especie 4cida y la basica
coexisten con una relacién casi equimolar. Analizando el perfil dador-aceptor de enlaces de
hidrégeno de ambas caras de la especie protonada de J; se observé que, sobre el papel, podia
reconocer el par no candnico C-U mediante cinco enlaces de hidrégeno (Figura 2.35).

N_Ow, o__N

D

/ e -
@ H

NH, © &N“ o

Fig. 2.35 Interaccion de la base J; protonada con el par no-candnico C-U presente en la estructura de RNA téxico
asociado a la DM2.

Teniendo en cuenta estos hechos, se realizé6 un estudio preliminar de ITC con el ligando ya
sintetizado J;K a pH 5.50 y 7.0 (Tabla 2.15) y, observando unos resultados bastante
interesantes debido a su dependencia del pH, se decidié sintetizar un nuevo ligando dimérico
con dos bases J; consecutivas para poder interaccionar con los dos mismatches que conforman
los loops internos de la estructura CCUG, (Figura 2.36). La sintesis del PNA se llevo a cabo
mediante sintesis en fase sélida empleando las mismas condiciones que anteriormente (ver
P.Exp. Capitulo 2) obteniendo el ligando con un rendimiento del 41%.

HoN YN NH
Ny |
NH,
H,N ~_N \)kN /\/N
Fig. 2.36. Ligando J1J{K disefiado para la diana CCUG,, relacionada con la DM2.

Obtenido el ligando, se procedid con el estudio biofisico de su interaccién con la diana hCCUG.
La interaccion dptima debia tener lugar a pH acido, por lo que la mayoria de los ensayos
biofisicos que se explican a continuacién se llevaron a cabo a pHs 5.50 y 7.0 para analizar la
dependencia de la interaccidn con el pH.

4.2.1. Desnaturalizacion térmica controlada por UV

En primer lugar, se analizé el efecto que los ligandos JtK y JiJ;K provocan sobre la estabilidad
térmica del hairpin hCCUG. Mediante espectroscopia UV, se determiné la T,, de hCCUG a pH
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5.50y, posteriormente, se registraron curvas de fusién con distinto nimero de equivalentes de
ambos ligandos a pH 5.50 y 7.0 (Tabla 2.13).

Tom (AT) (°C) pH 5.5
T, (hCCUG, pH 5.5)= 74.2 + 0.4 °C

Ligando leq 2 eq 4 eq
K 74.3+0.8°C 73.8+0.4°C 73.5+0.4°C
T (+0.1°C) (-0.4°C) (-0.7°C)
74.2+0.1°C 73.7+1.2°C
JiK )
(0.0°C) (-0.5°C)

T (AT)(°C) pH 7.0

T,,(hCCUG, pH 7.0)= 68.4 + 0.8 °C

68.5+1.1°C 68.9+0.6 °C
JJ:K . . -
(+0.1°C) (+0.5°C)
Tabla 2.13. T, y AT,, determinadas por desnaturalizacion térmica controlada por UV de hCCUG el correspondiente
ligando y niumero de equivalentes. Los valores son la media de un minimo de dos determinaciones. Condiciones:

tampdn 10 mM de fosfato al pH indicado.

En la misma linea que los ligandos con Jp, los valores de AT,, determinados son muy pequefios
y pueden considerarse practicamente nulos. Sin embargo, en este caso se apreciaba una cierta
diferencia en los resultados obtenidos: a pH 5.50, condiciones en las que la base Janus estd
mayoritariamente protonada, los ligandos parecian desestabilizar la estructura del hairpin,
mientras que, a pH 7.0, en el que coexisten la forma basica y acida de J+, el ligando dimérico
estabilizaba ligeramente hCCUG. En ambos casos se observaba una correlacién entre el
numero de equivalentes de ligando y la AT,,. Al aumentar la relacién ligando:RNA a pH 4cido,
se aprecia una disminucion progresiva de la T,, mientras que, a pH neutro, se produce un
aumento.

No obstante, teniendo en cuenta que las AT,, obtenidas son muy pequefias y, en algunos casos
incluso inferiores a la desviaciéon de la T, y al error del método, no se pueden obtener
conclusiones fiables sobre el efecto de los ligandos en la estabilidad térmica de hCCUG.

4.2.2. Dicroismo circular

Con el objetivo de determinar si el ligando dimérico J1J;K perturba la estructura del hairpin
hCCUG a pH 4cido, se registraron los espectros de DC a pH 5.5 del RNA solo y en presencia de 2
equivalentes del ligando. Teniendo en cuenta la experiencia previa, no fue ninguna sorpresa no
observar cambios importantes en el perfil de elipticidad de hCCUG en presencia de Ji:K
(Figura 2.37). Del mismo modo que los ligandos con la base Jp, J1JtK no parece modificar la
estructura de hCCUG a pH acido.
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Fig. 2.37. Superposicién de los espectros de DC de hCCUG y hCCUG con 2 eq de J{J;K. Condiciones: Tampdn 10 mM
fosfato a pH 5.5, chccug= 2 UM.

También se llevaron a cabo experimentos de estabilidad térmica empleando el DC a pH 5.5. Se
estudié hCCUG solo y en presencia de 2 equivalentes del ligando dimérico J1J;K (Tabla 2.14).

T (hCCUG, pH 5.5)= 74.6 °C
Tm (AT)(°C)

Ligando leq 2 eq
74.2 °C
K ) (-0.4°C)

Tabla 2.14. Valores de T, y AT,, determinados por DC de hCCUG y hCCUG con 2 eq
de J1J{K. Datos correspondientes a una sola determinacidn. Condiciones: tampdn
10 mM de fosfato a pH 5.5, Cojigo= 2HM.

La AT,, obtenida por DC, que es la misma que la determinada empleando la espectroscopia UV,
indica que el ligando desestabiliza ligeramente la diana hCCUG. A pesar de ello, se trata de un
valor tan pequefio que no se pueden sacar unas conclusiones definitivas.

Hasta este punto y, como en los anteriores estudios de la interaccién ligando-diana sucedia,
los ensayos biofisicos realizados parecen indicar que no se modifica sustancialmente la
estructura de hCCUG debido a su interaccion con los ligandos JtK y J1JtK nia pH 5.5 nia 7.0.

4.2.3. Calorimetria de valoracion isotérmica

El objetivo del estudio preliminar de ITC del ligando JtK con hCCUG era determinar si existia o
no alguna interaccion entre ellos y, si tenia lugar la complejacidn, parecia interesante
determinar sus parametros termodindmicos asi como estudiar su dependencia con el pH.
Como se ha comentado, al observar que la interaccién liberaba un gran calor y que existia una
importante dependencia del pH, se procedié con la sintesis y el estudio del ligando dimérico
JrhK.
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Asi pues, se procedid con un estudio exhaustivo de los ligandos J;K y J1JtK a pH 5.5y 7.0 (Tabla
2.15).

Parametro PH=5.5 pH=7.0

termodinamico K JohK K JohK

Kq (LM) 10.1+0.8 26+0.1 63.5%2.9 145+1.2

n 2.03+0.10 2.24+0.23 - 1.88+0.12

AH (KJ/mol) -47.3+2.63 -959+2.8 -32.3+0.9 -56.3+45
AS (J/mol-K) -62.9 -214.5 -30.7 -96.3
-T- AS (KJ/mol) 18.7 64.0 9.2 28.7
AG (KJ/mol) -28.5 -31.9 -23.2 -27.6

Tabla 2.15. Parametros termodinamicos a 25°C de la unién entre hCCUG vy los ligandos J;K y JiJ;K. Condiciones:
Tampoén 10 mM fosfato a pH indicado, checus= 10 UM, C(ligando)= 500 HM.

El termograma registrado en la valoracion de JiJK sobre hCCUG a pH 5.5 y su ajuste a la
isoterma fueron casi inmejorables (Figura 2.38) y, asombrosamente, la constante de
disociacién obtenida era mejor que cualquiera de las determinadas anteriormente (Kia= 2.6
uM).

Time (s)
10|00 20|00 SOIOO 40|00 50[00 SOIOO
I I T I T I I I T I T I

o
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|

-10 -

-20 -}
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-40 -
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Figura 2.38. Termograma a 25°C del ligando J1J{K sobre hCCUG (parte superior) y ajuste de los datos a la isoterma
(parte inferior). El blanco ha sido restado. Tampoén 10 mM fosfato a pH 5.5. checus= 10 UM Y Cligando= 500 UM.

133



Capitulo 2

Constante de disociacion y estequiometria de los complejos.

Si se comparan las constantes de disociacion (Kq) obtenidas, se puede observar que, por un
lado, el ligando dimérico presenta mayor afinidad por la diana que el monomérico y, por otro
lado, que el pH tiene un impacto importante en el valor de la Kg.

En cuanto a la primera observacién, la Ky de JJ7K es, a ambos pHs, unas cuatro veces mejor
que la del ligando monomérico. Ello no es de extrafiar puesto que el ligando dimérico puede
establecer mayor nimero de interacciones con la diana que el monomérico. La afinidad de
J1J:K a pH 5.5 por hCCUG es del orden uM bajo (Ka= 2.6 uM) y es una de las mejores Ky
obtenidas en esta tesis doctoral. La constante obtenida para el ligando monomérico a pH 5.50
(Ka= 10.1 uM) también puede considerarse bastante buena teniendo en cuenta que es del
mismo orden que la obtenida para el mismo ligando con la diana hCUG a pH neutro (Ke= 9.7
uM).

En cuanto a la dependencia del pH, para ambos ligandos puede observarse que la afinidad por
hCCUG es unas seis veces mayor a pH acido que a pH neutro. A pH 7.0, ambos ligandos
parecen interaccionar con la diana, pero la afinidad por ella se ve muy reducida.

La estequiometria de los complejos es en todos los casos de 2:1 (ligando-RNA). Estos
resultados se pueden interpretar del mismo modo que se ha hecho para los ligandos con la
base Jp (ver Apartado 4.1.3., Capitulo 2), es decir, entendiendo que cada ligando interacciona
con un loop interno formado por dos pares consecutivos C-U. Hay que decir que, debido a la
elevada constante de disociacién que presenta J;K por hCCUG a pH 7.0, el ajuste de la isoterma
dio valores de n con mucho error asociado y sin interpretacién posible (n préoximos a cero).

Contribucion de los efectos entdlpicos y entropicos a la unidn.

En cuanto a las contribuciones energéticas de la interaccion (Figura 2.39), en todos los casos la
union es exotérmica y estd dirigida entdlpicamente. Sin embargo, los valores entrépicos son
completamente desfavorables a la complejacion (AS< 0). Asi pues, los ligandos presentan un
perfil de unién de tipo intercalante, tal y como sucedia con los ligandos con esta misma base y
la diana hCUG. Hay que destacar que este perfil de interaccién se aparta del que tienen los
ligandos con Jp con la diana hCCUG (AH< 0, AS> 0) en que ambas contribuciones son favorables
y es la entrépica la que dirige la formacién del complejo.

A los dos pHs estudiados, la interaccion del ligando dimérico es el doble de exotérmica que la
del ligando monomérico, lo que es totalmente coherente con el hecho que el ligando dimérico
puede establecer el doble de enlaces de hidrégeno con la diana. También se puede observar
una compensacion entdlpico-entrépica, pues cuanto mas exotérmica es la interaccién, mas
desfavorable es la variacidn de entropia.

Asi pues, aunque la base Janus J; no se disefié para reconocer los apareamientos no candnicos
C-U, se ha podido comprobar mediante ensayos biofisicos que a pHs acidos J; es capaz de
reconocerlos y unirse a ellos con gran afinidad. Concretamente, el ligando dimérico JiJ:K se
une al hairpin hCCUG a pH 5.5 con una Ky del orden uM bajo para formar un complejo 2:1
(J1)+K- hCCUG). Ciertamente, el interés practico de esta observacion es por ahora limitado ya
que la afinidad de los ligandos con J; por hCCUG a pH fisiolégico es muy baja (J;K) o intermedia
(J1J+K), ademas de ser inferior a la de JpJpK.
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Fig. 2.39. Contribuciones energéticas a 25°C de la interaccién de los ligandos con J{K y J1J{K con la diana hCCUG al
pH especificado.

5. Evaluacién de los ligandos que contienen la base Janus Jy

Paralelamente al estudio de los complejos descritos en los apartados anteriores, se realizaron
ensayos biofisicos con los ligandos que contenian la base Janus Jy, disefiada para reconocer el
par candnico C-G. Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, se sintetizaron ligandos
tipo PNA con la Base Jy Unicamente o en combinacién con Jy, con el objetivo de interaccionar
con dianas de RNA de DM1 o bien, en combinacién con Jp, para unirse a dianas de DM2. En
este apartado se describe el comportamiento de todos los ligandos que contienen Jy vy, para
mayor claridad, se ha dividido la discusion en dos subapartados, uno para cada diana
estudiada: la diana hCUG de DM1 y la diana hCCUG de DM2.

Antes de entrar los detalles de los ensayos, hay que decir que las expectativas que se tenian
respecto al comportamiento de los ligandos con Jy eran mas bien escasas. Las bases Janus J;y
Jp estaban pensadas para introducirse como cufia entre los pares no candnicos pirimidinicos
U-U y C-U, respectivamente. De lo contrario, Jy estaba disefiada para hacer de cuia en un par
canonico G-C, es decir, un par purina-pirimidina, por lo que la distorsidon que produciria en el
duplex de RNA debia ser superior que la ejercida por Jr y Jp . Asi pues, probablemente, la
interaccion no estaria tan favorecida.

5.1. Ligandos con las bases Janus Jy y J; dirigidos a la diana hCUG
Se realizaron estudios de desnaturalizacion térmica y de DC con la diana G(CUG)4C y el ligando
monomeérico JwK. Los resultados fueron analogos a los obtenidos para los ligandos que sélo

contenian J, es decir, que la estructuracidn deficiente de G(CUG),4C no permitié obtener datos
reproducibles ni fiables de los experimentos realizados (ver P. Exp. Capitulo 2).
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5.1.1. Condiciones de fuerza idnica alta

Con la diana hCUG se llevaron a cabo algunos ensayos de desnaturalizacidon térmica en
condiciones de fuerza idnica alta con los ligandos JwK, JHwK, JwhK, JwidwK v JedwlwliK.
Andlogamente a cdmo sucedidé con los ligandos comentados en el Apartado 3.2.1.1 de este
capitulo, las curvas obtenidas presentaron histéresis y, a pesar de determinar los valores de
AT, la Unica conclusién que pudo extraerse fue que parecia existir una interaccién de los
ligandos con hCUG (ver P. Exp. Capitulo 2). De las valoraciones por DC de JyK sobre hCUG se
determind que el ligando no modifica significativamente la estructura del RNA por lo que,
teniendo en cuenta que tampoco se habian obtenido cambios en el perfil de elipticidad de los
ligandos con Jy, se decidid no proseguir con el resto de ligandos en los que se combinaban
ambas Janus. Finalmente, se estudié mediante ITC la posible interaccion de JwK, JpwK, JwhK y
JwitdwK con hCUG. No se obtuvieron datos termodindmicos de la interaccién entre el ligando
monomeérico JwK y hCUG puesto que los calores registrados tras cada inyeccion correspondian
al calor de dilucién de la solucién de ligando en la celda de la muestra. Sin embargo, con los
ligandos diméricos JUwK y JwliK y el trimérico JwltdwK se pudo registrar un pequefio calor
asociado a la interaccién, sin embargo, el ajuste de los datos a la isoterma fueron muy
defectuosos y los valores obtenidos muy poco reproducibles.

La discusidn de la problematica experimentada en los ensayos biofisicos en condiciones de
fuerza idnica alta realizada en el Apartado 3.2.1. de este capitulo puede hacerse extensiva a
estos ligandos. Ademas, teniendo en cuenta que de los ensayos aqui resumidos no se pudieron
obtener datos sélidos de la interaccidon, se ha creido conveniente trasladarlos a la Parte
Experimental (Capitulo 2) de esta tesis.

A continuacidn solo se detallara el analisis y discusién de los ensayos realizados con hCUG en
condiciones de fuerza idnica baja.

5.1.2. Condiciones de fuerza idnica baja

En este apartado se describen los resultados obtenidos del estudio mediante técnicas
biofisicas de los ligandos JwK, JwlwK, JHwK, JwdtK, JwlrdwK vy JxdwlwdtK con la diana hCUG en un
tampdn 10 mM fosfato a pH 7.0.

5.1.2.1. Desnaturalizacién térmica controlada por UV

Para realizar un estudio preliminar del posible efecto de los ligandos sobre la estabilidad
térmica de hCUG se escogid JwK, para ver qué efecto tenia la nueva base Janus, y JiJwK, en el
que Jw se combinaba con J;. Se registraron curvas de desnaturalizacién (melting y annealing)
controlando la absorcién a 260 nm y con un gradiente de 0.5°C/min, pudiéndose comprobar
que no se producia histéresis (Tabla 2.16).

Las conclusiones a las que se llegd a partir de las AT,, determinadas son las mimas que para los
ligandos anteriormente estudiados. Las variaciones de T,, (AT,) son tan pequefias que casi
podrian considerarse nulas. Incluso en algunos casos, la desviacién estandar asociada al valor
de T, es superior a la AT, determinada. Tal vez, la Unica salvedad es que JwK parece
desestabilizar el hairpin de hCUG, aunque sélo ligeramente. Menos consistentes son las ATy,
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asociadas a JwK, pues no hay ninguna correlacion clara con el nimero de equivalentes de

ligando.
Tm(hCUG, pH 7.0)=63.2 £ 0.2 °C
Tm (ATw) (°C)
Ligando leq 2 eq 4 eq
oK 63.2+0.0°C 62.9+0.0°C 62.4+0.1°C
w (0.0°C) (-0.3°C) (-0.8°C)
62.9+0.5°C 62.9+0.5°C 62.8+0.5°C
JwK
(-0.3°C) (-0.3°C) (-0.5°C)

Tabla 2.16. T, y AT,, determinadas por desnaturalizaciéon térmica controlada por UV de hCUG con el
correspondiente ligando y nimero de equivalentes. Los valores presentados son la media de un minimo de dos
curvas. Condiciones: tampdn 10 mM fosfatos a pH 7.0.

5.1.2.2. Dicroismo Circular

Se realizaron valoraciones por DC con el objetivo de determinar si alguno de los ligandos
modificaba la estructura del RNA diana. Se eligieron los ligandos de mayor tamafio pensando
en poder detectar la mayor distorsién posible del hairpin: JwwK, como ligando con solo Jy, vy
JidwlwdtK, como representante de los ligandos en los que se combinan las dos bases Janus
(Figura 2.40).

Los cambios en la elipticidad de hCUG producidos por los ligandos estudiados eran muy
pequeios en ambos casos, prueba de que practicamente no se modifica la estructura de Ila
diana. De nuevo, los ligandos estudiados parecen no modificar la estructura del hairpin hCUG.
Simplemente mencionar, casi como curiosidad, que por primera vez se observé un aumento de
la elipticidad como resultado de la interaccién de JwJwK con hCUG.

Se creyd innecesario proseguir con el resto de ligandos.
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Fig. 2.40. Superposicion de los espectros de DC de hCUG y hCUG con JyJwK. Condiciones: Tampdn 10 mM
fosfato a pH 7.0, chcyg= 2 UM.
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5.1.2.3. Calorimetria de valoracion isotérmica

La ITC habia sido hasta este punto la técnica que habia aportado mas informacién acerca de la
interaccion entre los ligandos sintetizados y la correspondiente diana. Por este motivo, se
decidié realizar algunos experimentos de ITC en las condiciones optimizadas anteriormente y
determinar si existia, o no, interaccion entre los ligandos con Jy y hCUG.

El estudio se inicié con los ligandos que solo contenian la nueva base Jy. Sin embargo, ni para
el ligando monomérico JwK ni para el dimérico JwJwK se consiguié obtener un termograma con
suficiente calor asociado a la interaccidn. En cada inyeccidn solo se detecté el calor de dilucién
de la solucién de ligando en la celda de la muestra. Estos resultados parecian indicar que la
Base Jw no era capaz de introducirse por si sola entre los pares C-G del hairpin hCUG.
Analizando con detalle el estudio publicado por McLaughlin donde se describe Jiy como cuiia
Janus del par C-G, se vio que no se mencionaba la capacidad de Jyw para reconocer pares C-G
aislados, es decir, que se empleaba un PNA 8-mer con una Jy exclusivamente combinada con
otra Janus capaz de reconocer mismatches pirimidinicos.mg] Se pensé entonces en la
posibilidad de que Jw no fuese capaz de introducirse entre un par candnico C-G, pues
posiblemente su introduccién distorsionaria demasiado el duplex de hCUG ademds de requerir
la rotura de los enlaces de hidrégeno del par Watson-Crick. Ya que los ligandos que contenian
exclusivamente J; presentaban buenas afinidades, se pensé que tal vez los ligandos en los que
se combinaban ambas bases darian mejores resultados. Quiza, si J; se introducia entre un par
U-U, la base Jw del mismo ligando podria reconocer mas facilmente el par C-G contiguo. Asi
pues, se procedié con los ensayos del resto de ligandos.

Los calores obtenidos asociados a la interaccién no fueron muy grandes y, generalmente, no se
llegd a la saturaciéon completa de la diana debido a las pequefas afinidades de los ligandos. No
obstante, los ajustes se realizaron a un modelo independiente sin demasiado error asociado
(Tabla 2.17).

Parametro
termodingmico JwK JwdK JwlrdwK JrdhwwliK
Kqg (M) 46.7 £3.8 473128 100.1 £ 4.6 373+29
n 2.400.36 2.14+0.22 1.78 £ 0.17 2.85+0.28
AH (KJ/mol) -79.9+15.4 -85.5+10.5 -113.6 £9.0 -90.3+4.1
AS (J/mol-K) -185.3 -203.9 -304.4 -222.4
-T- AS (KJ/mol) 55.3 60.8 90.8 66.3
AG (KJ/mol) -24.7 -24.7 -22.8 -24.0

Tabla 2.17. Parametros termodinamicos a 25°C de la unién entre hCUG vy el ligando indicado: Tampdén 10 mM
fosfato a pH 7.0, cheug= 10 UM, C{iigandos)= 500 LM.

Constantes de disociacion y estequiometria de los complejos.

Como puede valorarse en la tabla 2.17, todos los ligandos estudiados tienen unas constantes
de disociacion mucho mayores que los ligandos con la base J; exclusivamente. Las afinidades
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obtenidas parecen indicar que la presencia de esta base en los ligandos influye negativamente
en la interaccién. De hecho, las Ky de JJwK y JwltK son casi cinco veces mayores que la del
ligando J:K. Mas aun, el ligando con dos bases Jy flanqueando J; (JwltJwK) presenta una
afinidad mads de diez veces inferior. Para el tetrdmero JidwlwltK se obtuvo una constante muy
similar a la de los ligandos diméricos, lo que hace pensar en que se contrarrestan los efectos
negativos de Jy con la presencia de Js.

Las estequiometrias obtenidas para los ligandos diméricos, asi como para el trimérico, indican
la formacién de complejos 2:1 (ligando:hCUG), lo que encaja con que cada base J; interaccione
con uno de los pares U-U. No obstante, para el ligando JiwlwltK se obtuvo una estequiometria
mas préxima a 3:1 que es dificil de comprender. Una estequiometria tan alta solo podria
explicarse si el ligando provocara la apertura del hairpin y éste estableciera interacciones con
distintos ligandos a la vez. Sin embargo, este fendmeno implicaria un notable cambio
estructural que tal vez deberia haberse visto reflejado en el perfil de elipticidad de hCUG. Por
este motivo, la explicacion que parecia mads realista era que se tratase de un problema en el
ajuste matematico de la isoterma. Constantes de asociacién tan bajas implican pendientes
muy pequefas en la isoterma, con lo que la determinacién de n, que corresponde al punto de
inflexién de la sigmoide, se ve facilmente afectada.

Contribucion de los efectos entdlpicos y entrdpicos a la unién.

Las contribuciones energéticas que se obtuvieron indican que la interaccién entre los ligandos
y hCUG estd dirigida entdlpicamente, mientras que la entropia presenta valores muy
desfavorables a la interaccion. Este perfil de interaccion se correspondia con el obtenido para
los ligandos con J; exclusivamente y describe un tipo de unidn intercalante. Para estos ligandos
no se observa una correlacién légica entre las entalpias de unién, pero se adivina una cierta
compensacién entalpico-entrépica (Figura 2.41).
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o
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Fig. 2.41. Contribuciones energéticas determinadas por ITC a 25°C de la interaccion de los ligandos en los que se
combina la Janus J; y Jy con la diana hCUG.

Finalmente, vale la pena destacar que los ligandos diméricos (JidwK y JwliK) presentan
pardmetros termodinamicos muy parecidos, de lo que podria concluirse que no existe una
orientacién preferente en su unidn a la diana.
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En cualquier caso, los ligandos aqui estudiados presentan unas afinidades demasiado bajas por

la diana hCUG para ser considerados unos buenos cabezas de serie y necesitarian ser
estudiados con mas detenimiento para comprender su modo de unioén.

5.1.2.4. RMNde °F

También se intentd obtener informacién estructural de la interaccién entre los ligandos con Jy
y hCUG mediante RMN-"F. Los experimentos se realizaron con los mismos parametros que
anteriormente (ver Materiales y Métodos) con la diana F,-hCUG y el ligando JiJwK (Figura
2.42). La adicién de 2 eq del ligando JJwK a F,-hCUG provocd un pequefio cambio en el

desplazamiento de la sefial de F correspondiente a A8= -0.09 ppm, asi como un
ensanchamiento de ésta. El incremento en el desplazamiento era inferior a los obtenidos con
los ligandos J1K y J1G4J7K, lo que podria interpretarse como que el complejo no se forma o, al
menos, no lo suficiente con esta relacién ligando:RNA, probablemente, debido a la baja
afinidad del ligando por hCUG. En cualquier caso, de producirse la formaciéon del complejo,

ésta no implicaria una importante distorsion de la estructura de hCUG la cual se hubiera visto
reflejada en el espectro con una A& mayor.

F,-hCUG + 2 eq J1JyK (-201.53 ppm)

\n A

v\ A )
N NV W
! ‘.,f VAW W W el

T T T T T T T T T T
-196 -197 -198 -199 -200 -201 -204 -205 -206 -207 -208 -209

-202 203
f1 (ppm)

Fig. 2.42. Espectros de RMN-"F de F,-hCUG y F,-hCUG en presencia de 2 eq de JJwK. Referencia interna:
trifluorotolueno. Cgya= 150 uM.

Hubiera sido deseable poder realizar un estudio mas detallado de RMN-'H para intentar
comprender como es la interaccion de los ligandos con las bases J; y Jw. No obstante, para ello
hubiera sido conveniente tener una asignacion casi completa del espectro de RMN-"H de hCUG
y una importante cantidad de RNA y de ligando, de la que no se disponia. Ademas, teniendo en
cuenta la poca afinidad que presentan estos ligandos, no se consideré una prioridad.
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5.1.2.5. Espectrometria de masas

La estequiometria obtenida por ITC del complejo formado por hCUG vy el ligando JpdwlwdiK fue
aproximadamente de 3:1 (ligando:hCUG), que como ya se ha comentado, es dificil de justificar.
Por este motivo, se creyd interesante emplear la EM-ESI para aclarar este punto. Sin embargo,
el espectro de EM-ESI registrado de hCUG con JHwlwltK presentaba muy baja resolucién y la
determinacion estequiométrica del complejo (o de los complejos) fue muy problematica. En el
espectro se podia observar la masa de hCUG libre y solo la del complejo 1:1 (hCUG- JpdwdwliK),
sin embargo, no se puede asegurar que sea el Unico complejo formado (ver P.Exp. Capitulo 2).

5.2. Ligandos con las bases Janus Jy, y Jp dirigidos a la diana hCCUG

Con los ligandos sintetizados que contenian la base Jp, disefiada para reconocer el par no
canonico C-U, en combinacidon con Jy, también se llevaron a cabo estudios biofisicos de su
interaccion con la diana hCCUG en condiciones de fuerza idnica baja (tampdn 10 mM fosfato a
pH 7.0). A continuacidn se describen y discuten los datos obtenidos para los ligandos JpJwK vy
JpdwlwlpK.

5.2.1. Dicroismo circular

Teniendo en cuenta la poca informacién que aportaron estos ensayos en los casos anteriores,
se decidio realizar sélo el estudio con el ligando tetramérico JplwlwlpK puesto que,
posiblemente, seria el que provocaria un mayor efecto sobre la estructura de hCCUG. Se
registraron espectros de DC de la diana con cantidades crecientes de ligando. En la figura 2.43
se muestra la superposicion de los perfiles registrados; principalmente se puede observar que
el ligando no parece tener un efecto significativo en la estructura de la diana, ya que la
variacién de elipticidad de hCCUG en ausencia y presencia de ligando es minima.

Puede apreciarse un pequefio aumento de elipticidad en la adicién de 1 equivalente de ligando
que se mantiene con las posteriores adiciones; este hecho, inicialmente, hizo pensar en que se
podia estar saturando la diana, sin embargo, esto hubiera significado que JpJwlwlpK presentaba
una altisima afinidad por hCCUG, contrariamente a lo esperado.

8x10° L . 1 N L N 1 N L N L Y
——hCCUG
——hCCUG + 1eq J_J J J K

D w w" D

——hCCUG +2eq J_J J J K

p"w w"p

——hCCUG +3eq J_J J J K

p"w w" D

7x10° 4

6x10° -

5x10°
4x10° 4
3x10° 4

2x10° 4

[6],, (deg-cm’/dmol)

1x10°

0

-1x10° A

T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320
A (nm)

Fig. 2.43. Superposicién de los espectros de DC de hCCUG y hCCUG con distintos equivalentes de JpJudwloK.
Condiciones: Tampon 10 mM fosfato a pH 7.0, chcyg= 2 UM.
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Las curvas de fusidn se registraron de 10 a 90°C con un incremento de 0.5°C/min y se registré
la variacion de elipticidad a 270 nm (Tabla 2.18).

T (hCCUG)=70.8 °C

Tm (AT,)
Ligando leq 2 eq
JohududoK 69.3 °C 69.4 °C
(-1.5°C) (-1.6°C)

Tabla 2.18. Valores de T, y AT,,, determinados por DC de hCCUG con distinto nimero de equivalentes del ligando
JoJwIwJpK. Condiciones: Tampdn 10 mM de fosfato a pH 7.0, cojigo= 2UM.

Los valores de AT,, obtenidos no son muy grandes, sin embargo, parecen indicar que el ligando
JodwdwloK tiene un efecto desestabilizante sobre la diana hCCUG. Por otro lado, los valores
determinados de AT, para 1y 2 equivalentes del ligando eran, aparentemente, los mismos, lo
que se correspondia con la observacidn hecha en las valoraciones de DC.

5.2.2. Calorimetria de valoracion isotérmica

Aunque sin demasiadas expectativas, se prosiguid con el estudio mediante ITC de Ia
interaccion de JpJwK v JpdwlwlpK con hCCUG. Las valoraciones se llevaron a cabo en las mismas
condiciones y con los mismos parametros experimentales que anteriormente. Los calores
obtenidos en cada adicién de ligando no fueron muy grandes y, en consecuencia, el ajuste de
los datos a la isoterma se vio dificultado. No obstante, se pudieron determinar con poco error
asociado los pardmetros termodindmicos de la complejacién de los ligandos con hCCUG (Tabla
2.19).

Parametro
termodinamico i e
Kqg (LM) 24327 17.6+0.3
n 2.38+0.28 2.20+0.35
AH (KJ/mol) -14.2+2.4 -24.8+8.3
AS (J/mol-K) 40.6 7.8
-T- AS (KJ/mol) -12.1 -2.3
AG (KJ/mol) -26.3 -27.1

Tabla 2.19. Parametros termodinamicos a 25°C de la union entre hCCUG y el ligando
indicado. Condiciones: Tampo6n 10 mM fosfato a pH 7.0, chcye= 10 UM, Cjigandos)= 500 UM.

Constantes de disociacion y estequiometria de los complejos.

Como era de esperar, las constantes de disociaciéon determinadas son mucho mayores que las
determinadas para los ligandos que sélo contienen la base Jp. De nuevo, los datos obtenidos
parecen indicar que la interaccidn entre los ligandos y el RNA se ve dificultada por la presencia
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de esta nueva base adicionada a Jp aunque, en este caso, los valores de Ky son mejores que los
descritos en el apartado anterior para los ligandos con J; y Jw y la diana de DM1.

La afinidad del ligando JpJwJwdoK (K4= 18 uM), a pesar de ser superior a la del ligando dimérico
IpJwK (Kg= 24 uM), es unas tres veces inferior a la de ligando JpJpK. Por otro lado, si se compara
el ligando JpJwK con el monomérico JpK, se puede comprobar que la constante de disociacion
es mas de dos veces superior. Estos hechos corroboran la contribucidn negativa de la Janus Jy
a la interaccion.

Las estequiometrias obtenidas indican que ambos ligandos forman un complejo 2:1
(ligando:hCCUG). En el caso de JpJwK, esta relacion sugiere la unién de cada ligando a uno de
los loops internos del RNA. Sin embargo, no tiene mucho sentido en el caso del ligando
tetramérico (JpJwlwloK) y, del mismo modo que antes, se pensoé que podia atribuirse a un error
en su determinacidn puesto que la pendiente de la isoterma era muy pequefia.

Contribucion de los efectos entdlpicos y entropicos a la unidn. Para los dos ligandos, las
interacciones son exotérmicas y la entropia es favorable a la unién, por lo tanto, el perfil
termodinamico de la interacciéon es semejante al de los ligandos con solo Jp. No obstante,
ambos términos son ahora muy semejantes para el ligando JpJwK vy, en el caso del tetrdmero
JodwdwlpK, la unidn esta claramente dirigida por el término entalpico (Figura 2.44).La AH de la
union del ligando JpJwdwlpK a hCCUG es casi el doble que la determinada para el ligando JpJwK,
lo que tiene mucho sentido ya que tendria que poder establecer el doble de interacciones. En
cambio, a pesar de que ambos tienen una variacién de entropia favorable a la unién, el
término entrépico de JplwlwlpK tiene muy poco peso en la interaccion. Este hecho podria
explicarse si se tiene en cuenta que, posiblemente, los castigos entrépicos que debe sufrir el
ligando JplwlwpK son mucho mayores que los de JpJwK debido a la superior libertad
conformacional del primero. Ademds, se puede también observar el efecto de compensacién
entalpico-entrdpica.

° ] —
p JoduK JodulwloK

-10

-15 7
M AH (KJ/mol)

M -T- AS (KJ/mol)

LI AG (KJ/mol)

KJ/mol
N
o

-30 -

Fig. 2.44. Contribuciones energéticas a 25°C de la interaccion de los ligandos en los que se combina la Janus Jp y Jw
con la diana hCUG.

En resumen, los resultados obtenidos por ITC evidencian que existe una interaccién, aunque
débil, entre los ligandos JpJwK vy JpdwlwlpK y hCCUG.
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Como conclusién global de los ligandos mixtos, J; con Jw o Jp con Jy, se puede decir que la
presencia de la base Jw contribuye negativamente en la interaccidon de los ligandos con sus
respectivas dianas, por lo que no deben ser considerados unos buenos cabezas de serie.

5.2.3. Espectrometria de masas

Como ya se ha comentado, la estequiometria de 2:1 (ligando:hCUG) obtenida mediante ITC
para el complejo entre hCCUG vy JplwlwlpK es muy dificil de justificar. Por este motivo, se
llevaron a cabo unos experimentos de EM-ESI del complejo. En este caso, la resolucién del
espectro fue mucho inferior a la obtenida para el complejo JwlwdtK:hCUG y, ademas, se
detectd una gran cantidad de ligando y RNA libres. Asi pues, la determinacién estequiométrica
del complejo no pudo considerarse demasiado fiable. En el espectro obtenido se detectd
Unicamente la masa del complejo 1:1 (JpJwlwloK : hCCUG) aunque no puede asegurarse que
sea el Unico complejo formado (ver P.Exp. Capitulo 2).

6. Selectividad

Una caracteristica imprescindible que debe presentar cualquier molécula con actividad
terapéutica es selectividad. La selectividad es la capacidad de una molécula o farmaco de
interaccionar y reconocer su diana frente otras posibles biomoléculas presentes en cualquier
organismo. Es una propiedad muy importante ya que, a mayor selectividad, menores serdn los
efectos secundarios que se puedan derivar de la administracién de un farmaco. En cuanto a los
ligandos de RNA, es importante disefiar pequeias moléculas con buenas selectividades para
que reconozcan de forma especifica su diana de RNA sobre todo frente a otras de las multiples
estructuras de RNA, pero también frente a DNA y proteinas. De lo contrario, la toxicidad del
producto podria tener consecuencias indeseadas y perjudiciales.

Asi pues, era imprescindible evaluar la selectividad de los mejores ligandos sintetizados por
otras estructuras de RNA ya que, seguramente, debido a su naturaleza de PNA tendrian mayor
afinidad por estructuras oligonucleotidicas que por proteicas. Para ello, se decidié evaluar los
ligandos que mejores resultados y constantes de disociacion habian mostrado y que podrian
llegar a ser unos buenos cabezas de serie para futuras generaciones de ligandos: JtK, J1G4J:K,
JoK'y JpJpK.

Puesto que la técnica que mds informacién nos habia aportado de la interaccién entre los
ligandos y sus dianas habia sido la ITC, se decidié emplearla para el estudio de la selectividad.
Se trataba, pues, de valorar cada uno de los ligandos escogidos con otras dianas de RNA,
determinar la Ky y compararla con la obtenida con su diana objetivo. En primer lugar, se
decidié realizar el experimento con una estructura tallo-lazo de RNA 22-mer andloga a hCUG
pero en la que los pares no candnicos U-U habian sido sustituidos por pares candnicos A-U, por
lo que su tallo era complementario (Hairpin Control, Figura 2.45). Por otro lado, se llevaron a
cabo experimentos “cruzados” para evaluar la selectividad de las bases Janus para reconocer
mismatches distintos a su mismatch objetivo. Para ello se evalud la unién entre el ligando J;K
con la diana hCCUG que presentaba pares no candnicos C-U y el ligando JpK con la diana hCUG
con mismatches U-U.

144



Capitulo 2

Para evaluar la unién de los ligandos a otras estructuras secundarias de RNA, se escogié un
fragmento 34-mer de un IRES viral (IRES34, Figura 2.45) que forma una estructura tipo stem-

Phe

loop con una protuberancia en la doble hélice, y el '/RNA™® que tiene unas grandes

dimensiones y presenta una gran variedad estructural (Figura 2.45).

La selectividad se calculéo mediante la ecuacion (2.8):

Kd(RNAcomml)

Selectividad = (2.8)

d(diana)

Para poder realizar una comparacion valida de las Ky es necesario realizar los experimentos
con las estructuras de control exactamente en las mismas condiciones en que se han realizado
con las dianas objetivo. En la tabla 2.20 se detallan los valores determinados de Ky y las
selectividades calculadas. En cursiva se indican las Ky de cada ligando con su diana objetivo.

o
X

2\-
uaA %
CA G A :G_;
G A GC C—G
C G uA G—C
G C uA G—u
AU CG A
C G CG U—A :
G C UCCU A R u GAC»‘«CL'U.,-.:_
] A CAAG C D < lJ\W"?«J '![lj(!v!(!’ g
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Control 5C Gy 2::.12
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IRES 34 C; A

Fig. 2.45. Estructuras de los RNAs escogidos para evaluar la selectividad de los ligandos J1K, J1G4J7K, JpK y JpJpK.

Selectividad (Kg)

RNA
1K 1,GakK 1K JoJoK
4.3 >43.5 >16
Hairpin Control
P (42 uM) (= 200 uM) ND (= 200 uM)
- - >
hCUG 213 ND
9.7 uM 4.4 uM (> 200uM)
hCCUG 6.6 ND k i
(64 uM ) 15.0 uM 6.1 uM
8.7 8.4
IRES 34
ND (40 M) ND (51 uM)
e ohe >45.5 >32.8
RNA
ND (2 200 uM) ND (2 200 uM)

Tabla 2.20. Selectividad calculada mediante la ecuacién (2.10) (en negrita) y K4 de los mejores ligandos frente a
algunas estructuras de RNA. En cursiva se detalla la Ky del ligando con su diana objetivo.Ky determinadas mediante
ITC. ND= no determinado.

La selectividad del ligando J;K hacia hCUG se evalué determinando su afinidad por el Hairpin
Control y por el RNA hCCUG que presenta pares no canénicos C-U (control cruzado). En ambos
casos se observé una interaccidon con los RNAs, aunque las Ky determinadas denotan que es
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muy débil. J;K resulta ser 4 y 7 veces mas afin por hCUG que por el Hairpin Control y por
hCCUG, respectivamente. Es importante destacar que JtK es una molécula con una alta
capacidad de formar enlaces de hidrégeno y de establecer interacciones electrostaticas v,
ademas, es bastante pequeia. Por todo ello, puede unirse de forma no especifica a muchas
zonas del RNA, por lo que no es de extrafiar que los valores obtenidos indiquen una
selectividad media.

Phe

En cuanto al ligando J;G4J:K, se determind la K4 con el Hairpin Control, el IRES 34 y el ‘RNA
En principio, se esperaba que el ligando J1G4JtK mostrase una mayor selectividad que J;K,
puesto que tiene un tamaifio mucho mayor y contiene dos bases Janus J; relativamente
separadas. Los valores obtenidos corroboraron las expectativas ya que las selectividades
obtenidas fueron elevadas. Hay que decir que los termogramas obtenidos con el Hairpin
Control y el 'RNA™™ fueron muy complejos de tratar y ajustar a las isotermas debido al poco
calor liberado y la escasa definicion de la sigmoide (ver P. Exp. Capitulo 2). La interaccién con el
RNA IRES 34 se pudo cuantificar mejor, aunque la afinidad del ligando es 9 veces inferior a la
que la presenta por su diana objetivo hCUG. Hay que destacar que el ligando J1G4J7K muestra
una selectividad por su diana objetivo hCUG frente al Hairpin Control mayor de 43, es decir,
mas de diez veces superior a la que tiene el ligando monomérico J;K. Este hecho valida de
algin modo la estrategia de ensamblado modular de bases Janus J; para generar ligandos
selectivos de RNA expandido (CUG®®) asociado con la DM1. Ademds, esta selectividad apunta
inequivocamente a que los ligandos que contienen J; se dirigen selectivamente a los pares no
canodnicos U-U de hCUG, y no a cualquier otro elemento estructural que también esta presente
en el Hairpin Control.

A pesar de que el ligando monomérico JpK de los pares C-U no presentd una gran afinidad por
hCCUG, se decidio valorar su selectividad frente el par U-U presente en hCUG. El termograma
del experimento de ITC solo mostraba los calores de dilucidn de la solucion en la celda de la
muestra y ningln calor asociado a la interaccion del ligando con hCUG. Con estos resultados,
se puede afirmar que JpK presenta una excelente selectividad hacia el mismatch C-U frente al
U-U, incluso mejor de la que tiene J;K para los pares U-U frente C-U.

El ligando dimérico JpJpK se evalud frente al Hairpin Control, al IRES 34 vy al ‘RNAP"®

No se
detectd unidn a la primera diana pues el termograma obtenido no mostraba calor asociado a
la interaccidn. Sin embargo, si se detectd una interaccion con las otras dos dianas aunque el
ajuste fue muy complejo debido al poco calor detectado. Las constante obtenidas, a pesar de
tener un importante error asociado, permitieron concluir que JpJpK presenta una afinidad unas
8 veces y mas de 33 veces superior por hCCUG que por el IRES 34 y el ‘RNA™",

respectivamente.

De los resultados obtenidos en los ensayos de selectividad se puede concluir que los ligandos
Janus diseflados tienen una buena selectividad por sus respectivas dianas frente a otras
estructuras variadas de RNA. Concretamente, la base Janus J; es selectiva del par no candnico
U-U vy la Jp lo es del par C-U. No menos importante es constatar que su ensamblaje modular
genera ligandos altamente selectivos de los RNAs tdxicos. Teniendo en cuenta que la mayoria
de los ligandos presentan unas afinidades del orden uM bajo, pueden ser unos buenos cabezas
de serie para el disefio de una segunda generacién de ligandos.

146



Capitulo 2

7. Bibliografia

[1]
(2]
(3]
[4]

(5]
(6]
[7]

(8]
[9]
[10]
[11]
[12]

[13]
[14]
[15]
[16]

[17]
[18]

[19]
[20]
[21]

[22]
[23]
[24]
[25]
[26]
[27]
[28]
[29]

[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]

A. Dejaegere, B. Kieffer, A. Podjarny, in RSC Biomol. Sci. (Eds.: A. Podjarny, A.P.
Dejaegere, B. Kieffer), Royal Society Of Chemistry, Cambridge, 2011, pp. 1-14.

B. D. Blakeley, S. M. DePorter, U. Mohan, R. Burai, B. S. Tolbert, B. R. McNaughton,
Tetrahedron 2012, 68, 8837—8855.

A. Podjarny, A. P. Dejaegere, B. Kieffer, Eds. , Biophysical Approaches Determining
Ligand Binding to Biomolecular Targets, Royal Society Of Chemistry, Cambridge, 2011.
J. D. Puglisi, I. Tinoco, Ignacio, in RNA Process. Part Gen. Methods, Academic Press,
1989, pp. 304-325.

T. R. Sosnick, X. Fang, V. M. Shelton, Methods Enzymol. 2000, 317, 393-409.

J.-L. Mergny, J.-C. Maurizot, ChemBioChem 2001, 2, 124-132.

P. Cahen, M. Luhmer, C. Fontaine, C. Morat, J. Reisse, K. Bartik, Biophys. J. 2000, 78,
1059-1069.

I. Tinoco, J. Am. Chem. Soc. 1960, 82, 4785-4790.

H. DeVoe, |. Tinoco Jr., J. Mol. Biol. 1962, 4, 518-527.

D. E. Draper, T. C. Gluick, Methods Enzymol. 1995, 259, 281-305.

C. H. Spink, S. E. Wellman, Methods Enzymol. 2001, 340, 193-211.

W. D. Wilson, F. A. Tanious, M. Fernandez-Saiz, C. T. Rigl, in Drug-DNA Interact. Protoc.
(Ed.: K.R. Fox), Springer New York, 1997, pp. 219-240.

D. M. Crothers, Biopolymers 1971, 10, 2147-2160.

K. J. Breslauer, in Methods Enzymol., Elsevier, 1995, pp. 221-242.

J.-L. Mergny, L. Lacroix, Oligonucleotides 2003, 13, 515-537.

S. R. Martin, M. J. Schilstra, G. Siligardi, in RSC Biomol. Sci. (Eds.: A. Podjarny, A.P.
Dejaegere, B. Kieffer), Royal Society Of Chemistry, Cambridge, 2011, pp. 226-246.
M. Eriksson, B. Nordén, Methods Enzymol. 2001, 340, 68-98.

A. Rodgers, N. Bengt, Circular Dichroism and Linear Dichroim, Oxford University Press,
New York, 1997.

K. Nakamishi, N. Berova, R. W. Woody, Circular Dichroism. Principles and Applications,
VCH, New York, 1994.

D. M. Gray, R. L. Ratliff, M. R. Vaughan, in Methods Enzymol. (Ed.: J.E.D. David M.J.
Lilley), Academic Press, 1992, pp. 389-406.

J. Kypr, I. Kejnovska, D. Renciuk, M. Vorlickova, Nucleic Acids Res. 2009, 37, 1713—
1725.

G. R. Bishop, J. R. Chaires, Curr. Protoc. Nucleic Acid Chem. 2002, Unit 7.11.

Y.-M. Chang, C. K.-M. Chen, M.-H. Hou, Int. J. Mol. Sci. 2012, 13, 3394-3413.

A. L. Lavoisier, P. S. Laplace, Mem.Acad.Roy.Sci. 1784, 3, 355-408.

0. Okhrimenko, I. Jelesarov, J. Mol. Recognit. 2008, 21, 1-19.

J. H. Lakey, E. M. Raggett, Curr. Opin. Struct. Biol. 1998, 8, 119-123.

A. L. Feig, in Methods Enzymol., Elsevier, 2009, pp. 409-422.

J. B. Chaires, Annu. Rev. Biophys. 2008, 37, 135-151.

M. J. Blandamer, P. M. Cullis, J. B. F. N. Engberts, J. Chem. Soc. Faraday Trans. 1998,
94, 2261-2267.

N. N. Salim, A. L. Feig, Methods 2009, 47, 198-205.

W. B. Turnbull, A. H. Daranas, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 14859-14866.

S. D. Gilbert, R. T. Batey, Methods Mol. Biol. 2009, 540, 97-114.

M. W. Freyer, E. A. Lewis, Methods Cell Biol. 2008, 84, 79-113.

M. Pellecchia, D. S. Sem, K. Wthrich, Nat. Rev. Drug Discov. 2002, 1, 211-219.

M. Pellecchia, I. Bertini, D. Cowburn, C. Dalvit, E. Giralt, W. Jahnke, T. L. James, S. W.

Homans, H. Kessler, C. Luchinat, et al., Nat. Rev. Drug Discov. 2008, 7, 738-745.

[36]

L. Fielding, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 2007, 51, 219-242.

147



Capitulo 2

[37] X. Zhang, A. Sanger, R. Hemmig, W. Jahnke, Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 6691—
6694.

[38] B. Kieffer, S. Homans, W. Jahnke, in RSC Biomol. Sci. (Eds.: A. Podjarny, A.P. Dejaegere,
B. Kieffer), Royal Society Of Chemistry, Cambridge, 2011, pp. 15-55.

[39] C. Yuan, R. M. Williams, Tetrahedron Lett. 1996, 37, 1945—-1948.

[40] J. T. Gerig, Online Textb. 2001, 4, 2011.

[41] T. Lombes, R. Moumné, V. Larue, E. Prost, M. Catala, T. Lecourt, F. Dardel, L. Micouin,

C. Tisné, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 9530-9534.

[42] C. Kreutz, H. Kahlig, R. Konrat, R. Micura, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 11558-11559.

[43] A. Kiviniemi, M. Murtola, P. Ingman, P. Virta, J. Org. Chem. 2013, 78, 5153-5159.

[44] S. Purser, P. R. Moore, S. Swallow, V. Gouverneur, Chem. Soc. Rev. 2008, 37, 320-330.

[45] C. Dalvit, P. E. Fagerness, D. T. A. Hadden, R. W. Sarver, B. J. Stockman, J. Am. Chem.
Soc. 2003, 125, 7696—7703.

[46] N. C. Yoder, K. Kumar, Chem. Soc. Rev. 2002, 31, 335-341.

[47] K. Tanabe, T. Tsuda, T. Ito, S. Nishimoto, Chem. - Eur. J. 2013, 19, 15133-15140.

[48] C. Kreutz, H. Kahlig, R. Konrat, R. Micura, Angew. Chem. Int. Ed. 2006, 45, 3450—-3453.

[49] K. Fauster, C. Kreutz, R. Micura, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 13080-13084.

[50] M. Yamashita, J. B. Fenn, J. Phys. Chem. 1984, 88, 4451—-4459.

[51] J. B. Fenn, M. Mann, C. K. Meng, S. F. Wong, C. M. Whitehouse, Science 1989, 246, 64—
71.

[52] S. A. Hofstadler, R. H. Griffey, Chem. Rev. 2001, 101, 377-390.

[53] B. Ganem, Y. T. Li, J. D. Henion, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 6294—-6296.

[54] E. C. Kempen, J. S. Brodbelt, Anal. Chem. 2000, 72, 5411-5416.

[55] F. Rosu, E. De Pauw, V. Gabelica, Biochimie 2008, 90, 1074-1087.

[56] R. D. Smith, K. J. Light-Wahl, B. E. Winger, J. A. Loo, Org. Mass Spectrom. 1992, 27,
811-821.

[57] J. A. Loo, Mass Spectrom. Rev. 1997, 16, 1-23.

[58] K. Breuker, Int. J. Mass Spectrom. 2004, 239, 33—-41.

[59] S. A. Hofstadler, K. A. Sannes-Lowery, Nat. Rev. Drug Discov. 2006, 5, 585-595.

[60] R. H. Griffey, S. A. Hofstadler, K. A. Sannes-Lowery, D. J. Ecker, S. T. Crooke, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1999, 96, 10129-10133.

[61] S. A. Hofstadler, K. A. Sannes-Lowery, S. T. Crooke, D. J. Ecker, H. Sasmor, S. Manalili,
R. H. Griffey, Anal. Chem. 1999, 71, 3436—-3440.

[62] K. A. Sannes-Lowery, J. J. Drader, R. H. Griffey, S. A. Hofstadler, Trends Anal. Chem.
2000, 19, 481-491.

[63] E. E. Swayze, E. A. Jefferson, K. A. Sannes-Lowery, L. B. Blyn, L. M. Risen, S. Arakawa, S.
A. Osgood, S. A. Hofstadler, R. H. Griffey, J. Med. Chem. 2002, 45, 3816—-3819.

[64] M. J. Greig, J. M. Robinson, J. Biomol. Screen. 2000, 5, 441-454.

[65] T.J. D. Jgrgensen, P. Roepstorff, A. J. R. Heck, Anal. Chem. 1998, 70, 4427-4432.

[66] S. W. A. Bligh, T. Haley, P. N. Lowe, J. Mol. Recognit. 2003, 16, 139-148.

[67] D. C. Gale, D. R. Goodlett, K. J. Light-Wahl, R. D. Smith, J. Am. Chem. Soc. 1994, 116,
6027-6028.

[68] D. C. Galefn, R. D. Smithcor, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 1995, 6, 1154-1164.

[69] F. Rosu, V. Gabelica, C. Houssier, E. D. Pauw, Nucleic Acids Res. 2002, 30, e82—e82.

[70] J. F. Arambula, S. R. Ramisetty, A. M. Baranger, S. C. Zimmerman, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2009, 106, 16068—-16073.

[71] B. S. Sproat, in Oligonucleotide Synth. Methods Appl. PHerdewijn, Humana Press,
2005, pp. 17-31.

[72] J. W. Miller, C. R. Urbinati, P. Teng-umnuay, M. G. Stenberg, B. J. Bryne, C. A.
Thornton, M. S. Swanson, EMBO J. 2000, 19, 4439-4448.

[73] M. B. Warf, J. A. Berglund, RNA 2007, 13, 2238-2251.

[74] A. M. Paiva, R. D. Sheardy, Biochemistry 2004, 43, 14218-14227.

148



[75]
[76]

[77]
[78]
[79]

[80]
[81]

[82]
[83]

[84]
[85]
[86]
[87]
[88]
[89]
[90]
[91]
[92]
[93]
[94]

[95]

[96]
[97]

(98]
[99]
[100]

[101]
[102]
[103]
[104]
[105]
[106]

[107]
[108]
[109]

Capitulo 2

C. R. Woese, S. Winker, R. R. Gutell, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, 8467-8471.

F. M. Jucker, H. A. Heus, P. F. Yip, E. H. Moors, A. Pardi, J. Mol. Biol. 1996, 264, 968—
980.

J. P. Sheehy, A. R. Davis, B. M. Znosko, RNA 2010, 16, 417-429.

G. Varani, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 1995, 24, 379-404.

S. Mohan, C. Hsiao, J. C. Bowman, R. Wartell, L. D. Williams, J. Am. Chem. Soc. 2010,
132,12679-12689.

K. S. Keating, N. Toor, A. M. Pyle, J. Mol. Biol. 2008, 383, 475-481.

H. Wu, P. K. Yang, S. E. Butcher, S. Kang, G. Chanfreau, J. Feigon, EMBO J. 2001, 20,
7240-7249.

R. R. Gutell, J. J. Cannone, D. Konings, D. Gautheret, J. Mol. Biol. 2000, 300, 791-803.
P. C. Gareiss, K. Sobczak, B. R. McNaughton, P. B. Palde, C. A. Thornton, B. L. Miller, J.
Am. Chem. Soc. 2008, 130, 16254-16261.

V. V. Anshelevich, A. V. Vologodskii, A. V. Lukashin, M. D. Frank-Kamenetskii,
Biopolymers 1984, 23, 39-58.

M. Rougee, B. Faucon, J. L. Mergny, F. Barcelo, C. Giovannangeli, T. Garestier, C.
Helene, Biochemistry 1992, 31, 9269-9278.

L. J. Maher, P. B. Dervan, B. J. Wold, Biochemistry 1990, 29, 8820-8826.

H. Shindo, H. Torigoe, A. Sarai, Biochemistry 1993, 32, 8963—-8969.

L. E. Xodo, Eur. J. Biochem. FEBS 1995, 228, 918-926.

M. A. Bonham, S. Brown, A. L. Boyd, P. H. Brown, D. A. Bruckenstein, J. C. Hanvey, S. A.
Thomson, A. Pipe, F. Hassman, J. E. Bisi, et al., Nucleic Acids Res. 1995, 23, 1197-1203.
E. A. Lesnik, L. M. Risen, D. A. Driver, M. C. Griffith, K. Sprankle, S. M. Freier, Nucleic
Acids Res. 1997, 25, 568-574.

F. Boutimah-Hamoudi, E. Leforestier, C. Senamaud-Beaufort, P. E. Nielsen, C.
Giovannangeli, T. E. Saison-Behmoaras, Nucleic Acids Res. 2007, 35, 3907-3917.

S. Lecosnier, C. Cordier, P. Simon, J.-C. Francois, T. E. Saison-Behmoaras, FASEB J.
2011, 25, 2201-2210.

N. J. Peffer, J. C. Hanvey, J. E. Bisi, S. A. Thomson, C. F. Hassman, S. A. Noble, L. E.
Babiss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 10648—-10652.

M. C. Griffith, L. M. Risen, M. J. Greig, E. A. Lesnik, K. G. Sprankle, R. H. Griffey, J. S.
Kiely, S. M. Freier, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 831-832.

V. A. Bloomfield, D. M. Crothers, I. Tinoco Jr., Nucleic Acids: Structures, Properties, and
Functions, University Science Books, 2000.

B. Ranjbar, P. Gill, Chem. Biol. Drug Des. 2009, 74, 101-120.

D. J. Proctor, J. E. Schaak, J. M. Bevilacqua, C. J. Falzone, P. C. Bevilacqua, Biochemistry
2002, 41, 12062-12075.

S. R. Ramisetty, A. M. Baranger, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2010, 20, 3134-3137.

S. A. Waksman, H. A. Lechevalier, Science 1949, 109, 305-307.

P. E. Nielsen, M. Egholm, R. H. Berg, O. Buchardt, Nucleic Acids Res. 1993, 21, 197—-
200.

M. Li, T. Zengeya, E. Rozners, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 8676—8681.

P. Gupta, T. Zengeya, E. Rozners, Chem. Commun. 2011, 47, 11125-11127.

T. Zengeya, M. Li, E. Rozners, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 21, 2121-2124.

T. Zengeya, P. Gupta, E. Rozners, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 12593-12596.

P. Gupta, O. Muse, E. Rozners, Biochemistry 2012, 51, 63-73.

P. F. Flynn, D. L. Mattiello, H. D. W. Hill, A. J. Wand, J. Am. Chem. Soc. 2000, 122, 4823—
4824,

A. E. Kelly, H. D. Ou, R. Withers, V. Dotsch, J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 12013-12019.
N. de Marky, G. S. Manning, Biopolymers 1975, 14, 1407-1422.

R. Owczarzy, Y. You, B. G. Moreira, J. A. Manthey, L. Huang, M. A. Behlke, J. A. Walder,
Biochemistry 2004, 43, 3537—-3554.

149



Capitulo 2

[110]
[111]
[112]
[113]
[114]
[115]
[116]
[117]
[118]
[119]
[120]
[121]
[122]
[123]
[124]
[125]
[126]
[127]

[128]
[129]

150

R. Owczarzy, B. G. Moreira, Y. You, M. A. Behlke, J. A. Walder, Biochemistry 2008, 47,
5336-5353.

M. M. Lee, J. L. Childs-Disney, A. Pushechnikov, J. M. French, K. Sobczak, C. A.
Thornton, M. D. Disney, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 17464-17472.

M. B. Warf, M. Nakamori, C. M. Matthys, C. A. Thornton, J. A. Berglund, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 2009, 106, 18551-18556.

M. D. Disney, M. M. Lee, A. Pushechnikov, J. L. Childs-Disney, ChemBioChem 2010, 11,
375-382.

C. H. Wong, S. . Richardson, Y. J. Ho, A. M. H. Lucas, T. Tuccinardi, A. M. Baranger, S. C.
Zimmerman, ChemBioChem 2012, 13, 2505-2509.

R. Parkesh, J. L. Childs-Disney, M. Nakamori, A. Kumar, E. Wang, T. Wang, J. Hoskins, T.
Tran, D. Housman, C. A. Thornton, et al., J. Am. Chem. Soc. 2012, 134, 4731-4742.

A. K. Bronowska, in Thermodyn. - Interact. Stud. - Solids Liq. Gases (Ed.: J.C. Moreno
Pirajn), InTech, 2011.

L. Pascale, S. Azoulay, A. D. Giorgio, L. Zenacker, M. Gaysinski, P. Clayette, N. Patino,
Nucleic Acids Res. 2013, 41, 5851-5863.

S. D. Gilbert, S. J. Mediatore, R. T. Batey, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 14214-14215.
J. D. Dunitz, Chem. Biol. 1995, 2, 709-712.

C. H. Reynolds, M. K. Holloway, ACS Med. Chem. Lett. 2011, 2, 433-437.

D. M. Ford, J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 16167-16170.

V. Lafont, A. A. Armstrong, H. Ohtaka, Y. Kiso, L. Mario Amzel, E. Freire, Chem. Biol.
Drug Des. 2007, 69, 413-422.

J. R. Thomas, X. Liu, P. J. Hergenrother, Biochemistry 2006, 45, 10928-10938.

J. E. Ladbury, G. Klebe, E. Freire, Nat. Rev. Drug Discov. 2009, 9, 23-27.

H. A. Heus, A. Pardi, Science 1991, 253, 191-194.

Y. Tanaka, C. Kojima, T. Yamazaki, T. S. Kodama, K. Yasuno, S. Miyashita, A. Ono, A.
(Sho) Ono, M. Kainosho, Y. Kyogoku, Biochemistry 2000, 39, 7074—7080.

C. Schneider, M. Brandl, J. Sihnel, J. Mol. Biol. 2001, 305, 659-667.

I. Jelesarov, H. R. Bosshard, J. Mol. Recognit. IMR 1999, 12, 3-18.

H. Chen, Meena, L. W. Mclaughlin, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 13190-13191.



Discusio’n‘l‘






Discusion

La conclusidn global de esta tesis doctoral parece clara. Se ha conseguido disefiar y sintetizar
unos ligandos Janus que reconocen los pares U-U y C-U que son caracteristicos de las
estructuras hairpin que forman los RNAs téxicos asociados a las distrofias miotdnicas de los
tipos 1 y 2. Sin embargo, hay una serie de cuestiones y reflexiones que no se han abordado
hasta aqui y que vale la pena discutir.

Afinidad y fuerza idnica

La primera de ellas, es que la afinidad de los ligandos por sus dianas se ha determinado
mediante ITC en unas condiciones de baja fuerza idnica que se alejan bastante de las que
existen en el interior de la célula. La duda que puede surgir es si estas condiciones ficticias
pueden invalidar a los ligandos como posibles agentes terapéuticos. Lo cierto es que esta
ampliamente documentado que el RNA, asi como el DNA, estd enmascarado por cationes que
contrarrestan la densidad de carga negativa que produce el anién polifosfato.”’zl Por este
motivo, los ligandos cargados positivamente, como los descritos en este trabajo que tienen
como minimo la carga positiva del residuo de lisina y la del grupo amino terminal, sufren una
importante disminucién de la atraccion electrostatica (o de Coulomb) que facilitaria el
reconocimiento entre ligando y diana. Ademds, los ligandos deben desplazar a los cationes
para poder interaccionar con sus dianas. En consecuencia, la afinidad de los ligandos catidnicos
(e incluso la de otros sin carga) por los acidos nucleicos disminuye al aumentar la fuerza iénica

del medio.*™

En definitiva, las constantes de disociacion que se han determinado son,
seguramente, mejores que las que podrian darse en condiciones fisioldgicas. A esta cuestion
termodinamica debe sumarse la baja cinética de unidn de los ligandos puesta de manifiesto en
la histéresis observada de las curvas de fusién en condiciones de alta fuerza idnica. Al respecto

hay que decir que:

1. En la literatura se pueden encontrar casos en los que la afinidad de los ligandos por sus
dianas de acidos nucleicos se ha determinado en condiciones parecidas a las nuestras.®

2. El problema cinético no es facil de resolver y ha sido una traba importante a la hora de
evaluar la complejacién. El principal problema es que es poco viable llevar a cabo
experimentos de ITC de interacciones con cinéticas muy lentas.

3. En cuanto a la cuestidn termodindmica, es dificil saber hasta qué punto las afinidades
pueden ser diferentes en condiciones fisioldgicas. En una publicacion reciente”’ se analiza la
dependencia de las constantes de afinidad de un par de ligandos de RNA con la concentracién
de Na’ en un rango de 10 a 50 mM de Na'. Los resultados muestran que existe una

dependencia concentracion saIina—afinidad,[S'm]

pero que al multiplicar por cinco la
concentraciéon de Na“, la afinidad no disminuye en la misma proporcién sino que lo hace
alrededor de 2-2.5 veces, dependiendo de las dianas. En el mismo trabajo desglosan la
variacion de la energia de Gibbs (AG.s), relacionada directamente con la constante de afinidad
(Kq), en dos términos, la contribucidon no polielectrostatica (AG') y la polielectrostatica (AG™)
(E.1). La contribucién polielectrostética (AG™), que es favorable a la interaccién, proviene de la
liberacién de cationes condensados en la hélice del RNA debido a la unién de los ligandos. El
aumento de la concentracidn catidnica, como puede verse en la ecuacién, supone la
disminucién de la contribucién polielectrostatica (AG™) y, en consecuencia, de la constante de

afinidad. No obstante, en el estudio citado se muestra que, para los ligandos estudiados, la
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contribucién de AG®® supone sélo entre un 10 y un 25% de la energia de Gibbs observada en el
rango de 10 a 50 mM de Na".

AG,, = -RTInK, = AG” + AG' = zy RTIn[M*]+ AG' (E.1)

donde [M"] es la concentracién de cationes monovalentes en el medio, z es la carga aparente del ligandoy W la
fraccién de cationes M* unida por grupo fosfato

Se tendria que realizar un estudio parecido, aumentando paulatinamente la fuerza idnica en
diferentes experimentos de ITC y valorar la influencia de los cationes en la afinidad de nuestros
ligandos por sus dianas objetivo. Todo ello sin olvidar que el techo de dichos experimentos
viene fijado por la necesidad de obtener calores de interaccién de una magnitud que permita
un buen ajuste de la isoterma.

¢Debe un buen ligando estabilizar los hairpins?

Una sorpresa relativa de los ligandos Janus es que, contrariamente a lo que sucede con la
inmensa mayoria de ligandos, no estabilizan la estructura de sus RNAs diana. Como se ha
descrito en la memoria, las curvas de desnaturalizacién térmica controlada por UV y el
dicroismo circular indican que la alteracién que producen los ligandos en sus correspondientes
dianas son minimas y, mas bien, provocan una ligera desestabilizacién de los hairpins. Al
respecto, hay que decir que estos resultados no entran en contradiccidén con los datos de ITC
gue muestran que los ligandos se unen a sus dianas con notable afinidad. Como esta bien
documentado, es complicado intentar correlacionar variaciones de T,, con K, puesto que AT,
depende de muchos otros factores ademas de la afinidad."" Lo que si es cierto, es que las
propiedades dpticas (UV) o quirodpticas (DC) de los complejos ligando-RNA difieren muy poco
de las de las dianas de RNA. Cualitativamente, es facil imaginar que la introduccion de las
bases Janus pirimidinicas entre los pares de pirimidinas U-U y C-U prdcticamente no
distorsiona los tallos de los hairpin y sélo los ensancha ligeramente en el punto de interaccion.
Este leve ensanchamiento es el que equivale a la formacidn de un triplete constituido por tres
pirimidinas respecto al patrén habitual de purina-pirimidina. Por otro lado, el objetivo de los
ligandos no es estabilizar los hairpins, sino impedir que la proteina MBNL1 se una a los RNAs
téxicos. En otros términos, aquellas moléculas que desestabilicen la estructura de los RNAs
mutantes también pueden inhibir la unién de la proteina MBNL1 y ser unos buenos agentes
terapéuticos. Un ejemplo es el péptido ABP1 descrito por Perez-Payd y cols. que parece

desestructurar CUG®® 12

éLainteraccion de los ligandos Janus se produce por el surco mayor del RNA o por el menor?

Una cuestidn que no se ha abordado hasta ahora es si los ligandos Janus acceden a las dianas
de RNA a través del surco mayor o del menor. Lo primero que hay que recordar al respecto es
la gran diferencia que existe entre los surcos del DNA y los del RNA (Figura D.1). El surco mayor
del RNA es considerablemente mads estrecho y profundo que el del DNA, mientras que el surco
menor es mas superficial en el RNA que en el DNA. Asi pues, ninguno de los surcos del RNA es
particularmente receptivo a la unién de ligandos. En principio, el surco mayor contiene mas
sitios de unidn potenciales y es mas electronegativo, pero es muy estrecho. Por otro lado, el
surco menor parece mas accesible aunque es informativamente menos rico. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que la perturbacién que introducen los mismatches en la doble hélice,
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como los U-U y C-U de las dianas de DM, puede proporcionar un sitio de unién de proteinas y
pequeias moléculas.

Fig. D.1. Comparativa de los surcos mayor y menor de los diplexes de DNA y RNA.

Las bases Janus Jr y Jp son distintas en su modo potencial de interaccionar con los pares U-U y
C-U de sus respectivas dianas. En efecto, J; presenta en ambas caras una distribucién simétrica
D-A-D de sus grupos dadores y aceptores de enlaces de hidrégeno por lo que, sobre el papel,
tanto podria acceder al par U-U por el surco mayor como por el menor. Por el contrario, Jp
tiene una de las caras con la misma distribucidon D-A-D, mientras que la que debe interaccionar
con C es asimétrica del tipo D-D-A. Por este motivo, Jp sélo puede interaccionar con el par C-U
por el surco mayor (Figura D.2). Hay que mencionar que Zimmerman y cols. deducen mediante
estudios de modulado molecular que ligandos analogos a los que contienen J; se unen a los

pares U-U a través del surco mayor.[B'lS]

Surco mayor Surco menor

Jr .
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NTO '0”>N ‘H. A H
8 5 N N
H H

Wy
Jo | Uj‘\H \Nr )N\E: |
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Fig.D.2. Reconocimiento de los pares U-U y C-U por las bases J; y Jp, respectivamente, por el surco mayor y menor.
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Perfil termodindmico de la interaccidn de los ligandos Janus

Es tentador relacionar el diferente perfil termodindmico de la interaccion de los ligandos Janus
con sus dianas con la unidn a través de surcos diferentes. Recordemos que la interaccién de los
ligandos J; con la diana hCUG estad entdlpicamente dirigida (AH< 0, AS< 0) mientras que, la
union de los ligandos Jp a hCCUG, esta dominada por el factor entrdpico, aunque el término
entdlpico también es favorable (AH< 0, AS> 0). Se ha dicho en la memoria que el perfil de
interaccion de J; (AH< 0, AS< 0) es propio de intercalantes y el de Jp (AH<0, AS>0) de ligandos
de surco. En realidad, esta generalizacién es valida, sobre todo, para la interaccién de ligandos
con el DNA, que es de quien se dispone de mayor abundancia de datos. Con el RNA la situacion
puede ser muy diferente, entre otros motivos por las diferencias que existen entre sus surcos y
los del DNA. A falta de un numero suficiente de estudios con RNA que permitan hacer
generalizaciones, se ha escogido un caso concreto para ilustrar esta diferencia. En un estudio
de la unién al RNA de dos ligandos tipicos de acidos nucleicos, proflavina y Hoechst 33258, se
llega a la conclusién de que su perfil termodindmico es peculiar.”s] La interaccion de la
proflavina, un tipico intercalante, con el RNA esta entrépicamente dirigida y las variaciones
entdlpicas son ligeramente positivas y desfavorables (AH> 0, AS> 0). El ligando de surco
Hoechst 33258 tiene el perfil opuesto y su interaccién con el RNA estda controlada
entalpicamente. Es decir, ambos perfiles termodindmicos son significativamente distintos a los
que tienen los mismos ligandos con el DNA. Parece que sélo permitiria salir de dudas un
estudio estructural detallado, por RMN o difraccién de rayos X, de los complejos que forman
nuestros ligandos Janus con sus RNAs diana.

Los ligandos J:GJ:K

Resulta en cierto modo intrigante, como ya se ha comentado en el Capitulo 2, el perfil
termodinamico de la interaccidn de J;G3JtK con hCUG respecto al que tienen J1G4diK y J1GsJ1K.
En efecto, la entalpia de unién de J;G3JtK es mucho mayor, y por tanto mas favorable a la
interaccion que las de los otros dos ligandos. A simple vista, tres residuos de glicina entre las J;
a duras penas abarcan la distancia que hay que cubrir entre dos pares U-U en hCUG. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el monémero de PNA de J; tiene un grupo metileno
adicional entre la base y el esqueleto, respecto a los mondmeros de PNA habituales. Ademas,
la doble hélice del RNA estd algo mas compactada (11 bases por vuelta) que la del DNA (unas
10 bases). Bien podria estar sucediendo que el esqueleto de J;G3J:K se ajustara mejor al surco
y que la superior entalpia de unién de J;G3JiK reflejara interacciones favorables entre su
esqueleto y el RNA. Otra cosa es que, como resultado de una compensacién entalpico-
entropica, la superior entalpia de unién de J;G3J;K no se ve reflejada en la contante de
disociacién y, finalmente, las constantes de disociacidn de los tres ligandos diméricos son muy
parecidas.

En cuanto al metileno adicional del mondmero de J;, parece interesante recordar que en un
estudio de formacién de triplex entre PNAs y RNAs de doble cadena se llega a la conclusion
que un conector CH,-CH,-CO (como en J;) entre las bases y el esqueleto de PNA es mas
efectivo que un conector con un grupo metileno menos.™ Puesto gue desde el punto de vista
sintético resulta complicado obtener el mondmero de J; con un metileno menos, tal vez podria
ser interesante estudiar cémo afecta en la interaccion la adicién al mondmero de Jp de este
metileno entre la base y el esqueleto. Por otro lado, se podria reflexionar si la diferencia de
este grupo metileno entre los ligandos con J; y Jp explica de algin modo su distinto perfil
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termodinamico de interaccion. En cualquier caso, se pone de nuevo de manifiesto que un
estudio estructural a nivel atédmico de los complejos podria permitir aclarar muchos de estos
aspectos.

Ligandos con Jyy

En cuanto a la base Jy, se puede anadir bien poco a lo comentado en la memoria. La
informacién obtenida mediante las técnicas biofisicas empleadas es escasa y relativamente
confusa. La Unica conclusidn clara es que su presencia en ligandos que ya contienen las bases
J; 0 Jp influye negativamente en la interaccidn con sus respectivas dianas. A esto hay que
anadir que no se han podido obtener datos termodindmicos de los ligandos JwK y JwJwK. En
principio, parece légico pensar que si Jy se introduce entre C (pirimidina) y G (purina)
provocard una distorsion significativa en la doble hélice de hCUG o hCCUG. Ademds, su
introduccion implica romper los enlaces de hidrégeno Watson-Crick existentes entre Cy G, con
el consiguiente coste entdlpico, y, no menos importante, perturbar el apilamiento de mayor
energia que existe, el de (CG)-(GC) (14.59 kcal/mol par).m] Pese a todo, no se han encontrado
evidencias claras de que este efecto se produzca. En resumen, se ha puesto de manifiesto que
la base Janus Jw no es util en el contexto de los ligandos de CUG®™® y CCUG®®. En todo caso, la
Unica manera de llegar a entender cédmo interaccionan los ligandos que contienen Jy con
hCUG y hCCUG seria mediante un minucioso estudio estructural.

El papel de la lisina

Otra cuestion interesante es el papel que juega en la interaccidn el residuo de lisina presente
en el extremo C-terminal de todos los ligandos. Ha quedado claro que la lisina no es decisiva
en la interaccién, pues la Ac-Lys-NH, no se une apreciablemente a las dianas. Sin embargo,
para complementar este dato habria que preparar, evaluar y comparar el comportamiento de
unos ligandos andlogos a los evaluados en esta tesis doctoral pero sin lisina.

Aunque menos relevante, cabe preguntarse por la orientacion de los ligandos Janus respecto
al duplex de los RNAs diana. éExiste una orientacion preferente? ¢Hacia dénde se orienta la
lisina? Lo Unico que se ha logrado determinar es que los ligandos mondmericos JpK unidos a un
par C-U impiden que otro ligando igual interaccione con el par U-C contiguo. Podria suceder
que la lisina del primer ligando JpK se situara frente del par U-C contiguo y bloqueara el acceso
de una segunda molécula, sin embargo, no se tiene ninguna certeza empirica que lo
demuestre.

¢Como mejorar la afinidad y selectividad de los ligandos Janus?

Una de las preguntas mas trascendentes es como aumentar la afinidad de los ligandos Janus
por sus dianas de RNA. La respuesta mas evidente es que hay que proseguir con el ensamblado
modular, preparando ligandos Janus que puedan interaccionar con un mayor nimero de pares
U-U o C-U. Obviamente se hace referencia a ligandos del tipo J;GJ:G.Jr para reconocer tres
pares U-U del hairpin de CUG®® de la DM1, o a ligandos del tipo JpJoGnJpJp para unirse al
CCUG®™ de la DM2. De todos modos, hay otras estrategias potenciales para aumentar la
afinidad de los ligandos, como son la introduccién de algun residuo de aminodacido cargado
positivamente remplazando a una glicina o el incorporar intercalantes en diferentes
posiciones, o bien entre bases Janus o en los extremos del ligando de PNA. Sin embargo, lo que
hay que tener muy presente es que el posible aumento de la afinidad de los ligandos no debe
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en ningdn momento comprometer la selectividad de los ligandos Janus que, como hemos
visto, es bastante buena. Parece dificil que el alargar los ligandos con mas bases Janus para
reconocer un mayor numero de pares no candnicos pueda conducir a ligandos menos
selectivos, pero no puede decirse lo mismo de las otras alternativas planteadas. Al respecto,
conviene no olvidar que la afinidad y la selectividad son como las caras de las bases Janus: dos

[19]

caras de la misma moneda,”™ pues a veces resulta que un aumento excesivo o poco meditado

en la afinidad hace perder selectividad a los ligandos.

De farmacos potenciales a fadrmacos utiles

Finalmente, conviene discutir aquellos pasos a dar, al menos los primeros, para convertir a los
ligandos Janus en agentes terapéuticos para el tratamiento de las distrofias miotdnicas de los
tipos 1y 2. A lo largo de esta discusiéon han surgido varios temas que van en la direccion de la
optimizacién de los ligandos. Con todo, no hay duda de que el experimento mas decisivo
consiste en evaluar la capacidad de los ligandos de perturbar el complejo MBNL1-C(C)UG®®. En
la literatura se describen dos tipos de métodos para verificar si un ligando inhibe la unién de la
proteina al RNA y para comprobar si el ligando es capaz de desplazar a la proteina del
complejo MBNL1-RNA. Uno de los métodos de analisis es un complicado y laborioso ensayo de

[20-22]

fluorescencia, pero el segundo es un sencillo ensayo de variacién de la movilidad

electroforética (EMSA, electrophoretic mobility shift assay)[23’24]

. En cualquier caso, el factor
limitante es disponer de la proteina MBNL1, es decir, del vector de expresion, vy
posteriormente expresar y purificar la proteina.

Si se demostrara que los ligandos Janus tienen capacidad de inhibir la unién de MBNL1 a
CUG®® y a CCUG®™®, se podria pasar a comprobar si hacen desaparecer los focos nucleares en
que se colocalizan MBNL1 y los RNAs téxicos y si se restablecen las funciones de procesado
alternativo de varios pre-mRNAs en los musculos y en las células neuronales.

Hasta conseguir validar los ligandos Janus como farmacos para tratar las distrofias miotdnicas
todavia restarian un buen nimero de pasos, uno de los cuales, y no menor, seria evaluar su
aptitud para penetrar las membranas celulares. En este punto parece interesante resaltar la
gran barrera que separa un ligando afin y selectivo de ser un farmaco potencial, ya que
muchos de los ligandos descritos que parecian grandes promesas no han respondido a las
expectativas que despertaron. En una revisidn muy reciente de las estrategias para combatir
las DMs se hace un andlisis critico de muchos de los ligandos descritos.” por poner sélo
algunos ejemplos, la pentamidina, que presuntamente conseguia liberar MBNL1 de CUG®®
uniéndose al surco menor del hairpin,[zs] no solo tiene una elevada toxicidad sino que ademas
parece que su administracion provoca una reduccién de los transcritos de CUG®®, tal vez
porque inhibe la transcripcion de las repeticiones CTG/CAG del DNA.? un segundo ejemplo es
el de una pequefia molécula que contiene un fragmento tiofénico que perturba el complejo
MBNL1-CUG®®. Su modo de actuacidn es unirse a uno de los dominios de MBNL1 alterando los
procesados alternativos regulados por la proteina desencadenando un efecto patolégico
similar al de la DM1.”® Como ultimo ejemplo, los ligandos modulares de kanamicina no

presentan actividad en modelos celulares de DM1 debido a su baja permeabilidad celular.”
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En esta tesis doctoral se ha disefiado y validado una estrategia para reconocer los
RNAs expandidos asociados a las distrofias miotdnicas (DMs) mediante ligandos con
estructura de poliamida (tipo PNA) conteniendo las bases Janus J; y Jp capaces de
unirse a los apareamientos no canénicos U-Uy C-U.

La obtenciéon del mondmero de PNA con la base Janus J; se ha logrado adaptando y
complementando un esquema sintético previamente descrito. El mondmero presenta
un metileno adicional en la cadena que separa la base del esqueleto de N-(2-
aminoetil)glicina. Los intentos de obtencion del monémero de PNA con J; sin el grupo
metileno adicional llevando a cabo la ruta anterior adaptada han fracasado, muy
probablemente, debido al gran impedimento estérico provocado por los dos grupos
protectores Boc de cada una de las aminas exociclicas de J;. Los empefios por
conseguir intermedios de la ruta con menor nimero de grupos Boc no han dado
buenos resultados, principalmente por la dificultad de obtener un Unico, o muy
mayoritario, producto de reaccién. Asimismo, se ha observado que los grupos Boc de
los derivados de J; parcialmente protegidos presentan una importante inestabilidad en
disolucién. Las alternativas ensayadas para superar los problemas surgidos mediante
nuevas rutas sintéticas tampoco han dado el fruto deseado.

El mondmero de PNA con la base Jp se ha preparado siguiendo una ruta sintética
basada en un esquema de sintesis previamente descrito en el que se ha puesto a
punto una nueva estrategia de proteccién con grupos Boc.

El desarrollo de un nuevo esquema sintético para la obtencidén del monédmero de PNA
con la base Jy a partir de la triazina amelida no ha sido viable debido, principalmente,
a la gran insolubilidad del heterociclo. La obtencion del mondmero se ha llevado a
cabo finalmente reproduciendo una sintesis ya descrita en la literatura.

Partiendo de la estructura de los RNAs téxicos de las DMs se ha llevado a cabo el
disefio racional y la sintesis de una bateria de ligandos de tipo PNA que contienen las
mencionadas bases Janus. Todos los ligandos contienen una lisina en su extremo C-
terminal y, en los ligandos modularmente ensamblados, se han separado las unidades
con bases Janus mediante residuos de glicina. La sintesis de los ligandos se ha
realizado manualmente, con rendimientos aceptables, siguiendo los procedimientos
habituales de sintesis de PNAs y péptidos en fase sélida.

La eleccidon de la diana ha sido un punto clave para poder evaluar los ligandos
mediante ensayos biofisicos. La diana G(CUG),C no ha permitido llevar a cabo la
evaluacion de los ligandos debido a la mezcla de conformaciones que presenta en
solucion. Se han tenido que disefiar unos modelos estructurados como hairpin (hCUG y
hCCUG) estabilizados por la incorporacién de un loop ultra estable y un par C-G
adicional para poder llevar a cabo los estudios biofisicos.

En los ensayos de desnaturalizacidn y renaturalizaciéon térmica llevados a cabo con
algunos ligandos J; y la diana hCUG en las condiciones habituales de fuerza idnica se ha
observado histéresis, que pone de manifiesto la lenta cinética de la interaccidn. Este
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fendmeno ha podido ser eliminado disminuyendo la concentracién de sales en el
medio, lo que resalta la importancia de las condiciones salinas en los ensayos
biofisicos, ya que influyen tanto en la estructuracién del RNA como en su interaccién
con los ligandos. A lo largo de esta tesis se ha logrado obtener datos de la interaccion
entre los ligandos estudiados y sus respectivas dianas trabajando en condiciones de
fuerza idnica baja.

Las interacciones de los ligandos con las bases J; y Jp con sus respectivas dianas han
mostrado ciertas caracteristicas en comun, segun indican los ensayos de
desnaturalizacién térmica controlada por UV, DC, y RMN-"°F. Generalmente, los
ligandos no modifican las estructuras de los hairpins hCUG y hCCUG significativamente
ni afectan a su estabilidad térmica. Seguramente esto es debido a que las bases Janus
reconocen e interaccionan con el mismatch U-U o C-U correspondiente
introduciéndose como una cufia entre las dos bases pirimidinicas sin provocar una
apertura o distorsion sustancial de la doble hélice.

La calorimetria de valoracién isotérmica (ITC) ha sido, sin ninguna duda, la técnica
biofisica mds informativa y util de todas las empleadas para evaluar la unién de los
ligandos a sus dianas. La ITC, que tiene la ventaja de que no requiere marcaje ni de la
diana ni de los ligandos, ha permitido determinar las constantes disociacién y los
parametros termodindmicos (AH, AS y AG) de la interaccion, asi como la
estequiometria de los complejos formados.

Los ligandos que contienen solamente la base Jy, es decir J;K y J1G,J:K (n= 3-5), se
unen a la diana hCUG con constantes de disociacién del orden uM bajo (9 uM y 4 uM,
respectivamente). Los tres ligandos J;G,J:K (n= 3-5) muestran la misma afinidad por la
diana, observandose una notable compensacién entalpico-entrépica en sus
contribuciones energéticas. La interaccién de todos los ligandos esta fuertemente
dirigida por el factor entalpico, mientras que el término entrdpico es completamente
desfavorable a la unién. No existe una dependencia clara de la unién de los ligandos
con el pH, aunque se ha podido comprobar que la efectividad del ligando J;K es
aproximadamente la misma en todo el intervalo de pH 5.5-8.0. La estequiometria de
los complejos ligando-hCUG, 2:1 para J;K y 1:1 para J;G,J:K (n= 3-5), pone en evidencia
gue se une una base Janus J; por cada par no canénico U-U de hCUG. Toda la
informacién obtenida de un estudio preliminar por resonancia magnética nuclear de
protén (RMN-H') de los complejos entre hCUG vy los ligandos JtK y J};Ga):K, avala la
formacion de los complejos deseados y el reconocimiento de los pares U-U por Jy,
aunque no se han podido detectar NOEs intermoleculares.

Los complejos formados entre los ligandos que contienen exclusivamente la base Jp,
JoK v JpdpK, y la diana hCCUG presentan unas constantes de disociaciéon de 15 uM y 6
LM, respectivamente. La interaccidn esta dirigida entrépicamente, aunque el término
entalpico también es favorable a la unidon. La estequiometria de los complejos es en
ambos casos 2:1 (ligando-hCCUG), lo que indica que cada ligando se une a un loop
interno del tallo de la diana y que la base J, reconoce los pares C-U. En el caso del
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ligando JpK, la estequiometria observada indica que la ocupacién del loop interno por
una primera molécula de ligando inhibe la unién de una segunda molécula.

Los ligandos K y J1J7K, pensados para pares U-U, se han analizado con la diana
hCCUG, que contiene pares C-U, para evaluar su potencial de unién a pH acido. La
afinidad de ambos ligandos por hCCUG es unas seis veces mayor a pH 5.50 que a pH
neutro, lo que indica que la protonacién de la base J; modifica su perfil dador-aceptor
de enlaces de hidrégeno permitiendo que reconozca el par C-U. Las contribuciones
energéticas (AH y AS) a la unidn presentan el mismo perfil que las obtenidas para los
ligandos con J; y la diana hCUG, es decir, se trata de una unién entalpicamente
dirigida. La estequiometria de los complejos formados es 2:1 (ligando-hCCUG), que es
consistente con la unién de cada ligando a un loop interno del tallo de la diana. A pesar
de la elevada afinidad del ligando J1J;K por hCCUG a pH 5.5 (K= 2.6 uM), su potencial
utilidad es limitada puesto que a pH fisioldgico la afinidad es bastante inferior.

La espectrometria de masas (EM-ESI) de los complejos analizados, J;K y J;G4J:K con
hCUG y JpJpK con hCCUG, en condiciones de exceso de ligando, muestra que en ningun
caso se detecta la formacién de un complejo de masa superior al correspondiente a la
unioén de una base Janus por cada par U-U o C-U de la diana. Estos datos, junto con las
estequiometrias determinadas mediante ITC, evidencian el inequivoco reconocimiento
de los pares U-U y C-U por parte de los ligandos Janus y, por tanto, el correcto
desempeiio de la funcién para la que han sido disefiados.

No se ha detectado por ITC calor asociado a la interacciéon de los ligandos que
contienen exclusivamente la base Jy, JwK y JwdwK, con la diana hCUG. En la evaluacion
de los ligandos en los que se combina Jy con J; frente a la diana hCUG, se han obtenido
unas bajas afinidades de entre 40 y 100 uM. Cuando se combina Jy con Jp y se estudia
su interaccién con hCCUG, las K4 determinadas de JpJwK vy JodwlwlpK son del orden de
20 pM. De los ensayos de desnaturalizacién térmica, DC y RMN-"F, se deduce que
ninguno de los ligandos con Jy altera sustancialmente la estructura hairpin de las
dianas. La considerable disminucidn de las afinidades observadas respecto a las de los
ligandos que no contienen la base Jy indica que, muy probablemente, Jy no actua
como cufia Janus de los pares G-C y, ademds, dificulta de algin modo el
reconocimiento de los pares U-U y C-U por J;y Jp.

La evaluacion de la selectividad de los ligandos con mayores afinidades (JtK, J;G4J:K,
JobK vy JpJpK) se ha realizado mediante ITC frente a un hairpin totalmente

complementario, un fragmento de IRES viral y el tRNA™®

. El ligando monomérico J;K
presenta por hCUG selectividades (entre 4 y 7) inferiores a las del ligando dimérico
J1G4):K (entre 9 y 44), lo que valida la estrategia de ensamblado modular de las bases
J; para generar ligandos selectivos de los RNAs expandidos. Los ligandos JpK y JpJpK
presentan también unas buenas selectividades por hCCUG (entre 8 y 23). Las elevadas
selectividades observadas de esta primera generacidn de ligandos por sus respectivas
dianas, junto con sus no despreciables afinidades, avalan la estrategia disefiada y
ratifican a los ligandos con bases Janus como firmes candidatos para el reconocimiento

de los RNAs téxicos asociados a las DMs.
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1. Intentos de obtencidon del monémero de PNA no modificado de J;
1.1.Primera Ruta Sintética
1.1.1. Bis-proteccidn de J; con grupos Boc

Inicialmente, se disefidé una primera ruta sintética para la obtenciéon del monémero de PNA con

la base de Janus Jrbasada en una patente descrita por Fenniri y cols. (Figura A.l),.m

BI’/\/OH 4>a Br/\/O\ROJ b 5 NCY\/O\ROJ c >
CN
(3)

1) (2)

NH2 NBOC2
o__0O
)NLJY\/ U d N JY\/O \on e
~ | ~
HoN™ "N° "NH; Boc,N )\N NBoc,
4) (5)
NBoc, NBoc,
—_— N X OH *f/f—> N| A (67016 - I H ,,,,,,,,,,, >
I — ~
Boc,N *N NBoc, Boc,N” “N” “NBoc, Fmoc-HN = ~>~N._-COOBn
(6) y @)
NBoc, Boc,
NSy NN
,,,,,,,, { I
. Boc,N = NBoc, . Boc,N & NBoc,
(0] (o}
Fmoc-HN ~ >N+« COOBn Fmoc-HN >N~ -COOH

(9) (10)

Fig. A.1. Ruta sintética inicial disefiada para la obtencién del monédmero de PNA con J+. Los reactivos empleados y
los rendimientos obtenidos son los siguientes: (a) DHP (1.1 eq), HCl, rt, 2.5 h, 100%; (b) Malononitrilo (2.1 eq),
NaH 60% (1.2 eq), DME,n, rt, overnight, 87%; (c) 1.Na( (2 eq) y EtOH,ps), 2. Hidrocloruro de guanidinio (1.3 eq),
reflujo, 6 h, 73%; (d) Boc,0 (20 eq), DMAP (0.7 eq), TEA (8 eq), THF o, rt, 24-30 h, 58%; (e) pTsOH;, MeOH, rt, 6 h,
85%; (f) Oxidacion, diferentes reactivos, ver Tabla A.1.

En la sintesis llevada a cabo se partié del compuesto comercial 2-bromoetanol 1 que se
protegié como acetal con el grupo tetrahidropiranilo (THP) con un rendimiento cuantitativo.
Sobre el compuesto 2 se le realizd una sustitucion nucledéfila para incorporar el grupo
malononitrilo a la cadena y se obtuvo el producto 3 con buen rendimiento. Posteriormente, se
se hizo reaccionar 3 con hidrocloruro de guanidinio empleando etdxido sédico como base para
formar la 2,4,6-triaminopirimidina 4 ya derivatizada en la posicién 5. Las aminas del
heterociclo debian permanecer protegidas para evitar la posibilidad de tener reacciones
secundarias indeseadas en las posteriores etapas sintéticas. Como ya se ha comentado, los
grupos protectores escogidos para las bases eran los grupos Boc, asi que el siguiente proceso
quimico fue la bis-proteccion de las aminas de J; con anhidrido de Boc (Boc,0) empleando la 4-
dimetilaminopirimidina (DMAP) como agente catalitico. En esta reaccidn se empled un exceso
de Boc,0 para favorecer la completa proteccién de las aminas y asi, mejorar el rendimiento.
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Una vez obtenido el producto 5, se procedié a la desproteccion del grupo alcohol mediante
hidrélisis acida (pTsOH). El intermedio 6 se obtuvo con muy buen rendimiento y alta pureza sin
necesidad de llevar a cabo una purificacién.

Los procedimientos experimentales descritos en la patente de Fenniri hasta el compuesto 6
fueron reproducibles en la mayoria de casos, aunque se optimizaron ciertas reacciones vy
condiciones de purificacién.

NBoc, NBoc, NBoc,
N OH a N7 OH b N7 H
Boc,N )\ N NBCo)cg BocoN )\ N~ "NBoc, Boc,oN )\ N NBco)cg

Y] (6) (1)

Fig. A.2. Oxidacién del alcohol 6 a 4cido carboxilico (a) y a aldehido (b). Los agentes oxidantes empleados han
sido: (a) KMnO, y TEMPO/NaClO,; (b) DMP, oxidacién de Swern y PCC. (Ver tabla A.1)

Con una apreciable cantidad del alcohol 6, se planteé todo un abanico de métodos para
oxidarlo al acido carboxilico 7 (Figura A.2 proceso a). Se llevaron a cabo distintos intentos
(Tabla A.1) aunque ninguno de ellos con éxito. Los diferentes ensayos fueron controlados
mediante CCF y espectrometria de masas (EM-ESI). En una primera aproximacion, se intento la
oxidaciéon de 6 empleando KMnO, y trabajando en condiciones basicas para evitar la
desproteccién de las aminas del heterociclo.”) Ni a temperatura ambiente, ni a 70°C, la
reaccion avanzd, Unicamente se detectaba producto de partida en el crudo de reaccién.
Posteriormente, se intentd con el radical TEMPO en combinacidén con clorito e hipoclorito

4 . . 34
sodico (lejia comerual).[ ]

La reaccidon se llevé a cabo en un tampdén 0.7 M fosfato
(NaH,P0O4/Na,HPO,) a pH 6.8 y se dejé evolucionar durante 35 h sin observar indicios de que
tuviera lugar la oxidacién. Finalmente, se recuperé mayoritariamente el alcohol 6 y productos
derivados de la pérdida de algunos grupos protectores Boc.

En ninguno de los intentos de oxidar el alcohol a acido carboxilico se detectd conversién del
alcohol 6, posiblemente, porque no era capaz de interaccionar con los reactivos oxidantes
empleados. Viendo los resultados obtenidos, se intenté la oxidacién de 6 al aldehido 11 (Figura
A.2 proceso b) con periodinato de Dess-Martin (DMP), tal y como Fenniri habia descrito para el
compuesto analogo a 6 con un metileno adicional en su cadena lateral. Aunque se alargd el
tiempo de reaccion y se aumenté el nimero de equivalentes de DMP, el intento fracasd y se
recuperd completamente el alcohol de partida 6. Teniendo en cuenta que la estabilidad del
reactivo de Dess-Martin es reducida,[‘r’] se pensd que si la reaccidn evolucionaba muy
lentamente y los tiempos de reaccidn se alargaban mucho, era posible que el oxidante fuera
degraddndose y, en consecuencia, su efectividad disminuyera. El producto de hidrélisis del
DMP es el acido o-lodoxibenzoico (IBX), el cual presenta una importante capacidad oxidante si
se emplea en presencia de DMSO.® Asi pues, se creyd interesante realizar la reaccidn
empleando DMSO como disolvente. El ensayo se dejé evolucionar durante algo mas de 24 h
sin tener evidencias, de nuevo, de que la reaccién avanzase.
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) Condiciones de Producto i
Agente oxidante . Observaciones
reaccion esperado

Disolucién de NaOH
KMnO,” (0.75 eq). 7
rt, 48 h.

Disolucién de NaOH

KMnO,? (0.75 eq). 7 Recuperacién del alcohol 6 y
70°C, 24 h. productos derivados de la
Condiciones pérdida de algun protector Boc.
tamponadas con
TEMPO/NaClO,®* | fosfatos a pH 6.8. 7
Iniciador NaClO.
35°C, 35 h.
Periodinato de 2 eq DMP (2 eq)
Dess-Martin DCM 11
(DMP)H rt, 20 h.
DMP (3 eq)
DMP DCM 11
rt, 6 h.
DMP (3 eq)
DMP DMSO. 11 .
it 24 h. Recuperacidn del alcohol 6.
Cond. anhidras,
Oxidacion de DMSO, (COCl),, TEA,
Swern!”! DCM. 1
-78°C, 7 h.
DCM anh.

Clorocromato de

a)rt 11
piridinio (pcc)® )

b) 30°C, 32 h.

Tabla A.1. Intentos de oxidacidn del alcohol 6 a aldehido o a acido carboxilico.

También se ensayé el agente oxidante clorocromato de piridinio (PCC)[S] y la oxidacién de
Swern; sin embargo, se obtuvieron los mismos resultados que en los anteriores ensayos. Con
el objetivo de comprobar que las condiciones empleadas eran validas para oxidar un alcohol
primario y que los reactivos usados estaban en buenas condiciones, se llevaron a cabo dos
ensayos en los que se oxidd alcohol bencilico con DMP y via la oxidacién de Swern. En ambos
casos, la obtencién del producto de oxidacidén fue inmediata, lo que ponia en evidencia que si
el producto 6 no se lograba oxidar en las mismas condiciones era porque el grupo —CH,OH no
era capaz de interaccionar con los agentes oxidantes y la reaccidén no se iniciaba.

En la caracterizacion del alcohol 6 se pudo observar un hecho bastante curioso. Estudiando el

RMN-'H del compuesto (Figura A.3A) realizado en CDCls;, se detectd que la sefial del H del
grupo hidroxilo presentaba un desplazamiento a campos mds bajos de lo esperado (6= 8.12
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ppm), hecho que podia estar indicando que estuviera formando un enlace de hidrégeno.
Ademas, se diferenciaban cuatro sefiales distintas correspondientes a los grupos metilo de los
protectores Boc con una relacion de integraciones 2:2:1:1. Si se analiza la simetria de 6, se
puede encontrar un eje C, y dos planos de simetria que convierten en equivalentes los grupos
Boc de las posiciones 4 y 6. Asi pues, como sucedia en el espectro del intermedio 5, lo
esperado era obtener dos singuletes con integraciones de 36H y 18H, respectivamente. Se
planted la hipdtesis de que el protén del grupo hidroxilo de 6 formara un enlace de hidrégeno
intramolecular que causara la pérdida de simetria de la molécula dando lugar a una estructura
en la que la equivalencia de los grupos protectores Boc fuera distinta a la esperada. Para
corroborar la hipétesis se realizé un nuevo espectro de RMN-"H disolviendo 6 en MeOD, un
disolvente que evitaria la formacidn del posible enlace de hidrégeno. En este espectro (Figura
A.3B), la seial del alcohol desapareciéo debido al intercambio con el D del disolvente v,
ademas, no se observod el mismo desdoblamiento de las sefales de los metilos del grupo Boc.
Los datos obtenidos indican que la hipdtesis planteada podria ser plausible, sin embargo, no se
han realizado mds estudios para determinar la estructura adoptada por 6. Asi pues, sin tener
mas evidencias, se podria conjeturar sobre la formacion de un enlace de hidrégeno entre el
grupo hidroxilo y el N basico de la pirimidina formando un ciclo de siete eslabones.

Esta conclusién permitia explicar los resultados obtenidos en los intentos de oxidacién del
alcohol, pues la formacién de un enlace de hidrégeno intramolecular provocaria que el grupo
hidroxilo fuese poco accesible y mucho menos reactivo. Ademas, el gran impedimento estérico
que provocaban los grupos protectores Boc de las posiciones 4 y 6 también podian dificultar la
interaccion del alcohol con los agentes oxidantes.

—1.53
1.50
145
142

—an2

Fig. A.3. Zonas del espectro del alcohol 6. A) Espectro realizado en CDCl;. Zonas del espectro de 'y
correspondientes al grupo hidroxilo y a los metilos de los grupos protectores Boc; B) Espectro realizado en
MeOD. Zona del espectro correspondiente a los metilos de los grupos protectores Boc.

Aceptada la incapacidad de oxidar el compuesto 6, se planted la sintesis del compuesto 12 que
no presenta proteccion de las aminas. Esta sintesis tenia dos objetivos: en primer lugar,
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obtener un derivado simple de la base J; con el que llevar a cabo algunos ensayos preliminares
de interaccidn y, en segundo lugar, intentar su oxidacion evitando el impedimento estérico
que los grupo Boc causaban en el compuesto protegido.

La sintesis se realizé a partir del compuesto 4 via la desproteccidn del alcohol en condiciones
acidas (Figura A.4). Inicialmente, empleando 4cido pTsOH (1.2 eq) en MeOH, se consiguié aislar
el p-toluensulfonato de 12 que se caracterizé por EM-ESI (+) y RMN-"H. Con el objetivo de
aislar el producto 12 neutro, se llevd la solucidn a pH bdsico y se purificé por MPLC. Sin
embargo, sélo se logré aislar una pequefia fraccién de 12 en la que, por RMN-'H, aln se
detectaba la presencia de pTsOH. Asi pues, se plantearon unas nuevas condiciones de reaccion
en las que se utiliz6 acido acético acuoso (1:1) para la hidrdlisis del acetal y NHs(,) para la
posterior neutralizacién. El AcONH, formado se elimind en la liofilizacion del crudo de reaccién
ya que se trata de una sal volatil. Las condiciones de la reaccidén se optimizaron logrando
obtener casi cuantitativamente el producto 12 después de una rapida purificacién por MPLC.

NH,

b\” ) e

HoN "7 N7 NH,
(4) (12)

Fig. A.4. Desproteccion en condiciones acidas del grupo alcohol de 4. Las condiciones optimizadas permiten
obtener 12 con un rendimiento del 98% después del tratamiento de 4 con AcOH/H,0 (1:1) overnight a 70°C y
neutralizacion con NHj ).

Obtenido el compuesto 12, se intentd su oxidacion (Figura A.5) a pesar de saber que las
aminas desprotegidas podian interferir en la reaccién (Tabla A.2).

(12)
[(0x] NH, NH,
)\ NH HzN)\N/ N
(14) (15)

Fig. A.5. Productos de la oxidacidn del alcohol 12

A diferencia de los resultados obtenidos con el alcohol 6, donde no habia conversion alguna
del reactivo, en los intentos de oxidacién de 12 se observé su completa desaparicién en un
corto periodo de tiempo. Aunque en todos los ensayos se generaron un gran numero de
productos, en ninguno de ellos se detecté la presencia del acido carboxilico 13. En el caso de la
oxidacién con KMnOQy,, se detectd por EM-ESI la formacién del biciclo 15 aunque su aislamiento
no fue posible. En la reaccién con DMP, se observé en el espectro de RMN-'H del crudo de
reaccion la presencia de los productos de descomposicion del reactivo oxidante. La
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identificacion de otros productos no pudo completarse debido a la dificultad de aislarlos y
caracterizarlos.
Condiciones de

Agente oxidante . Observaciones
Reaccion

Disoluciéon de NaOH
KMnO,?! (0.75 eq).
rt, overnight.

Desaparicion de 12. Se detecta por EM-ESI |a
presencia de 15 aunque no se logra aislarlo.

Desaparicion de 12.

1] DMP (1.5 eq) . L .
DMP Indicios de la formacién de un complejo 12-
DCM, rt, 2h. , o
DMP asi como la hidrélisis de DMP.
Desaparicion de 12.
(8] DMC anh. rt, » ) .
PCC . Formacién de multitud de productos sin
overnight.

determinar.

Tabla A.2. Intentos de oxidacidn llevados a cabo del alcohol 12.

1.1.2. Proteccion parcial de J; con grupos Boc

Mono-proteccidn de las aminas.

Se planted la obtencién de un producto analogo a 6 que presentara Unicamente un grupo Boc
por amina para disminuir el impedimento estérico causado por los grupos protectores (Figura
A.6). De este modo, posiblemente el alcohol primario podria interaccionar mas facilmente con
los agentes oxidantes y, en definitiva, se podria obtener el producto de oxidacidn.

NH» NHBoc
N~ 0.© Boc,0 N~ 0. ©
X 71— A1 T
H:N™ N” “NH, BocHN ~ "N~ “NHBoc
4) (16)

Fig. A.6. Sintesis planteada para la obtencidn del producto mono-protegido en cada amina 16. Se ensayaron
distintas metodologias para la introduccion del grupo protector Boc (ver tablas A.3y A.4).

En una primera aproximacién, se procedid a realizar distintos ensayos empleado Boc,0 (Tabla
A.3). En la bibliografia estd descrita la mono-proteccion de las aminas de la 5-bromo-2,4,6-
triaminopirimidina,[g] para la que se emplean siete equivalentes de Boc,0, DMAP en cantidad
catalitica y TEA como base en THF anh. Se realizé la reaccién en las mismas condiciones y se
dejo evolucionar durante un dia (ensayo a). El analisis por RMN-"H y EM-MALDI-TOF del crudo
confirmaron que el producto mayoritario obtenido era 6, es decir, el producto de la bis-
proteccidén de las aminas. En vista de los resultados, se pensé que reduciendo el tiempo de
reaccion se podria evitar la formacion de los productos bis-protegidos. Disminuyendo el
tiempo de reaccion a 15 h (ensayo b), el producto mayoritario fue el producto con cinco
grupos Bocs que se aislé mediante columna cromatografica con gel de silice. Por EM-MALDI-
TOF se detectd la presencia de los productos con menor nimero de grupos Boc en el crudo
aunque su aislamiento no pudo completarse debido a la poca cantidad presente.

Los resultados de los dos ensayos explicados indican que el exceso de Boc,0 en presencia de
DMAP favorece la bis-proteccion de las aminas.
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Ensayo

Condiciones iniciales

7 eq Boc,0, 0.85 eq DMAP,

8 eq TEA, THF, rt

7 eq Boc,0, 0.85 eq DMAP, 8

eq TEA, THF, rt.

3 eq Boc,0, 0.85 eq DMAP, 8

eq TEA, THF, rt.

3.3 eq Boc,0, 0 eq DMAP, 8

eq TEA, THF, rt.

3.3 eq Boc,0, 0.1 eq DMAP,

8eq TEA, THF, rt.
T=40°C .

4 eq Boc,0, 0.5 eqg DMAP, 8

eq TEA, MeOH, rt.

4 eq Boc,0, 0.5 eq DMAP, 8

eq TEA, DMF, rt.

3.3 eq Boc,0, 3.3 eq pyr (cat.

y base), ACN, rt.
3.3 eq Boc,0, 0.3 eq pyr

(cat.), 3 eq TEA (base), ACN,

rt.

3.3 eq Boc,0, 3.3 eq pyr (cat.

y base), DMF, rt.
3.3 eq Boc,0, 0.3 eq pyr

(cat.), 3 eq TEA (base), DMF,

rt.

Tiempo

24 h.

15 h.

48 h.

Overnight

48h.

Overnight

20 h.

48 h.

7d

7d

7d

7d

Adiciones

0.5 eq Boc,0
hasta 5.5 eq

0.5 eq Boc,0
hasta 9 eq

Observaciones

Producto mayoritario:
Hexa-protegido (RMN-
'H, EM-MALDI-TOF)
Producto mayoritario:
Penta-protegido.

No se consigue aislar el
producto 16.

Mezcla practicamente
equimolar de todos los
productos posibles (1 a
6 Boc)

La reaccidén no
evoluciona

La reaccidén no
evoluciona (CCF).

Se observa el producto
con un grupo Boc por
EM-ESI-(+).

La reaccidén no
evoluciona.

Mezcla equimolar de
todos los productos
posibles

Mezcla equimolar de
todos los productos
posibles.

Tabla A.3. Intentos realizados con Boc,0 para la obtencion del producto 16 a partir de 4.

A continuacion, manteniendo las mismas proporciones de los otros reactivos, se emplearon

sélo 3 eq de Boc,0 (ensayo c). La reaccidn se dejé evolucionar overnight y, posteriormente, se

evidencié mediante CCF y EM-MALDI-TOF que el producto mayoritario era el reactivo de

partida 4. La conversidn quimica habia sido muy pequena y se detectaban Unicamente los

productos con uno y dos grupos protectores. Se decidié realizar adiciones fraccionadas de 0.5

eq de Boc,0 cuando no se percibiera avance de la reaccién. A las 48 h de reaccién, cuando ya
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se habian afadido un total de 5.5 eq de Boc,0, se pard la reaccion puesto que se detectaba
una mezcla casi equimolar de todos los productos posibles, es decir que, aln existiendo
producto de partida en la mezcla de reaccidon, ya se empezaba a detectar la formacién del
producto con seis Bocs 6 y, obviamente, de todos los productos intermedios con 1 hasta 5
grupos Boc.

Viendo estos resultados, se decidié modificar la cantidad de DMAP, que inicialmente era de
0.85 eq, y asi poder evitar la bis-proteccion de las aminas (ensayos d-e). Empleando 3.3 eq de
Boc,0 (exceso de 0.3 eq) se realizaron dos ensayos, uno sin DMAP y otro con 0.1 eq. En el
primero (ensayo d), después de dejar evolucionar una noche la reaccidn, no se detecté avance
alguno y se recuperd inalterado el producto de partida. En el segundo ensayo (ensayo e),
después de 48 h a temperatura ambiente con una nula conversién, se decidié aumentar la
temperatura a 40°C . Después de una noche, la evolucion fue minima y solo se detecté por EM-
MALDI-TOF la presencia minoritaria del producto con un grupo Boc. Estos datos ponen en
evidencia que las aminas de la pirimidina son muy poco nucledfilas y requieren de un activante
como la DMAP para que la proteccién con grupos Boc tenga lugar.

En los siguientes ensayos se trabajé con 4 eq de Boc,0 (1 eq de exceso), 0.5 eq de DMAP, una
cantidad comun en este tipo de reacciones, y se emplearon diferentes disolventes para
mejorar la solubilidad de 4 que en THF no era del todo completa (ensayos f-g). En primera
instancia se intentd sin éxito el uso de MeOH anh. Después de 20 h de reaccidén sélo se
detectaba producto de partida, muy posiblemente, porque el MeOH consumia el Boc,0. Los
intentos con DMF en las mismas condiciones requirieron adiciones extras de Boc,0 debido a la
lenta evolucidn de la reaccién. Después de 48 h de reaccién y un total de 9 eq de Boc,0, se
evidencié la formacidn casi equimolar de los 6 posibles productos cuando aun se observaba la
presencia del producto de partida.

Posteriormente, se planteé emplear piridina como catalizador y, en algun experimento,
también como base. Con una cantidad de 3.3 eq de Boc,0 se hicieron cuatro ensayos
combinando dos disolventes, el ACN y la DMF, con distinta cantidad de piridina (ensayos h-k).
Los cuatro ensayos se dejaron evolucionar durante una semana y se controlaron por CCF y EM-
MALDI-TOF. En todos ellos se obtuvieron los mismos resultados que en los anteriores intentos.

De los ensayos realizados con Boc,0 se puede llegar a la conclusiéon que, a causa de la baja
nucleofilia de las aminas pirimidinicas, la reaccidon no evoluciona en ausencia de un activante y,
en contrapartida, este activante favorece la bis-proteccién de las aminas. Estos hechos
conllevan a la formacién de un gran nimero de productos, desde el que tiene un grupo Boc
hasta el que tiene seis. El rendimiento que puede obtenerse es muy pequefio, ya no solo por la
baja cantidad presente de cada uno de los productos generados, sino porque la purificacién es
muy compleja debido a la gran similitud quimica que presentan. La optimizacidon de unas
condiciones para obtener mayoritariamente el producto con un Boc por amina ha sido
infructuosa.

En la literatura se pueden encontrar muchos reactivos para introducir un grupo Boc, algunos
. . 10,11 .
ejemplos entre otros son los Boc-X (donde X es un halogeno)[ ] gue son muy reactivos e

inestables, la Boc azida (Boc-Ns) que puede llegar a ser peligrosa debido a que es explosiva (12l
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el BOC-ON (2-(tert-butoxicarbonioniimino)—2—feniIacetonitriIo)[la] y el BBDI (1-tert-butoxi-2-
tert—butoxicarbonil—1,2—dihidroisoquinolina)[14] que debe formarse in situ pero no es muy
indicado para aminas.

Otro reactivo cominmente empleado es el tert-butoxicarbonilimidazol (Boc-Im) que es un
reactivo comercial aunque sencillo de sintetizar. Su sintesis estd descrita a partir de tert-
butanol y carbonildiimidazol (CDI) con un buen rendimiento.™ A partir de la reactividad de
Boc-Im y su sintesis, surgié la idea de introducir el grupo protector Boc mediante reaccion de 4
con CDI y tert-butanol (Figura A.7).

— O —_
0
NH o~ A N\ZNJ\NH
2 7N NN\ —
N 0.,©° NS NTS O
N )'\ _ _—
P col HN N NH
H2N N NH2 <10° /g )\
0% SN 1) o N A
) ,@ \=N

OH NHBoc
| ~
BocHN )\N NHBoc

(16)
Y NH
¢

Fig. A.7. Introduccidn del grupo Boc mediante reaccidn de 4 con CDI y tert-butanol

En primera instancia, CDI deberia reaccionar con las aminas de J; formando el intermedio
reactivo de la figura A.7 el cual, en un segundo paso de reaccidon, seria atacado por tert-
butanol para dar lugar al grupo Boc liberando imidazol (Tabla A.4).

El primer ensayo se realizé en dos etapas: en la primera se afadié CDI a una solucién de 4 en
DMF y, posteriormente, en una segunda etapa, se adiciono el tert-butanol (ensayo a). En este
ensayo se empled un CDI parcialmente hidrolizado en el que habia una proporcién aproximada
de CDI:imidazol 1:1 (determinada por RMN-'H). La primera etapa de la reaccién se dejéd
evolucionar durante 5 dias, momento en el que el producto 4 dejé de observarse por CCF. Se
realizé la adicién de tert-butanol y se dejé avanzar la reaccidn durante 8 h. Después de este
tiempo, el crudo de reaccién se analizd via EM-ESI y se detectd la formacién del producto 16
sin el grupo tetrahidropiranilo. El andlisis del crudo por RMN-"H mostraba una elevadisima
proporcién de N-metilimidazol. Llevando a cabo una purificacion mediante columna
cromatografica de gel de silice, no se pudo aislar el producto detectado debido a la
imposibilidad de separarlo de la gran cantidad de N-metilimidazol generada.

La formacién del N-metilimidazol no es un proceso sencillo de explicar puesto que no hay
ningun agente alquilante en el medio de la reaccién. Se podria especular que el imidazol, con
un pK, préximo a 7, atacase la DMF para formar N-metilimidazol y N-metilformamida. No
obstante, no se encuentran precedentes descritos en la literatura.
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En el segundo ensayo realizado, se empled CDI completamente puro (ensayo b). Pocas horas
después del inicio de la reaccion se empezé a detectar la formacién de dimeros de 4. Estos
compuestos, en los que dos moléculas de 4 se encontraban unidas por un carbonilo a través
de sus aminas exociclicas, se generaban por el ataque nucleéfilo intermolecular de una de las
aminas de 4 sobre el intermedio activo. Dejando evolucionar durante mds tiempo la reaccion,
se llegaron a detectar trimeros y tetrameros. Este hecho parecia indicar que la presencia de
imidazol, considerado un contaminante en el ensayo anterior, evitaba la formacion de estos
compuestos poliméricos puesto que competia con 4 para atacar al intermedio activo de la
reaccion. Viendo la trascendencia que tenia la presencia de imidazol, se decidié que debia ser
uno mas de los reactivos a emplear.

Condiciones . . .
Ensayo L. Tiempo Adiciones Observaciones
iniciales

Se detecta el producto 16 sin

a)3eqCDI THP mayoritariamente, no se
conteniendo a)5d consigue aislar.
a Lo +10 eq CDI L, .
imidazol, DMF b)8h Formacion de N-metil-
b) 6 eq ‘BUOH imidazol. Muy dificil de
separar.
b a) 3 eq CDI, DMF a)5d +10 eq CDI Formacidon mayoritaria de
e
b) 6 eq ‘BuOH b) 8 h g dimeros.
One pot: 3 eq CDI, 16 aislado con nyax =10%
imidazol, 6 eq Dos purificaciones minimas
; +45 eq CDI. . .,
c BuOH, DMF. 11d ¢ necesarias. Formacion de N-
+6 eq BuOH L "
metilimidazol que dificulta el
aislamiento.
One pot: 3 eq p-
. . +30 eq p- L, .
d nitrofenilcarbonato, 30d La reaccién no evoluciona.

3 eq ‘BUOH, DMF. nitrofenilcarbonat

Tabla A.4. Intentos para la obtencién del producto 16 realizados con CDI o p- nitrofenilcarbonato y ‘BuOH.

El siguiente ensayo se llevd a cabo afiadiendo todos los reactivos a la vez, es decir, one pot
(ensayo c). Se tomo esta decision al reflexionar que la lentitud de la primera etapa de la
reaccion, en la que 4 reaccionaba con CDI, podia estar favoreciendo ciertas reacciones
secundarias indeseadas, como la formacién del N-metilimidazol. Después de 11 dias y distintas
adiciones de CDI y ‘BuOH, la reaccién se pard y se analizé el crudo. Esta vez, por EM-ESI se
detectdé la formacidén del producto 16 aunque también habia mucha cantidad de N-
metilimidazol. Se tuvieron que realizar dos purificaciones para obtener, finalmente, el
compuesto 16 puro con un rendimiento del 10%.

Este ultimo ensayo se repiti6 dos veces aumentando la escala de trabajo y no se pudo
reproducir el rendimiento obtenido anteriormente, sino que disminuyd. La presencia de N-
metilimidazol en el crudo de reaccidn dificultaba mucho la purificacion y su eliminacién no era
sencilla. Aunque estas condiciones nos permitieron obtener el producto deseado 16, el
balance de los resultados no era muy esperanzador puesto que un rendimiento tan bajo solo
permitia obtener pequefas cantidades de producto, después de consumir una gran cantidad
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de reactivos asi como de disolventes para su doble o triple purificacidn. Estas cantidades tan
reducidas no permitian seguir adelante con la ruta sintética planteada ya que aun restaban
cuatro etapas sintéticas para obtener el monémero de PNA deseado.

Finalmente, en un intento de mejorar el rendimiento y el aislamiento de 16, se empled p-
nitrofenilcarbonato en vez de CDI. Después de 30 dias de reaccidén y diferentes adiciones
extras, se abandond el ensayo puesto que no se tenian evidencias de que la reaccién
progresase.

Desproteccion parcial de las aminas del intermedio 5.

Los grupos protectores Boc son Idbiles en condiciones acidas, sin embargo, en presencia de
grupos hidroxilos y en determinadas condiciones de tiempo y/o temperatura su estabilidad
también se ve comprometida. Asi pues, se intentaron optimizar unas condiciones para
desproteger parcialmente el compuesto 6 utilizando hidréxido de litio (LiOH) (Figura A.8). En el
primer intento se emplearon 2 eq de LiOH en una mezcla THF/agua (8:2) a 40°C (Tabla A.5).
Después de 7 h de reaccidén, el producto de partida no se detectaba por CCF y un analisis del
crudo de reaccién por EM-ESI evidencidé que, ademds de producirse una pérdida de los grupos
protectores Boc, tenia lugar la deshidratacidn del alcohol. Teniendo en cuenta estos
resultados, se creyd oportuno realizar el mismo ensayo empleando el intermedio 5 que
presentaba el alcohol protegido como acetal. A las 10 h de empezar el ensayo, se observé por
CCF la desaparicidon del producto de partida y la formacién de un producto muy mayoritario
respecto a los demas. Parada la reaccién y separados los distintos productos generados por
cromatografia en columna de silice, se obtuvo el producto con 4 grupos protectores Boc
(determinado por EM-ESI) con un rendimiento del 28%. El producto obtenido se analizé por
HPLC para confirmar que se trataba de un Unico compuesto y por RMN-"H para determinar en
que posiciones estaban los grupos protectores.

Se pueden formar distintos isébmeros con cuatro grupos Boc, los que presentan dos aminas bis-
protegidas y una libre, o bien, aparentemente mds favorecidos, los compuestos con dos
aminas mono-protegidas y una bis-protegida. Asi pues, se planted la cuestion de si el producto
contenia la amina bis-protegida en la posicion 2, y era simétrico, o en la posicion 4 (o 6), dando
lugar al producto asimétricamente sustituido. Mediante RMN-"H (Figura A.9) se determiné que
el producto obtenido era el producto asimétrico 17.

NBoc, NBoc,
N7 (0] (0] LiOH NTX (o] (o]
AL ) LT e O
BocoN N~ "NBoc, BocHN N~ "NHBoc
(®) a7

Fig. A.8. Desproteccion parcial de los grupo amino del compuesto 5 con LiOH. Condiciones: LiOH (4 eq),
THF/agua, 40°C, 19 h.
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CHCl,

Fig A.9. Espectro de RMN-'H en
| CDCl; (6= 7.27 ppm) del producto
17 obtenido via la desproteccién

’ con LiOH de 5. A campos altos se

pueden ver las sefiales
‘ correspondientes a los metilos de
los grupos protectores Boc y a

’\
‘ \/ /
) .| RN N campo bajos los protones de las

T aminas. El nimero de sefiales y

sus integraciones verifican la

95 9.0 8.5 8.0 75 70 15 1.4 formacién del compuesto
asimétrico 17.

Una vez caracterizado el producto, se procedié a optimizar las condiciones de reaccién para
mejorar asi el rendimiento. En los ensayos a temperaturas superiores a 40°C se observd la
pérdida de selectividad para obtener un producto mayoritario. El mejor rendimiento para la
obtencién de 17 se obtuvo empleando 4 eq de LiOH durante 19 h a 40°C (Tabla A.5).

Condiciones

Producto aislado 2 eqLiOH, 40°C, 4 eq LiOH, 40°C, 2 eq LiOH, 60°C,
24 h 19h 24 h

Producto de Partida: 6 39% 34%
Q Bocs 5
[S)
3 5 Bocs 17% 10%
(@]
_§ 4 Bocs: producto 17 34% 42% Mezcla de todos
s los productos
S 3 Boc 17% 14% posibles:
(]
a 7 Bocs (Mezcla) (Mezcla) de 0 a 6 Bocs
a

TOTAL 100% 100%
Rendimento 17 28% 37%

Tabla A.5. Resultados obtenidos en los ensayos para optimizar la desproteccion parcial de 5 con LiOH.

Obtenido el producto 17, se procedid a la hidrdlisis de su acetal poniendo en practica las
mismas condiciones de catalisis acida utilizadas con el compuesto 5 con seis grupos Boc (Figura
A.1). Sorprendentemente, las condiciones tuvieron que modificarse notablemente sobre la
marcha. Por un lado, se tuvo que alargar el tiempo de reaccion de 6 h a 13 dias para tener una
completa conversion y, ademas, se necesito el doble de concentracion de acido pTsOH (0.2
eq). Por otro lado, fue necesaria una purificacion en columna ya que en el crudo de la reaccién
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se detectaba una mezcla de productos debido a que parte del producto habia perdido algun
grupo Boc. Finalmente, se obtuvo con un rendimiento extremadamente bajo (30%) el
producto con tres grupos Boc 18. La distribucidon de los grupos protectores se estudié por
RMN-'H llegando a la conclusién que se trataba del producto con sus tres aminas mono-
protegidas (Figura A.10). Teniendo en cuenta el bajo rendimiento obtenido y el largo tiempo
de reaccidn necesario, se probaron unas nuevas condiciones. Se empled LiCl en una mezcla de
aguay DMSO!™! y se dejo evolucionar la reacciéon durante 3 h a 90°C. El analisis del crudo por
EM-MALDI-TOF evidencié que los grupos protectores Boc fueron completamente eliminados
mientras que el protector del alcohol seguia intacto. Se recuperé completamente el
compuesto 4.

NBoc, NHBoc
NN o__0 pTsOH N7 OH
N L L) weon X
BocHN N NHBoc BocHN N NHBoc
(17) (18)

108

74 72 70 68 66 64 62 155 150 145 140 135

Fig. A.10. Reaccidn de desproteccion del alcohol de 17 via catalisis acida y sefales del RMN-"H (CDCl3) de 18.
Debido a la simetria de la molécula, se observan dos sefiales para los protones de las aminas y para los grupos ‘Bu
de los protectores Boc.

El hecho de que las condiciones de desproteccion y el rendimiento obtenido difirieran tanto
con los del producto 5, se explicé poco después cuando se observd que 18 era inestable en
solucién y perdia los grupos protectores Boc. Se comprobd, realizando a diferentes tiempos
espectros de RMN-"H de la misma muestra en CDCl; que los grupos Boc se iban eliminando. Se
paso el solvente por alimina ya que, como es conocido, el cloroformo puede contener trazas
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de acido. No obstante, se obtuvieron los mismos resultados asi como cuando se cambié el
solvente a DMSO-d¢. Todo parecia indicar que los grupos protectores Boc eran mds labiles en
18 que en los compuestos hexa-protegidos, asi que se planted la posibilidad que sucediera lo
mismo en los compuestos 16 y 17. Se estudid la estabilidad en solucién de estos compuestos
mediante CCF y se observé que, como se habia previsto, los grupos protectores en los
productos con cuatro y tres grupos Boc se eliminaban espontdaneamente en solucion (DCM,
MeOH, CDCls;, DMSO). La observacién de la labilidad en solucién de los grupos protectores Boc
tanto en 16, 17 y 18, que sin duda hubiera sido el motivo de posteriores trabas, decanté la
balanza y se decidié abandonar esta ruta sintética y plantear una nueva.

1.2.Segunda Ruta Sintética

En la nueva ruta sintética planteada, con el objetivo de evitar los problemas encontrados en el
esquema anterior, la funcionalizacidon de acido en la cadena lateral de J; ya estaba implicita
antes de la proteccidn de las aminas (Figura A.11).

La sintesis se inicié con una sustitucidn nucledfila sobre 2-bromoacetato de metilo por parte
del anién del malononitrilo. Empleando las mismas condiciones que en la primera ruta
sintética, se consiguidé obtener el predecesor del anillo pirimidinico de 2,4,6-triaminopirimidina
con un rendimiento del 60% después de una purificacién por columna cromatografica con gel
de silice. En la siguiente etapa, se planted la formacion del anillo J; haciendo reaccionar 19 con
hidrocloruro de guanidinio en metdxido sddico. No se aislé el compuesto 20 sino que se
obtuvo el biciclo 21 producto del ataque nucledfilo de la amina exociclica de la posicién 2
sobre el ester metilico de la cadena lateral (Figura A.12).

NH,
OMe a NC OMe b N OMe
Br/\[( /le Y .
o CN © HNT NN
(19) (20)
y ©
NBoc N
2 oMe NBoc FmocHN 7> \)J\OBn
,,,,,,,, - )NI\\ e N OH 8
. |
Boc,N N NBoc, Boc,N )\N NBoc,
(7)
NBoc, JN\Bocz
N )*N N" N
| | _
77777777 > BocyN NBoc, e et Boc,N NBoc,
o] o
0 o]
FmocHN /\/N\)Losn FmocHN /\/N\)]\OH
9) (10)

Fig. A.11. Segunda ruta sintética planteada para la sintesis del mondmero de PNA con la base J;. Condiciones de las
reacciones llevadas a cabo: a. Malononitrilo (1.5 eq), 60% NaH (1.6 eq), DME anh., rt, overnight, 60%; b. 1.Na (2
eq), MeOH anh. 2.hidrocloruro de guanidinio (1.3 eq), reflujo, 3.5 h.
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NH-HCI
Iy NHz o MeOH NH
NC OMe 2HN " "NH, NS OMe N
W )|\ _ r Aéy )l\ _ O
CN O MeO Na' HoN N @ HN NN
(19) (20) (21)

Fig. A.12. Formacion del producto bicilico 21 debido al ataque de la amina en la posicidn 2 de J; sobre el ester
metilico de la cadena lateral.

La formacién del producto biciclico 21 no fue del todo una sorpresa, en la literatura pueden
encontrarse ciclaciones de este tipo para compuestos estructuralmente semejantes al aqui
descrito.!””! por esta razon, ya se habian pensado algunas alternativas sintéticas para seguir
con la sintesis (Figura A.13). Sin embargo, primero tuvo que purificarse el producto 21. Debido
a la gran polaridad del compuesto y a su baja solubilidad tanto en disolventes orgdnicos como
en agua, su purificaciéon fue bastante compleja. No se pudo realizar con éxito en fase normal
por columna cromatografica con gel de silice y la recuperacién por MPLC fue inferior al 10%.
Después de realizar algunos ensayos, se observd que al triturar con agua el crudo de la
reaccion, parte del crudo se disolvia mientras que un producto quedaba insolubilizado. El
precipitado, que fue analizado por RMN-'H en DMSO-d°® y por EM-ESI, resulté ser el compuesto
21 puro. Asi pues, se consiguié forma una sencilla y eficaz de purificarlo.

Subruta 1. En primera instancia se planted proseguir con la proteccion del producto 21
empleando un exceso de Boc,0 (entre 12 y 20 eq). Se pretendia introducir un grupo Boc en la
lactama con el objetivo de realizar una rotura oxidativa, pues la presencia del grupo Boc
provoca que el enlace carbonilo-nitrégeno sea mas débil facilitando, consecuentemente, su
rotura. Para la escisidn se escogieron unas condiciones previamente descritas por Feng y Chen

H."® En la literatura se pueden encontrar otras

[19,20]

en las que se usa agua oxigenada al 35% y LiO
metodologias para llevar a cabo el mismo proceso quimico, sin embargo, se decidid
aplicar la metodologia de Feng debido a su compatibilidad con otros grupos Boc en la molécula

asi como con otros heterociclos.

Asi pues, se llevd a cabo la proteccion de 21 empleando un exceso de Boc,0 y 3 eq de DMAP.
La reaccion se dejé evolucionar a 70°C mientras se fue controlando por CCF y EM-ESI. Se
realizaron dos intentos de proteccion empleando distintos tiempos de reaccién, en el primero
toda una noche y en el segundo 9 h. En ambos casos se detectaba por EM-MALDI-TOF el
producto deseado 22 en el del crudo de la reaccidn y nada de producto de partida. En los dos
crudos de reaccién se podian detectar un gran nimero de productos, por lo que se decidid
separarlos por cromatografia en columna. En el primer ensayo se emplearon eluciones de
distintas proporciones de acetato de etilo y hexano y, en el segundo, DCM con porcentajes
crecientes de MeOH. En los dos casos fue imposible aislar el producto o volverlo a detectar. Asi
pues, se realizaron dos nuevos intentos en las mismas condiciones pero a temperatura
ambiente. En uno de ellos se realizd el work-up y dos purificaciones sin éxito y, con la otra
muestra, en el que se detectaba como anteriormente la masa del producto 22, se decidié
intentar la rotura oxidativa sin purificacion previa. Para ello, se emplearon 6 eq de agua
oxigenada al 35% y 2 eq de LiOH en una mezcla de disolventes que favoreciese la solubilizacién
de todos los reactivos, THF:H,0 (3:1). Después de 3 dias siguiendo la reaccién por EM-MALDI-
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TOF y CCF no habia evidencias de la formacidn del producto deseado y tampoco se observaba

producto de partida. Asi pues, se decidié abandonar esta via.

subruta1

NH,
-
| o

HoN )\N H

(21)

c d

subruta 2 subruta 3

NBoc, NH, NH;
N o N %OMe N wOH
BoczN)l\N/ N H2N)|\N/ N H2NJ\N/ NHD
(22) Boc ‘nHCI ‘nHCI
(23) (24)
b a a
NBoc, NBoc, NBoc,
N OH N )Y\WOMe 777777 > N )Y\WOH
Boc,N )l\N/ NHBoc Boc,N )l\N/ NEJC, Boc,N )\N/ NE3c,

o} | o} :
FmocHN /\/H \)kOBn FmocHN /\/H \)J\OBn
(®) : ®) |

Y Y

v Y

NBoc, NBoc,
NIJ*N N| SN
BocHN 7 NBoc, Boc,N Z NBoc,
o, o,
FmocHN A~ N \)]\OH FmocHN A~ N \)]\OH

(10)

Fig. A.13. Diferentes opciones sintéticas a partir del compuesto biciclico obtenido 21 para la obtencién del
monoémero de PNA con la base J;. Condiciones de reaccion: a. Boc,0 (3-20 eq), DMAP (0.5-3eq), TEA (5 eq), ACN
entre 10 hy 8 dias a 70°C o rt; b. H,0, (6 eq), LiOH (2 eq), THF/H,0, rt, 3 dias; c. HCl(g), MeOH,ny, rt, 1.5 h, 100%.;
d. HCl(5q) 7%, reflujo, 5 h, 100%.

Subruta 2. En la siguiente aproximacién planteada se pensé en la metandlisis de 21 para abrir
la lactama y obtener el ester metilico correspondiente. El producto obtenido se protegeria con
grupos Boc vy, finalmente, via la saponificacidén del ester se obtendria el acido ya listo para ser
unido al esqueleto de N-(2-aminoetil)glicina 8.

Para llevar a cabo la metandlisis de 21 se disolvid el producto en MeOH anh. recién destilado y
se burbujed durante 1.5 h HCl generado in situ. La solucién, evaporada hasta sequedad, fue
analizada para confirmar la formacién cuantitativa de la sal 23. Se procedié con la proteccion
de las aminas con Boc,0 y cantidad catalitica de DMAP. Después de 18 h de reaccidn se analizé
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la evolucién de ésta por EM-ESI y se comprobd que el producto estaba ciclando, como ya habia
sucedido anteriormente, para obtener de nuevo el producto 21 y los productos resultantes de
la introduccién de grupos Boc.

Subruta 3. Pensando en evitar la ciclacién indeseada al intentar proteger las aminas, se decidié
llevar a cabo la hidrdlisis de la lactama puesto que el acido carboxilico debia ser menos
reactivo al ataque de una amina. Inicialmente, la hidrdlisis se llevé a cabo siguiendo la

h,m] aunque tuvo que optimizarse debido a que la concentracion de

experimental de Boot
acido clorhidrico empleada y la temperatura eran demasiado altas y se observaba la
degradacion del producto. Asi pues, se determind que usando HCl,q al 7% durante 5 h a
reflujo se obtenia la sal 24 con un rendimiento cuantitativo. La proteccién de 24, que se llevé a
cabo en las mismas condiciones que anteriormente, se intentd sin éxito. A las 15 h de reaccidn,
el andlisis mediante EM-ESI evidenciaba una mezcla de productos derivados de la ciclacién.
Entre estos, se detectd la masa de 21, de otros productos derivados de la introduccién de
grupos Boc, asi como una serie de masas que concordarian con la adicién de un grupo ‘Butilo a

21.

Los dos ultimos intentos parecen indicar que los hidrocloruros 23 y 24 son estables pero
cuando se neutralizan en presencia de DMAP, necesaria para la proteccidén de las aminas de Jy,
se favorece su ciclacidn para dar lugar al biciclo 21.

Después de intentar dos rutas sintéticas con sus variantes para obtener el monédmero de PNA
ideal sin éxito, se decidid abandonar este objetivo inicial e intentar la sintesis de otros
monodmeros con la base J; en los que la distancia entre la base y el esqueleto de N-(2-
aminoetil)glicina fuera mayor. De esta manera, quizd se podria evitar todo la problematica
experimentada con el mondmero “ideal” (ver Apartado 2.1.2, Capitulo 1).
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MATERIALS AND METHODS

1. Reagents, solvents and buffer solutions.
1.1.Reagents and solvents

Acetonitrile (ACN): HPLC grade (>99.9% purity) from VWR. To obtain anh. ACN, it was distilled
and kept in CaH, under an Ary atmosphere. The anh. ACN employed in oligonucleotide

synthesis was purchased from Applied Biosystems and kept with a Trap Pack to avoid moisture
contamination.

Ac,0: from Fluka.

Agueous ammonia: commercial high purity solution of 32% ammonium from Scharlau.

Anh. pyridine: from Sigma Aldrich.
Deionized water: (18.2 MQ-cm™) obtained from a Milli-Q Synthesis A10 system from Millipore.

D,0: from Euriso-top.
Dichloromethane (DCM): synthesis grade from Scharlau and HPLC grade from VWR. To

eliminate acid traces it was passed through an alumina (Al,03) column. To make it anh., it was
distilled over P,0s and kept in a bottle with CaH, under an Ar, atmosphere.

Diethylether: synthesis grade from Scharlau or Spectrophotometric grade from Sigma Aldrich.
Dioxane: from Sigma-Aldrich. Before usage, it was filtered through a basic alumina column to
avoid the presence of peroxides.

DIEA: from Sigma-Aldrich.

DMAP: from Alfa Aesar.

Dimethylformamide (DMF): high purity grade from Panreac. It was kept dry by the addition of

4R activated molecular sieves. Before being used, a Ny flow was passed through for a
minimum of 2 h to eliminate volatile amines.

Ethylene glycol dimethyl ether (DME): 99+% extra pure stabilized with BHT from Acros.

EtOH (absolut): from Panreac.

Glacial acetic acid: from Scharlau.

HATU: from Applied Biosystems.

HOBt: from Acros or Iris Biotech.

HCI: reagent grade of 37% concentration from Scharlau.

Methanol: HPLC grade from VWR or synthesis grade from Panreac. To obtain anh. methanol it
was distilled over Mg and I (to avoid distillation of the MeOH-water azeotrop), collected
over 3A activated molecular sieves and kept under an Ar, atmosphere.

NMP: from Fluka. To make it anh., NMP was kept over 3A activated molecular sieves under an
Ar atmosphere.

Piperidine: synthesis grade from Sigma Aldrich.

THF: synthesis grade from Scharlau. To obtain anh. THF, the solvent was distilled over Na
using benzophenone as an indicator of humidity. It was kept over Na() wire and under an Arj,
atmosphere.

Triethylamine: 299% from Sigma Aldrich.
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Buffer solutions employed in HPLC analysis and purification were prepared using Milli-Q water
and filtered through a 45um filter. MS-MALDI-TOF matrices were purchased at Sigma-Aldrich.
Salts and bases employed in synthesis such as NaCl, MgS0,, K,COs...were from Jescuter.

The other reagents were from commercial sources and were employed without any previous
treatment, except in the case of using them in reactions taking place under anh. conditions.
For this purpose, they were dried in a desiccator containing P,0s.

1.2.Buffer solutions

2 M _Ammonium acetate solution (NH;Ac) pH 7: To prepare 1 L of this buffer solution,

ammonium acetate (154.2 g) was dissolved in Milli-Q water and the pH was adjusted to 7 by
adding NHs or AcOH as required. Finally, the solution was diluted with more Milli-Q water until
the volume was adjusted to 1 L in a volumetric flask.

2 M Triethylammonium acetate solution (TEAAc) pH 7: To prepare 500 mL of this buffer

solution, TEA (140 mL) and glacial acetic acid (58 mL) were mixed in an erlenmeyer with 200
mL of Milli-Q water. Magnetic stirring was kept during an hour, the pH was adjusted to 7.0
with TEA or AcOH as required and water was added until the volume was adjusted to 500 mL
in a volumetric flask.

10 mM Cacodylate buffer pH 5.50: To prepare 500 mL of this buffer solution, sodium
cacodylate (1.07 g), NaCl (2.92 g) and of Na,EDTA (15 mg) were dissolved in 450 mL of Milli-Q
water (final concentrations of reagents: 10 mM, 100 mM and 0.1 mM, respectively). The pH

was adjusted to 5.50 with diluted solutions of HCI or NaOH, as required. Finally, the volume
was adjusted to 500 mL with Milli-Q water in a volumetric flask.

10 mM Cacodylate buffer 10 mM pH 7.00: The procedure is the same as above, but the pH was
adjusted to 7.00 with diluted solutions of HCl or NaOH, as required.

10 mM Phosphate buffer solution pH 5.50: To prepare 500 mL of this buffer solution,
NaH,P04-2H,0 (769 mg) and Na,HPO,4:2H,0 (12 mg) were dissolved in 450 mL of Milli-Q water.
The pH was adjusted to 5.50 with the required phosphate salt and the volume was adjusted to

500 mL with Milli-Q water in a volumetric flask.

10 mM Phosphate buffer solution pH 7.00: To prepare 100 mL of this buffer solution, a 0.2 M
aq solution of Na,HPO, (30.5 mL) was mixed with 19.5 mL of a 0.2 M aq solution (19.5 mL) of
NaH,P0,4. The pH was adjusted to 7.0 with the required phosphate salt and the volume was

adjusted to 100 mL in a volumetric flask.

2. General techniques.
2.1.Chromatographic techniques

Thin Layer Chromatography (TLC). Thin layer chromatography analysis was done using
aluminum foils coated with silica gel (60 F, 0.2 mm, Merck). Different methods and reagents
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were employed to visualize spots depending on the nature of the analyzed compounds: UV
lamp (254 nm), iodine and potassium permanganate...

Column Chromatography. Purification by column chromatography was carried out using 60 A
CC Chromatogel silica gel (35-70 um, from SDS) as stationary phase. Mixtures of organic
solvents were used as mobile phase.

High performance liquid chromatography (HPLC). Reversed-phase analysis by HPLC was carried
out in Shimadzu (LC-20AD pump, SIL-20A HT Autosampler and SPD-M20A or SPD-20A detector)
or Waters 2695 (Separations Module 2695 and PDA detector 2996) instruments. For
purifications, a semi-preparative HPLC Waters 600 (Controller 600, Detector 2487) was
employed.
The HPLC column was chosen depending on the compounds to be analyzed and the elution
conditions:

Buffered conditions (A= TEAAc or NH;Ac buffer and B= ACN): for analyses a Kromasil
100 C18 column (250 x 4 mm, 10 um particle size) from Teknokroma was used, and elution

was carried out with a 1 mL/min flow. For purifications a Jupiter C18 column from
Phenomenex (250x10 mm, 10 um of particle size, 300 R) was used, and the flow was 3
mL/min.

Acidic conditions (A= 0.1% TFA/H,0 and B= 0.1% TFA/ACN): for analyses GraceSmart
RP-18 (250x4.6 mm, 10 um of particle size) or Jupiter Proteo C18 (250x4.6 mm, 4 um of
particle size, 90A) columns from Phenomenex were employed, using a 1 mL/min flow.

Purifications were done with a Jupiter C18 Proteo column (250x10 mm, 10 um of particle size,
90 A) from Phenomenex using a 3 mL/min flow.

Before being used, the HPLC eluents were sonicated for 15 min in a sonicator bath to avoid the
formation of air bubbles. Detection of analyzed compounds was done at 260 nm in the case of
oligonucleotides, and either 220 or 254 nm for PNAs and simple organic compounds.

Medium performance liquid chromatography (MPLC). MPLC was performed in a system
composed by a Duramat piston pump from Ismatec Mc-Z, an Uvicord Sl UV-Vis detector from
Pharmacia Biotech, and an Ultrorac 7000 automatic collector from LKB. The recorders used
were either a REC 101 from Pharmacia Biotech or an Ecograph RSG30 from Endress+Hauser.
Glass columns were filled with C18 phase (Vydac, 20x2 cm, 15-20 pm diameter size and 300 A
of porus size), and washed with aqueous solutions (solvent A, 2-4 mL/min flow) before use.

lonic exchange chromatography (Dowex). To exchange the oligonucleotide counterions to Na®,
Dowex® (50WX8 hydrogen form, 200-400 mesh from Sigma-Aldrich) ion exchange
chromatography was performed.

2.2.Nuclear magnetic resonance

'H and *C NMR spectra were recorded in Varian Inova 300 or Varian Mercury-400
spectrometers from the NMR Unit of the Centres Cientifics i -Tecnologics (CCiT) of the UB. 5-10
mg of sample and 0.7 mL of the appropriate deuterated solvent are required (CDCl5, DMSO-d®,
acetone-d® or CD;0D depending on the sample). Chemical shifts were either referenced to
TMS (6= 0 ppm) or to the same solvent signal.
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Interaction studies using *’F-NMR and 'H-NMR were performed in a Bruker Digital Avance AV-
600 MHz from either the NMR Unit of the CCiT-UB or from the Spectroscopic and Molecular
Structure Department of the Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano (CSIC, Madrid),
respectively. In ’F-NMR spectra, chemical shifts were referenced to TFA (internal reference ,
6= -76.55 ppm) or trifluorotoluene (external reference). Experiments were performed in
Shigemi tubes (SHIGEMI Co., LTD) with a solution volume of 350 L. In the case of 'H-NMR, the
internal reference was DSS, and 5 mm tubes were employed with a total solution volume of
500 pL.

2.3.Mass spectrometry

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight). Routine experiments
were carried out in a 4800 Plus MALDI TOF/TOF from Applied Biosystems (CCiT, UB). Samples
were generally prepared by mixing 1 uL of an aqueous solution of the analyte and 1 uL of the
appropriate matrix. In some cases, in order to promote protonation of the analyte, 1 plL of
ammonium citrate (AC) solution (10 mg/mL) was added. 1 pL of the final mixture was placed
on the MALDI plate and the solvent was allowed to evaporate. The matrixes used in this work
were:

THAP (2,4,6-trihidroxyacetophenone): 10 mg/mL in 1:1 H,O/ACN (v/v).

Analysis of small molecules in positive and negative mode.

HPA (3-hydroxypicolinic acid): 25 mg/mLin 1:1 H,O/ACN (v/v).

Analysis of oligonucleotides in negative mode, always used with AC.

Different experimental parameters were used depending on the behavior and the molecular
weight of the analyte. Reflector mode was employed as a first option because of its accuracy.
The linear mode, which is less precise but more sensitive than the reflector mode, was used to
analyze long RNAs with large molecular weights. Depending on the structure of the analyte,
positive or negative analysis mode was employed. Oligonucleotides are always analyzed in the
negative mode and, normally, small molecules in the positive mode.

Electrospray MS (ESI-MS). ESI-MS High resolution experiments for simple organic compounds
charaterization were carried out by the Unitat d’Espectrometria de Masses of the CCiT of the
UB using an ESI-MS LC/MSD-TOF mass spectrometer from Agilent Technologies.

A Micromass ZQ with a quadrupole detector from Waters, connected to an HPLC Waters 2695,
was also been used as a self-service instrument. Electrospray samples were prepared by
dissolving the analyte in Milli-Q water or methanol to obtain a 1 mM solution, approximately.
Samples were injected using a Reodyne injector or directly from the HPLC to the mass
instrument with a 0.2 mL/min constant flow of Milli-Q water or methanol (depending on the
solvent of the sample). Depending on the analyte, positive or negative analysis mode was
employed.

To determine the stoichiometry of ligand-RNA complexes a Synapt G1 HDMS (Waters,
Manchester, UK) mass spectrometer with direct infusion was employed (IRB Mass Services).
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Chemical lonization (Cl) MS. Cl spectra were carried out by the Unitat d’Espectrometria de
Masses of the CCiT of the UB. The instrument used was a mass spectrometer Trace DSQ of
Thermo Finnigan with direct injection of the sample using methane as a carrier gas.

2.4.UV-Vis Spectroscopy and circular dichroism

UV-Vis absorption spectra and melting curves were performed in a Jasco V-550
spectrophotometer interfaced with a computer and equipped with a Jasco Peltier ETC-505T
temperature controller connected to a water bath from Pharmacia Biotech Multitemp IIl.

A Jasco-J810 spectropolarimeter was been employed to carry out circular dichroism (CD)
experiments. The instrument was computer-controlled and the cell temperature was stabilized
with a Neslab RP-100 water bath.

In both UV and CD experiments, Hellman quartz cells with an optic path length of 1 or 10 mm
were used.

2.5.0ther instrumentation

Isothermal titration calorimetry was carried out in a low volume nanocalorimeter Nano ITC*®
from TA Instruments equipped with a degassing station.

Lyophilization of aqueous solutions was accomplished in either a Labconco Freezone 6 or a
Virtis Freezemobile 25EL freeze-dryers.

Melting points were measured in a Bibby Stuart Scientific SMP10 instrument.

Suspensions were centrifuged in a 5430R Eppendorf centrifuge.

pH Was measured with a Crison micropH Basic 20 pH-meter.

When required, labware was sterilized in an Autester ST P autoclave from Selecta.

The microwave oven employed was a Biotage Initiator. For MW-promoted reactions sealed
vials of volumes ranging from 0.2 mL to 20 mL were used.

3. Solid-phase Synthesis
3.1.Peptide Nucleic Acids (PNA) synthesis
3.1.1. Instrumentation and general reagents

PNA oligomers were manually elongated in polypropylene syringes fitted with polypropylene
disks. Solid-phase assembly was carried out on polyethylenglycol-polystyrene supports (PEG-
PS) functionalized with the XAL bifunctional linker (XAL= 5-(9-aminoxanten-2-oxy)valeric acid,
f= 0.20 mmol/g, NovaSyn TG Sieber resin from NovaBiochem), which allows the oligomer to be
obtained as the C-terminal carboxyamide. Fmoc-protected building blocks were used, and 2-
(7-aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU,
Applied Biosystems) as coupling agent. The PNA monomers were synthesized as described in
Chapter 1. Amino acids (Fmoc-Gly-OH and Fmoc-Lys(Boc)-OH) were obtained from
NovaBiochem.

3.1.2. Synthesis cycle and elongation of the chain

PNA synthesis involves repetitive cycles composed by (Table.E.1):
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(i) deprotection of the amine with a 20% piperidine solution in DMF (2 x 10 minutes)

(ii) coupling of the incoming monomer (3 eq) to the free, resin-linked amine. Carboxyl
activation takes place by reaction with HATU (2.7 eq), DIEA (4 eq) and 2,6-lutidine (4
eq) in NMP. The coupling time was 2 h for PNA monomers and 90 minutes for amino
acids. During this time, the reaction mixture was stirred in a laboratory orbital shaker
under an Arg atmosphere.

The efficiency of the coupling reaction was assessed by the Kaiser’s test (see 3.1.4.). In case it

was positive, the coupling step (ii) was repeated. If not, the synthesis cycle was completed

with:

(iii) capping of the unreacted amino groups with the capping solution: Ac,0 (6%) and 2,6-
lutidine (6%) in NMP (1 x 10 minutes).

Between the different cycle steps, the resin is normally washed with DMF or NMP, MeOH and

DCM.

Before the treatment that removes all permanent protecting groups, the N-terminal Fmoc

protecting group was removed as explained above (i). The amount of 9-

fluorenylmethylpiperidine formed was quantified to obtain a global solid-phase synthesis yield

(see 3.1.4.2).

No. of .
Step Reagents T (minutes)
treatments
1 Washing DMF, MeOH, DCM 3x, each 0.5
2 Deprotection 20% piperidine/DMF 2 10
Washing DMF, MeOH, DCM 3x, each 0.5
Fmoc-AEG janus)-OH or aminoacid
(3 eq)
) HATU (2.7 eq)
4 Coupling 1 90-120
DIEA (4 eq)
2,6-lutidine (4 eq)
NMP;0n
Washing NMP,.n, DCM, MeOH, DCM 3x, each 0.5
Control Kaiser test 1 3
) 5% Ac,0 and 6% 2,6-
7 Capping . 1 10
lutidine/DMF

Table.E.1. Summary of a standard PNA synthesis cycle.

3.1.3. Cleavage, deprotection and purification

PNA oligomers containing only Boc-protected amines were treated with a 9:1 (v/v) TFA/m-
cresol mixture (2 mL of solution per 10 umol PNA) during 30 minutes. Then, the reaction
mixture was filtered and the resin washed with TFA (3 x 1 mL). Filtrate and washings were
combined. The crude PNA oligomer was precipitated by addition of high quality diethylether
(5-10 mL approximately).

PNA oligomers containing Boc- and mesitylenesulfonyl-protecting groups were cleaved from
the solid support and deprotected using a TFA-trifluoromethanesulfonic acid (TFMSA) cocktail.
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The resin-bound PNA oligomer (10 pumols) was mixed with anisole (150 L) and TIS (150 pL)
and allowed to cool for 10 min in the fridge. Then, TFA (900 uL) was added and the mixture
was chilled again in the fridge for an additional 10 min. The reaction mixture was then cooled
in an ice-bath and TFMSA (300 uL) was carefully added dropwise. Finally, the reaction mixture
was allowed to warm to room temperature, where it remained for 2 h under constant stirring.
When the reaction time was completed, the mixture was filtered through and the resin
washed with TFA (3 x 1 mL). Filtrates and washings were combined and evaporated to dyness.
The crude PNA oligomer was precipitated by addition of high quality diethylether.

Crude PNAs were analyzed and purified by HPLC. Generally, the gradient used for purification
was from 0 to 30% of B eluent in 30 minutes, where eluent A was 0.1% TFA in water and eluent
B was 0.1% TFA in ACN. The fraction containing the target PNA was collected and lyophilized.
The purity of the PNA oligomer was assessed by analytical HPLC. PNAs were characterized by
MALDI-TOF or ESI MS (positive mode).

3.1.4. Assay and determination of resin functionalization

Kaiser test. ™ The ninhydrin test is used to detect the presence of free primary amines in a
solid polymeric support. A small amount (0.5-2 pg) of dry resin is treated with 6 drops of
reagent A and 2 drops of reagent B (see below). The suspension is heated to 110°C for 3 min in
a sand bath (in an oven). After this time, if the resulting solution has a blue color (positive
test), it means that there are free amine groups (more than 1 %), whereas if it becomes
colorless or exhibits a pale yellow color, the test is negative and chain elongation can be
continued.

Reagent A: on the one hand, a solution containing 40 g of phenol in 10 mL of absolute ethyl
alcohol is prepared. On the other, another solution is obtained by mixing 2 mL of 10 mM KCN
in 100 mL of anh. pyridine. Both solutions are stirred separately with 4 g of Amberlite MB-3
resin (Merck) for 45 minutes, filtered and mixed together.

Reagent B: 2.5 g of ninhydrin is dissolved in 50 mL of absolute ethanol. This solution must be
kept in a opaque bottle protected from light.

Determination of the substitution degree of a Fmoc-PNA-resin. To have information on the
total solid-phase yield, the resin-linked Fmoc-protected PNA was treated twice with 1 mL of
20% piperidine in DMF for 10 minutes. Both filtrates and the subsequent washings with DCM
were combined in a 10 mL volume flask and the solution was made up to the mark with DCM.
Then, the absorbance value of the solution was determined at 300 nm, which is the absorption
maximum of the N-(9-fluorenylmethyl)piperidine adduct formed during the deprotection step.
The determined quantity (mol) of Fmoc goups, which can be calculated applying the Lambert-
Beer law, is equivalent to the quantity (mol) of PNA chains attached to the resin:

Ay V- 10°

le) =
Npy, (Umole) £y | (1)

where Az is the absorbance of the solution at 300 nm, V is the volume (mL) of the volume flask and / is the path
length (cm) of the cell.
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3.1.5. PNA quantification by UV-Vis absorption

To calculate the amount of peptide nucleic acid (PNA) obtained by UV absorption, the molar
extinction coefficient (Epna) Of the oligomer needs to be known. This is the result of the
individual contributions of all the chromophores present in the molecule, in this case, the
Janus bases (Jt, Jo, Jw).

3.1.5.1. PNAs molar extinction coefficient

To calculate the € of the different synthesized PNAs, it was been assumed that:

Epna = Eni' € Janus, (2)
where n; is the number of Janus bases present in this PNA and €, is the corresponding molar extinction
coefficient.

PNAs containing J; or Jp bases were quantified at A= 280 nm whereas PNAs only containing Jy
were quantified at A= 230 nm (see Experimental Section, Chapter 1).

3.2.0ligonucleotide synthesis
3.2.1. Instrumentation and general reagents

The synthesis of all ribonucleic acids was performed in an automatic 3400 Applied Biosystems
synthesizer using the standard phosphite triester methodology and at the 1 umol scale.
Standard B-cyanoethyl phosphoramidite chemistry with tert-butyldimethylsilyl (TBDMS)

Pac G PP and C* monomers were

protection of the ribose 2’-hydroxyl group was employed (A
purchased from either Glen Research or Link Technologies). In the case of the synthesis of F-
labeled RNAs, the commercially available 2’-F-5’-DMT-U phosphoramidite was used.. The solid
support used was controlled pore glass (CPG) (from Glen Research or Link Technologies). Other
reagents and solutions needed to carry out the chain elongation were from Glen Research and
purchased to Eurogentec, with the exception of BTT that was from Link Technologies.

The required amounts of phosphoramidites and BTT, previously dried overnight in a desiccator
with P,0s and KOH, were dissolved in anh. ACN under an Ar atmosphere to yield 0.1 M and 0.3
M solutions, respectively. To prevent moisture contamination, all labware was previously dried

in an oven at 110°C for 24 h, and allowed to cool down in a desiccator.
3.2.2. Synthesis cycle and elongation of the chain”
Each cycle comprises (Figure E.1):

i) a detrytilation step that unmaskes the 5’-hydroxyl group for chain extension (3% TCA
in DCM)

ii) washes with ACN

iii) a coupling step in which the desired nucleoside as a phosphoramidite building block
(0.1 M in ACN) is activated with BTT (5-(benzylmercapto)-1H-tetrazole) (0.3 M in
ACN) (10 minutes)
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iv) a capping step to acylate any unreacted 5’-hydroxyl group to avoid the possibility of
obtaining deletion sequences. Two capping solutions are used, namely cap mix
solutions A and B containing a 1:1:8 Pac,0/pyr/THF mixture (v/v/v) and 16% 1-
metilimidazole in THF, respectively

v) an oxidation step that converts the phosphite triester (P(lll)) into a phosphate triester
(P(V)) using a 0.1 M solution of I, in H,0/Pyr/THF

vi) washes with ACN

OLIGORIBONUCLEOTIDE
A

Cleavage and deprotection

DMTO BaseProtG
o
(e}
BaseProtG (0] OR /O
DMTO Detrytilation N
o 3% TCAin DCM K\ o
O OR
lljro_CNE HO BaseProlG
P g B ProtG
0 0 ase [e)
(o} o}
{: o) O\”/OU /O
Oy - o 7
o
Coupling
Oxidation BaseProtG
12,H,0, pyr, THF DMTO N-N
© AN
S N
Sh ()
BaseProtG
protG DMTO CNE-O P “N(iPr) oTr
AcO Base Capping [e] 2
Ac,0, NMI
% 2 c|) OR
(0]
OR
O\H/\)J\N /O CNE-O .P 0 BaseProtG
0 H o
(o}
o X N/O
H

Fig.E.1. Scheme of in solid phase RNA synthesis employing the phosphite triester methodology.

The extension of the coupling reaction can be controlled by DMT quantification by
conductimetry. The use of BTT for activation of the 2’-O-TBDMS protected phosphoramidites
was strongly preferred over conventional 1H-tetrazole to increase speed and coupling
efficiency.

3.2.3. Manual cleavage, deprotection and purification

After chain elongation, treatment with a 1:1 mixture of conc. ag ammonia (32%) and a 8 M
solution of methylamine in ethanol (2 mL/umol oligoribonucleotide) at 65°C for 30 minutes
cleaves the oligonucleotide and removes all protecting groups except the TBDMS on the 2'-
hydroxyls and 5’-DMT. These deprotection conditions prevent premature loss of the TBDMS
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groups, which would otherwise lead to degradation of the RNA under basic conditions or to
migration of phosphates from 3’ to 2’. After filtration and washing with ethanol and water, the
solvent is removed under reduced pressure and the crude is treated with a 6:3:4 mixture of
NMP, TEA and TEA-3HF at 65°C for 2.5 h (600 uL/pumol oligoribonucleotide). The RNA
precipitates upon addition of 2 volumes of isopropoxytrimethylsilane (1.2 mL/ pmol of
oligonucleotide). Diethyl ether (5 mL/umol) is added, the suspension is centrifuged at 2200
rpm at 5°C for 5 minutes and the supernatant is discarded. This process is repeated twice to
remove undesired reagents or byproducts.

Purification is then carried out using a semi-preparative HPLC column (see conditions in
Experimental Section, Chapter 2): The crude oligonucleotide was dissolved in 600 pL of Milli-Q
water and was purified using RNAse-free eluents. The pure 5’-DMT-oligonucleotide was
dissolved in a 3% aqueous solution of AcOH to deprotect the 5’-terminal hydroxyl (the mixture
was left at rt for 45 min and then lyophilized). The resulting crude was analyzed and repurified,
if required, to obtain the desired product. Characterization was carried out by HPLC and EM-
MALDI-TOF.

3.2.4. RNA quantification by UV-Vis absorptionm

Quantification of the synthesized oligonucleotides was done by measuring the absorbance of a
well-known volume solution at 260 nm, which is the maximum absorption wavelength of
nucleobases. The amount of oligonucleotide was calculated applying the Lambert-Beer law
and was expressed in umol, nmol or ODg.

An 0Dy (optical density at 260 nm) is the amount of oligonucleotide that contained in 1 mL
volume solution in a 1 cm of path length cell results in a unit absorbance. It can be calculated:

OD,, = Ay, V(mL) a)

In this work the amount of oligonucleotide is normally given in nmol, the easiest magnitude
easier to manage in all biophysics assays.

To calculate the amount of oligonucleotide using the Lambert-Beer law, the molar extinction
coefficient (€,1igo) Of each oligonucleotide needs to be known. This is the result of the individual
contributions of all the present bases (Table E.2) in the oligonucleotide corrected by a factor (f)
related to stacking phenomena, which produce a decrease in the absorption of DNA or RNA
compared with the individual nucleosides. This factor is f= 0.9 in the case of single-stranded
chains and f= 0.8 in the case of double-stranded chains.

guli 0o = f gbases

Nucleoside E60(L-molt.cm™)
A 15100
G 11500
U 10100
C 7700

Table E.2. Molar extinction coefficients of the different
nucleosides determined at 25°C, pH 7.0 and 260 nm.
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The molar extinction coefficient (€) can also be calculated in an more accurate way via the
nearest-neighbour method, which takes into account the effect produced by the neighboring
nucleosides.

This method was the one employed to calculate the € of the synthesized oligonucleotides in
this PhD thesis (Table E.3). The application used is called OligoAnalyzer 3.1 and can be found in
the internet: http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/default.aspx.

The employed € in this PhD are collected in Table E.3.

Sequence Name €260 (Mecm™)
rG(CUG),C G(CUG),C 135600
rGG(CUG),CGCAAG(CUG),CC hCUG 209800
rGGCUGCU?"GCGCAAG(CUG),CC F-hCUG 209800
rGG(CU*G),CGCAAG(CUG),CC F,-hCUG 209800
rGG(CCUG),CGCAAG(CCUG),CC hCCUG 220300
rGGCUGCAGCGCAAGCUGCAGCC CUGont 200900
rCGUG;A,CUC,UC,U,G,UA,CA,G,ACACG IRES-34 312600
RNA" B 581395

Table E.3. Molar extinction coefficients of the different oligonucleotides employed in this PhD (25°C, pH 7.0 and 260
nm).

3.2.5. lon exchange chromatography

In order to obtain the sodium salt of the oligoribonucleotides, purified RNAs were passed
through a Dowex® column (50WX8 hydrogen form, 200-400 mesh, from Sigma-Aldrich). The
resin (approximately 15 mL/umol RNA) was introduced into a polyethylene syringe fitted with
a polypropylene filter. The protocol followed was:

i) wash the resin with water (Milli-Q grade)

ii) pass 200 mL of 10% HCl slowly

iii) wash the resin with water (Milli-Q grade) until neutral pH

iv) pass 200 mL of 1 M NaOH (8 g NaOH in 200 mL Milli-Q water) slowly
v) repeat step iii)

After this, an aqueous solution of the oligoribonucleotide (approximately 1 mL water/umol
RNA) was passed through the column and and the eluate collected with eppendorfs. All
fractions were analyzed by UV-Vis spectroscopy. The fractions containing oligoribonucleotide
were combined and lyophilized to obtain the sodium salt of the oligomer.

4. RNA-ligand Interaction Studies

4.1.Thermal denaturation assays monitored by UV-Vis and circular dichroism!®
The effect of the ligands on the thermal stability of the RNA duplex structures was assesed by
cooling/heating experiments. Solutions containing 2 UM RNA (unless otherwise stated) and the
corresponding ligand (the number of equivalents required) in 1mL of buffer solution were
prepared, and transferred into 1 cm path length quartz cells to run the experiments (the
chamber was provided with a continuous flow of N, to avoid condensation upon cooling).
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The cell was kept at 90°C for 10 minutes and then cooled from 90°C to 20°C. With a normal
The solution was heated and cooled for a minimum of three times (typical rate was 0.5 °C/min,
only in one particular case the rate was 0.2°C/min) and the absorption of the sample at 260
nm was measured. Transitions should be reversible and follow the same path to indicate a true
equilibrium process. Absorption measurements were done every 0.5 minutes.

CD-Monitored melting curves were carried out by measuring the variation of the sample
ellipticity at the A,,.x of each RNA (266 nm for hCUG and 270 nm for hCCUG). The temperature
was ramped up at a rate of 0.5°C/min. Experiments were done in the 10 to 90°C range.
Ellipticity vs wavelength spectra were recorded every 10°C over 220-320 nm.

Data were treated using the Origin V7.5886 and Microsoft Excel softwares. The melting point
corresponds to the inflection point of the obtained sigmoid curve. Two base lines (upper and
lower) were drawn for the folded and unfolded forms of the RNA. These baselines were
chosen as straight tangencial lines with positive or negative slope. After setting the base lines,
median line between both is drawn. The melting temperature (T.,) simply corresponds to the
intersection between the experimental curve and median line. Determined T,, values were the
average of a minimum of two melting experiments.

4.2.Circular dichroism assays

RNA was annealed by heating the sample solution (see above) in a sealed eppendorf at 90°C in
a sand bath and allowing it to cool down to rt. Samples were transferred into 1 cm path length
quartz cells for CD experiments.

The scans ranged from 220 to 320 nm at a rate of 100 nm/min, and the data were gathered at
the average of 8 time scans. Experiments were performed at constant temperature with a Ny
flow of 3 mL/min to prevent water condensation upon cooling.

Data were processed using Origin V7.5886 and Microsoft Excel softwares. To facilitate the
comparison between different spectra, molar ellepticity () was normally plotted against
wavelength instead of absolute ellipticity (6,).

0
2] = A
01, 10- I ¢

where 0y, is the molar ellipticity, 6, is the absolute ellipticity, / is the path length way of the cell and c is the molar

(deg cm*: dmol™) (5)

concentration.

4.3.Isothermal titration calorimetry (ITC) assays

The instrument (see 2.5) possesses two identical cells, the sample cell (190 ulL) and the
reference cell, and an analytical stirring syringe of 50 uL. In all the experiments carried out in
this work, the ligand in the syringe (50 pL) was titrated over the RNA in the sample cell (170
uL); the reference cell was filled with the same buffer solution employed to dissolve the ligand
and the biomolecule and was previously degassed at 25°C for 5 minutes under reduced
pressure.
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The required amount of previously quantified RNA and ligand was lyophilized. The RNA (10
uM) and the ligand (250-500 uM) were dissolved in the corresponding buffer solution
previously degassed in the Degassing Station (25°C for 5 minutes under reduced pressure). The
RNA was annealed by heating the solution in a sealed eppendorf at 90°C in a sand bath and
allowing it to cool down. Before starting the experiment, both solutions were thermostatized
at 25°C in the Degasser Station. The cell was cleaned and dried, and the RNA solution (300 uL)
was introduced carefully. The stirring syringe was filled with the ligand solution (50 pL)
avoiding the formation of bubbles, coupled to the burette and introduced into the
microcalorimeter.

All experiments were computer-controlled and required the introduction of some parameters
such as temperature, stirring rate, number of injections, injections volume and time between
injections. In table E.4 the experiment normal parameters are shown.

Experimental Parameters Value
Temperature 25°C
Baseline time 100s

Stirring rate 250 rpm
Number of injections 20
Injection volume 2.5 uL
Delay time 300s

Table E.4. Experimental parameters in ITC assays.

A blank experiment has to be done to substract all the heats that are not derived from the
interaction between the RNA and the corresponding ligand, such as the heat of dilution of the
ligand in the buffer. The experiment was carried out by titrating the corresponding ligand to
the buffer solution in the sample cell using the same parameters, concentrations and
conditions employed in the titration experiments. The average heat of this experiment was
substracted of all injections performed in the titration experiments.

To obtain the thermodynamic parameters of the interaction, data were treated with the
Launch NanoAnalyze Data Analysis v.2.4.1. software, from TA Instruments. The different peaks
obtained in the thermogram were integrated, the blank was substracted and the resulting
points were plotted on a heat vs [ligand]/[target] ratio graphic. The sigmoid curve thus
obtained was adjusted to a mathematical model of the program. In all cases, the Independent
Model was been used to get all thermodynamic parameters.

4.4.Nuclear magnetic resonance
4.4.1. Sample preparation.

10 mM Phosphate buffer, pH 7.0, in deuterium-depleted water (H,0/D,0, 9:1) was the solvent.
RNA concentrations were 100 or 150 puM (for *H-NMR or ’F-NMR, respectively). The ligand
concentration was chosen taking into account that the added aliquots should not produce a
considerable change in the concentration of the RNA solution. On this basis, it was decided
that 5 pL of ligand solution had to contain 1 equivalent of ligand. Working with these
concentrations, the addition of four equivalents of ligand to the RNA solution corresponded to
a 5% increase in the total volume.
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To prepare the NMR samples, both ligands and oligonucleotide (Na* salt) were quantified by
UV spectroscopy, to allow the precise amount needed to be taken. The ligand sample was
lyophilized. In parallel, 10 mM phosphate buffer pH 7.0 (350-500 plL) was added to the
oligonucleotide to obtain, after lyophilization, a sample of the biomolecule with the required
quantity of salts. Finally, the oligonucleotide was dissolved in 350-500 pL of a 1:9 (v/v)
D,0/H,0 mixture. The solution was warmed to 90°C and allowed to cool to room temperature
(annealing). The ligand was dissolved in Milli-Q water.

4.4.2. Acquisition parameters.

YE_NMR spectra were recorded without ‘H-decoupling at a frequency of 564.6 MHz. Typical
experimental parameters were as follows: spectral width 7.5 kHz, '°F excitation pulse 12 ps,
acquisition time 2 s, relaxation delay 2 s, number of scans 1200-1800. All experiments were
performed at 298 K. Time domain data was processed with an exponential window function
using a line-broadening factor of 12-30 Hz.

'H-NMR spectra were recorded at a frequency of 600.133 MHz. NOESY spectra were acquired
with mixing times of 150, or 250 ms, and the TOCSY spectra were recorded with standard
MLEV-17 spin-lock sequence, and 80-ms mixing time. In 2D experiments in H,0, water
suppression was achieved by including an excitation sculping module in the pulse sequence.
1D-experiments were carried out at different temperatures, namely 5, 25, 35 and 45°C, and
2D-experiments at 1 or 5 °C to reduce the exchange with water.

4.4.3. Titration experiments

To carry out titration experiments, small aliquots of ligand were added into the RNA solution
and spectra were acquired with different number of ligand equivalents. Once the spectrum of
RNA alone was acquired, the solution was poured into an eppendorf and 5 pL (1 eq) of a 10.5
mM aqueous solution of the corresponding ligand was added. The resulting mixture was
heated to 90°C for 3 minutes and allowed to cool down to room temperature. After that, using
a pipette, the sample was introduced again into the tube and a new spectrum was acquired.
This process was repeated as many times as desired number of equivalents were added.

4.4.4. Data processing

Data was processed using either the TopSin software or MestReNova v.6.0.2-5475, and the
spectral analysis program Sparky was employed for spectral manipulation and evaluation of
NOE intensities. In *’F-NMR experiments an exponential apodization of 25 Hz was employed.

4.5. Stoichiometry determination by mass spectrometry

Firt of all, both the oligonucleotide and the ligands were quantified by UV spectroscopy to take
the precise amount required for the experiment. RNA (hCUG or hCCUG) was mixed with 6-15
eq of ligand (J:K, J:Gad:K, JpJpK, JpdwdwliK, JplwdwloK) and the resulting suspension was
lyophilized. The residue obtained was dissolved in 50 mM ag ammonium acetate to a final RNA
concentration of 50 uM. The samples were annealed by heating at 90°C and cooling down
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slowly. A Micro Bio-Spin 6 column (Bio-Gel® P polyacrylamide, from Bio-Rad) was used for
sample desalting and excess ligand removal using a 150 mM ammonium acetate buffer as the
exchanging buffer. Cleaned samples (75-100 L) were injected for IM-MS analysis. Samples
were negatively ionized by electrospray, IM-MS mode (V mode, Mobility-TOF mode). Other
settings of the instrument are as follows:

Sampling cone: 45V

Source temperature: 100 °C
Trap collision energy: 10V
Transfer collision energy: 10 V
IM-gas flow: 24 mL/min

Trap gas flow: 5 mL/min

Bias: 15V

IM wave height: 8.0V

IM wave velocity: 300 m/s
Pressures: backing 5.75e0 mbar

Trap 4.00e-2 mbar

IMS 4.67e-1 mbar

TOF 2.17 e-6 mbar

m/z range: 500 to 8000

Scan time 1s

RF (Offset/Limit): Source 350/450, IMS 350/380, Trap 350/380, Transfer 350/380
External calibration with Csl, m/z range: 500 to 8000

Data were acquired and processed with the MassLynx software v 4.1 (SCN 704). MS spectra

were deconvoluted to the average masses with integrated algorithms in MassLynx. IM-MS
data were processed with the Driftscope software vs. 2.4.
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EXPERIMENTAL SECTION: Chapter 1

1. Synthesis and characterization of organic compounds
1.1.PNA monomers containing J;
1.1.1. Janus J; with one methylene group: First synthetic route

2-(2-Bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran (2). 3-bromo-1-propanol (15 g, 120 mmol) was cooled
to 0°C in a round-bottom flask and 3,4-dihydro-2H-pyran (DHP) (11 g, 132 mmol) was added
dropwise. 12 M HCI (2 drops) was added and the reaction mixture was stirred at rt for 2.5 h.
The reaction was quenched with Na,COs (2 g) and the solid was filtered and washed with DCM.
The filtrate was evaporated under reduced pressure to yield compound 2 as a colorless oil (25
g, 100%); R¢ (AE/Hexane 3:7)= 0.38; "H-NMR (CDCls, 400 MHz) &: 4.58 (1H, t, J= 4.7 Hz), 3.91-
3.42 (m, 6H), 1.75-1.46 (m, 6H) ppm; *C-NMR (CDCls, 100 MHz) &: 98.6, 67.3, 61.9, 30.6, 30.2,
25.1, 19.0 ppm. MS (ESI, negative mode): m/z 206.99 [M-H], M calcd for C;H,3BrO, 208.01.

2-[2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)ethyllmalononitrile (3). Malononitrile (8.9 g, 132.9 mmol) in
DMEan, (60 mL) was added dropwise to a suspension of 60% NaH (3.1 g, 76 mmol) in DME,,
(40 mL) under an Ar atmosphere. After ten min, a solution of 2 (10 mL, 63.3 mmol) in anh.
DME (13 mL) was added dropwise and the reaction mixture was stirred at room temperature
overnight under an Ar atmosphere. The reaction was quenched by adding 5% aq NH4Cl to pH=
8. The reaction mixture was diluted with AcOEt (90 mL) and washed with H,0 (3 x 150 mL) and
brine (75 mL). The organic layer was dried over anh. MgS0,, filtered, and the solvent was
evaporated under reduced pressure. The crude was purified by silica gel flash column
chromatography eluting with DCM and increasing amounts of MeOH (from 0 to 5%) to furnish
a colorless oil (10.6 g, 87%); Rf (DCM/MeOH 95:5)= 0.80; *H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.60 (t,
J=3.6 Hz, 1H), 4.11 (t, J= 7.6 Hz, 1H), 3.97 and 3.65 (m, 2H), 3.84 and 3.55 (m, 2H), 2.33 (m, 2H),
1.54-1.74 (m, 6H) ppm; BC-NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 112.7, 112.6, 99.5, 62.9, 62.4, 31.6, 30.4,
25.2, 19.7, 19.6 ppm; HR MS (ESI, negative mode): m/z 193.0978 [M-H], M calcd for
C10H14N,0, 194.1055.

5-[2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)ethyl]pyrimidine-2,4,6-triamine (4). Absolute EtOH (85 mL)
and sodium (950 mg, 41.2 mmol) were stirred under an Ar atmosphere until sodium was
consumed. The solution was transferred to a round-bottom flask containing 3 (4 g, 20.5 mmol)
and guanidinium hydrochloride (2.5 g, 26.7 mmol), and the reaction mixture was refluxed for 6
h under an Ar atmosphere and constant stirring. The reaction was then cooled down to room
temperature and quenched by addition of 1 M HCI aq until pH= 8. Solvents were evaporated
under reduced pressure and the crude was purified by silica gel flash column chromatography
eluting with DCM and increasing amounts of MeOH (0-10%) in the presence of 2% TEA. Finally,
4 was obtained as a light yellow solid (3.7 g, 73%); R (DCM/MeOH 90:10)= 0.45; mp= 179°C;
'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 5.83 (s, 4H), 5.69 (s, 2H), 4.58 (t, J= 3.3 Hz, 2H), 3.60 (m, 2H),
3.36 (m, 2H), 2.55 (t, J= 6.4 Hz, 2H), 1.70-1.46 (m, 6H) ppm; *C-NMR (DMSO-dg, 100 MHz): &
161.4, 158.7, 97.9, 82.7, 65.9, 61.1, 30.2, 24.9, 23.6, 19.0 ppm; MS (CI, NHs, positive mode):
m/z 254.1 [M+H]’, calcd for C11H19NsO, 253.15.

5-[2-(Tetrahydro-2H-piran-2-yloxi)ethyl]-2,4,6-[hexakis(tert-butoxycarbonyl)]triaminopyrimi-

dine (5). Compound 4 (1.5 g, 5.9 mmol), Boc,0 (27.9 g, 123.9 mmol), DMAP (510 mg, 4.13
mmol), TEA (6.6 mL, 47.5 mmol) and anh. THF were mixed and stirred under an Ar atmosphere
for 24-30 h. The reaction was quenched with 5% aq NaHCO; (4 mL) and THF was evaporated
under reduced pressure. The resulting material was dissolved in Et,0 (80 mL) and washed with
5% agq NaHCO3 (2 x 80 mL), H,0 (1 x 80 mL) and brine (40 mL). The organic layer was dried over
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anh. MgS0,, filtered and evaporated to dryness under reduced pressure. The crude was
purified by silica gel flash chromatography eluting with hexane and increasing amounts of
AcOEt (0-20%) to provide 3 as a white foam (2.9 g, 58%); R (hexanes/AcOEt 80:20)= 0.41; mp=
137-139°C; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 4.57 (t, J= 3.4 Hz, 1H), 3.82 (m, 2H), 3.52 (m, 2H), 2.82
(m, 2H), 1.84-1.54 (m, 6H), 1.43 and 1.44 (s, 54H) ppm; >C-NMR (CDCl3, 100 MHz): & 162.4,
156.6, 150.7, 150.1, 125.2, 99.3, 84.3, 83.6, 64.8, 62.5, 30.8, 28.1, 28.0, 27.5, 25.6, 19.8 ppm;
MS (ESI, positive mode): m/z 854.5 [M+H]", 876.5 [M+Na]*, M calcd for C4;Hg;N5014 853.47.

5-(2-Hydroxyeth-1-yl)-2,4,6-[hexakis(tert-butoxycarbonyljtriaminopyrimidine (6). Compound 5
(2 g, 2.3 mmol) and p-toluenesulfonic acid (pTsOH) (45 mg, 0.23 mmol) were suspended in
MeOH (70 mL). The reaction mixture was stirred for 6 h under an Ar atmosphere at room
temperature. The reaction was quenched with 5% ag NaHCO; (2.2 mL) and the solvents were
evaporated under reduced pressure. The solid material obtained was dissolved in Et,0 (70 mL)
and washed with 5% aq. NaHCO; (5 x 70 mL), H,O (1 x 70 mL) and brine (35 mL). The organic
layer was dried over MgSOQ,, filtered and evaporated under reduced pressure. The crude was
purified by silica gel flash column chromatography eluting with hexanes and increasing
amounts of AcOEt (10-30%) to furnish 5 as a white foam (1.51 g, 85%); R; (hexanes/AcOEt
70:30)= 0.58; mp= 67-69°C; '"H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 8.12 (s, 1H), 4.12 (t, J= 7.2 Hz, 2H),
2.90 (t, J= 7.2 Hz, 2H), 1.53 (s, 9H), 1.50 (s, 9H), 1.45 (s, 18H), 1.42 (s, 18H) ppm; *C-NMR
(CDCl3, 100 MHz): 6 160.4, 160.2, 156.5, 153.7, 149.8, 150.5, 149.9, 113.3, 84.0, 83.1, 83.1,
81.4, 64.3, 28.1, 27.7, 27.8, 27.8 ppm; MALDI-TOF MS (THAP, positive mode): m/z 770.86
[M+H]*, 792.82 [M+Na'], 808.82 [M+K'], M calcd for CssHsoNsO13 769.41

2-(2,4,6-Triaminopyrimidin-5-yl)ethanol (12). Compound 4 (823 mg, 3.25 mmol) was mixed
with a 50% aq AcOH solution (Milli-Q water) (5.6 mL, 48.8 mmol). The reaction was stirred
overnight at 70°C. The mixture was allowed to cool down to room temperature and
neutralized with a mixture of Milli-Q water and concentrated NH; (1:1) to pH 10. The resulting
solution was lyophilized. The crude was purified by MPLC (isocratic elution with 1% ACN in
Milli-Q water) to yield 4 as a white solid (541 mg, 98% as assessed by HPLC analysis); analytical
HPLC (A: 0.05M TEAAc buffer, B: ACN, Kromasil 100 C18 column, 1 mL/min, linear gradient
from 0 to 30% of B in 30 min): tzg=5.9 min; mp= 238-239°C; 'H-NMR (DMSO-d¢, 400 MHz): &
5.47 (s, 4H), 5.24 (s, 2H), 3.41 (t, J= 6.8 Hz, 2H), 2.37 (t, J= 6.8 Hz, 2H) ppm; *C-NMR (DMSO-ds,
100 MHz): & 161.2, 158.1, 83.0, 60.0, 26.6 ppm; MS (Cl, NHs, positive mode): m/z 170.4
[M+H]", M calcd for CgH1;NsO 169.10.

Tri-tert-butyl(5-(2-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)ethyl)pyrimidine-2,4,6-triyl)tricarbamate
(16). Compound 4 (2 g, 7.9 mmol), CDI (7.7 g, 47.4 mmol), imidazole (3.2 g, 47.4 mmol) and
‘BUOH (4.5 mL, 47.4 mmol) were dissolved in DMF. The mixture was stirred for 24 h at room
temperature and an additional amount of CDI (10 g, 10.5 mmol) was added. The mixture was
stirred for 5 days, after which time solvent was evaporated under reduced pressure. The
resulting material was dissolved in AcOEt (150 mL) and washed with 0.05M TEAAc pH= 5 (5 x
100 mL) to eliminate the excess imidazole. The organic layer was washed with water and dried
over anh. MgSQO,, filtered and evaporated to dryness using a rotavap. The crude was purified
by silica gel flash chromatography eluting with hexanes and increasing amounts of AcOEt (10-
50%) to yield 16 as a white foam (387 mg, 9%); R: (hexanes/AcOEt 60:40)= 0.73; 'H-NMR
(CDCl3, 400 MHz): & 8.25 (s, 2H), 7.66 (s, 1H), 4.68 (t, J= 3.6 Hz, 1H), 4.21-3.81 (m, 4H), 3.54 (m,
4H), 2.74 (m, 2H), 1.84-1.54 (m, 6H), 1.49 (s, 9H), 1.49 (s, 18H) ppm; MS (ESI, positive mode):
m/z 554.1 [M+H]", 1107.4 [2M+H]*, M calcd for C,6H43NsOg 553.4

Di-tert-butyl(6-(bis(tert-butoxycarbonyl)amino)-5-(2-((tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)ethyl)pyri-

midine-2,4-diyl)dicarbamate (17). Compound 5 (200 mg, 0.23 mmol) was dissolved in 4:1 THF/
water (v/v) and LiOH (39 mg, 0.92 mmol ) was added. The reaction mixture was stirred for 19 h
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at 40°C. Then, the mixture was allowed to cool down to room temperature and THF was
evaporated under reduced pressure. The resulting material was dissolved in DCM (20 mL) and
washed with water (2 x 20 mL) and brine (15 mL). The organic layer was dried over anh.
MgSQ,, filtered and evaporated to dryness under reduced pressure. The crude was purified by
silica gel flash chromatography eluting with hexanes and increasing amounts of AcOEt (5-30%)
to yield 17 as a white foam (55 mg, 37%); R¢ (hexanes/AcOEt 70:30)= 0.37; analytical HPLC (A:
0.05M TEAAc buffer, B: ACN, Kromasil 100 C18 column, 1 mL/min, linear gradient from 70 to
100% of B in 20 min and 100% of B for 10 min): tz= 13.9 min; ‘H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 9.04
(s, 1H), 7.35 (s, 1H), 4.61 (t, J= 4.4 Hz, 1H), 3.98 and 3.72 (m, 2H), 3.52 (m, 2H), 2.75 (m, 2H),
1.84-1.54 (m, 6H), 1.54 (s, 9H), 1.52 (s, 9H), 1.40 (s, 18H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100 MHz): &
160.8, 159.3, 155.8, 150.1, 149.9, 111.5, 99.1, 83.7, 81.3, 81.0, 67.4, 61.9, 30.0, 28.2, 27.9,
26.3, 25.1, 19.2 ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 654.0 [M+H]*, 676.2 [M+Na]’, 1329.4
[2M+Na]*, M calcd for C3;Hs1NsO4 653.4.

Tri-tert-butyl(5-(2-hydroxyethyl)pyrimidine-2,4,6-triyl)tricarbamate (18). Compound 17 (55 mg,
0.09 mmol) and pTsOH (8 mg, 0.04 mmol) were suspended in MeOH (2 mL). The reaction
mixture was stirred for 13 days under an Ar atmosphere at room temperature. The reaction
was quenched with 5% ag NaHCO; (2 mL) and the solvents were evaporated under reduced
pressure. The resulting solid material was dissolved in AcOEt (5 mL) and washed with 5% aq
NaHCOs3 (3 x 5 mL), H,0 (1 x 5 mL) and brine (3 mL). The organic layer was dried over anh.
MgSQ,, filtered, and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude was
purified by silica gel flash column chromatography eluting with DCM and increasing the
polarity with MeOH (0-4%) in the presence of 2% TEA. 18 was obtained as a white foam (14
mg, 30%); R; (DCM/MeOH 95:5 + 2% TEA) = 0.58; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.23 (s, 1H),
6.24 (s, 1H), 5.50 (s, 2H), 3.78 (t, J= 8.2 Hz, 2H), 3.52 (m, 2H), 2.75 (t, J= 8.2 Hz, 2H), 1.50 (s,
9H), 1.43 (s, 18H) ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 470.1 [M+H]’, 939.5 [2M+H]’, 961.0
[2M+Na]*, M calcd for C,;H3sNs0O; 469.3.

1.1.2. Janus J; with one methylene group: Second Synthetic Route

Methyl 3,3-dicyanopropanoate (19). A solution of malononitrile (5.2 g, 78.5 mmol) in anh. DME
(35 mL) was added dropwise to a suspension of 60% NaH (3.3 g, 83.3 mmol) in anh. DME (35
mL) under an Ar atmosphere. After 10 min, a solution of methyl bromoacetate (8 g, 52.3
mmol) in anh. DME (10 mL) was added dropwise and the reaction mixture was stirred
overnight at room temperature under an Ar atmosphere. The reaction was quenched by
addition of 10% aq NH,CI until pH= 8. The reaction mixture was diluted with AcOEt (100 mL)
and washed with H,0 (2 x 150 mL) and brine (100 mL). The organic layer was dried over anh.
MgSQ,, filtered, and the solvents were evaporated under reduced pressure. The product was
purified by silica gel flash column chromatography eluting with hexanes and increasing
amounts of AcOEt (10-30%) to yield 19 as a white solid (4.3 g, 60%); R (hexanes/AcOEt 70:30)=
0.41 (visualized with iodine); mp= 78-81°C, *H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.18 (t, J= 7.0 Hz, 1H),
3.84 (s, 3H), 3.09 (d, J= 7.0 Hz, 2H) ppm; **C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 167.3, 111.7, 53.2, 34.7,
18.8 ppm; MS (ESI, negative mode): m/z 137.0 [M-H]’, M calcd for C¢HgN,0, 138.04

2,4-Diamino-5H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-6(7H)-one (21). A mixture of distilled MeOH (90 mL)
and sodium (1 g, 43.5 mmol) was stirred under an Ar atmosphere until sodium was consumed.
The solution was transferred to a round-bottom flask containing compound 19 (3 g, 21.7
mmol) and guanidinium hydrochloride (2.70 g, 28.3 mmol), and the mixture was refluxed for
3.5 h under an Ar atmosphere and constant stirring. The reaction mixture was allowed to cool
down to room temperature and quenched with 10% aq HCl to pH= 8. Solvents were removed
under reduced pressure. Water (90 mL) was added to the resulting residue and 21 was isolated
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by simple filtration (2.72 g, 76%); analytical HPLC (A: 0.05M TEAAc buffer, B: ACN, Kromasil 100
C18 column, 1 mL/min, linear gradient from 0 to 30% of B in 30 min): tg= 7.9 min; mp= 296-
300°C; 'H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 6.07 (s, 2H), 5.85 (s, 2H), 3.11 (s, 2H) ppm; “C-NMR
(DMSO-ds, 100 MHz): 6 176.8, 164.5, 162.6, 158.0, 83.7, 32.9 ppm; MS (ESI, positive mode):
m/z 166.1 [M+H]", M calcd for CgH;NsO 165.07

2,4-Bis[bis(tert-butoxycarbonyl)]diamino-6-oxo-5H-pyrrolo[2,3-d]pyrimidine-7-tert-butoxycar-
bonyl (22). A mixture of compound 21 (275 mg, 1.67 mmol), Boc,0 (7.5 g, 33.3 mmol), DMAP
(250 mg, 5.01 mmol), TEA (1.2 mL, 8.35 mmol) and anh. ACN (4 mL) was stirred under an Ar
atmosphere for a week. The reaction was quenched by addition of 5% aq NaHCO; to pH=8 and
ACN was evaporated under reduced pressure. The resulting material was dissolved in Et,0 (15
mL) and washed with 5% aq NaHCOs (2 x 15 mL), H,O (1 x 15 mL) and brine (10 mL). The
organic layer was dried over anh. MgSQ,, filtered and Et,0 was evaporated under reduced
pressure. Column chromatography eluting with either DCM and increasing amounts of MeOH
(0-20%), or hexanes and increasing amounts of AcOEt (0-100%) did not allow the product to be
isolated. The crude, which was shown to contain essentially 22 (ESI MS, 1H-NMR), was used in
further steps without purification; MS (ESI, positive mode): m/z 666.3 [M+H]", M calcd for
C31H47NsOq; 665.33.

Methyl 2-(2,4,6-triaminopyrimidin-5-yl)acetate hydrochloride salt (23). Compound 21 (100 mg,
0.6 mmol) was suspended in distilled MeOH and warmed to 60°C. Fresh HCl) was fizzed for
1.5 h, while suspension of 21 disappeared and the solution became yellow. After this time, the
mixture was allowed to cool down to room temperature and evaporated under reduced
pressure. Pure (23) was obtained as a hydrochloride salt (190 mg, quantitative); MS (ESI,
positive mode): m/z 198.09 [M+H]’, 184.09 [M-Me+H]", 138.08 [M-COOMe+H]" M calcd for
C;H11NsO, 197.09.

2-(2,4,6-Triaminpyrimidin-5-yl)acetic acid hydrochloride salt (24). Compound 21 (400 mg, 2.4
mmol) was refluxed for 5 h with 7% HCI (6.4 mL, 12 mmol). When the reaction had gone to
completion, as assessed by TLC monitoring, the crude was dried by solvent removal under
reduced pressure. Pure 24 was obtained as hydrochloride salt (700 mg, quantitative); "H-NMR
(DMSO-ds, 400MHz): & 7.49 (s, 2H), 7.35 (s, 2H), 7.23 (s, 2H), 2.41 (s, 2H) ppm; MS (ESI, positive
mode): m/z 184.1 [M+H]", 138.1 [M-COOH+H]", M calcd for CgHsNsO, 183.08.

1.1.3. Synthesis of AEG PNA backbone

N-(2-Aminoethyl)glycine (29).” Ethylenediamine (71 mL, 1.06 mol) was rapidly stirred in an ice
bath while chloroacetic acid (10 g, 105.8 mmol) was added portionwise. The reaction was
stirred at room temperature overnight and evaporated in vacuo. The resulting material was
triturated with DMSO and left for one week at 0°C. The precipitate formed was filtered and
washed with DMSO and finally with diethylether to yield 29 (6.1 g, 49%); mp= 150-152°C; ‘H-
NMR (D,0, 400MHz): 6 3.26 (s, 2H), 3.02 (t, J= 6.2 Hz, 2H), 2.89 (t, J=6.2 Hz, 2H) ppm; *C-NMR
(D,0, 100MHz): § 177.6, 51.1, 46.0, 38.1 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z 119.0 [M+H]",
236.9 [2M+H]", 355.1 [3M+H]", 473.11 [AM+H]*, M calcd for C4H1oN,0, 118.07.

Benzyl N-(2-aminoethyl)glycinate tosylate salt (30).”? Benzyl alcohol (10.8 mL, 103.2 mmol)
was added to a suspension of 29 (677 mg, 5.7 mmol) and pTsOH (2.4 g, 13.8 mmol) in toluene
(45 mL). The suspension was refluxed (135°C) for 6.5 h, and then the reaction mixture was
concentrated in vacuo. Ether (45 mL) was added and the resulting suspension was stored at -
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25°C for 15 h. 30 Was obtained as a white solid (2.8 g, 90%) after simple filtration and washing
with Et,0; mp= 163-166°C; ‘H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 7.49 (d, J=7.8 Hz, 4H), 7.41 (m, 5H),
7.12 (d, J= 7.8 Hz, 4H), 5.26 (s, 2H), 4.16 (s, 2H), 3.17 (m, 4H), 2.29 (s, 6H) ppm; *C-NMR
(DMSO-ds, 100 MHz): & 166.7, 145.2, 137.8, 135.0, 128.4, 128.3, 128.2, 128.0, 125.4, 67.0,
47.1, 43.7, 35.0, 20.7 ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 209.1 [M+H]", M calcd for C3;H16N,0,
208.12; MS (ESI, negative mode)= m/z 171.0 [pTsO’], M calcd for C;HgO3S 172.02.

Benzyl N-[(fluorenylmethoxycarbonyl)aminoethyllglycinate hydrochloride (8)."" To a mixture
of 30 (2.6 g, 4.7 mmol) and Fmoc-OSu (1.8 g, 5.3 mmol) was added THF (12 mL) and the
resulting suspension was cooled down to 0°C. A solution of DIEA (2.6 mL, 14.8 mmol) in THF
(3.5 mL) was added dropwise over 5 min. The reaction mixture was stirred at 0°C for 2.5 h,
removed from the ice bath, and stirred for a further 15 min. The reaction crude was poured
into a separatory funnel containing AcOEt (50 mL) and 10% ag NaHCO; (15 mL). The organic
layer was washed with 10% aq NaHCOs (15 mL), water (15 mL) and brine (2 x 15 mL), dried
over MgS0O, and concentred in vacuo. The resulting residue was dissolved in the minimal
amount of AcOEt and filtered through silica gel eluting with a solvent gradient from AcOEt to
AcOEt/acetone 6:4. The solvent was removed in vacuo, the crude oil was dissolved in ether (12
mL) and cooled to 0°C. A 1:1 mixture of 4M HCI in dioxane and ether (4.8 mL) was added
dropwise. The flask was kept at -25°C for 2 h, after which time the precipitate was collected by
filtration and rinsed with ether to give 8 as a white solid (1.52 g, 70%); mp = 165-166°C; 'H-
NMR (DMSO-ds, 400 MHz): & 9.35 (br s, 2H), 7.89 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.69 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.53
(t, J= 5.6 Hz, 1H), 7.40 (m, 8H), 5.25 (s, 2H), 4.34 (d, J= 6.7 Hz, 2H), 4.23 (t, J= 6.7 Hz, 1H), 4.08
(s, 2H), 3.34 (m, 2H), 3.03 (m, 2H) ppm; *C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 166.5, 156.2, 143.7,
140.7, 135.0, 128.4, 128.3, 128.2, 127.6, 127.0, 125.0, 120.1, 66.8, 65.5, 46.6, 46.5, 46.4, 36.5
ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 431.2 [M+H]", 453.2 [M+Na]’, M calcd for CysHN,04
430.19.

1.1.4. Janus J; PNA monomer J;-(CH,),-0O-CH,-CO-PNA (J;-O-PNA)

Ethyl 2-{2-[2,4,6-tris(bis(tert-butoxycarbonyl)amino)pyrimidin-5-ylJethoxy }acetate (25). To a
solution of 6 (300 mg, 0.39 mmol) in anh. DME (200 pL) was added dropwise a suspension of
60% NaH (23.6 mg, 0.59 mmol) in anh. DME (225 pL) under an Ar atmosphere. After 10 min, a
solution of methyl bromoacetate (53 uL, 0.55 mmol) in anh. DME (3 mL) was added dropwise
and the reaction mixture was stirred at room temperature overnight under an Ar atmosphere.
The reaction was quenched by addition of 10% aq NH,4Cl to pH= 8. The reaction mixture was
diluted with AcOEt (10 mL) and washed with H,0 (2 x 10 mL) and brine (10 mL). The organic
layer was dried over anh. MgSQ,, filtered, and solvents were evaporated under reduced
pressure. The crude was purified by silica gel flash column chromatography (elution with
hexanes/AcOEt mixtures, from 90:10 to 80:20) to yield 25 as a colorless foam (130 mg, 40%); R¢
(hexanes/AcOEt 70:30)= 0.58; *H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.46 (s, 2H), 4.19 (t, J= 7.4 Hz, 2H),
3.73 (s, 3H), 2.98 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.45 (s, 9H), 1.44 (s, 18H), 1.43 (s, 18H) ppm;
MALDI-TOF MS: m/z 843.19 [M+H]', 865.18 [M+Na]*, 881.18 [M+K]", 743.02 [M-Boc+H]",
765.02 [M-Boc+Na]*, M calcd for CagHesNsO15 841.43.
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Figura E.2. "H-NMR (top) and BC-NMR (bottom) spectra of compound FmocNH-AEG-NH, (8).

Benzyl 2-(2-(2,4,6-tris(bis(tert-butoxycarbonyl)amino)pyrimidin-5-yl)ethoxy)acetate (26). A
solution of 6 (1.2 g, 1.55 mmol) in anh. DME (20 mL) was cooled in an ice-bath. Then, a
suspension of 60% NaH (81 mg, 2.02 mmol) in anh. DME (2 mL) was added dropwise under an
Ar atmosphere. After 10 min, a solution of benzyl bromoacetate (344 uL, 2.17 mmol) in anh.
DME (2 mL) was added dropwise and the reaction mixture was warmed up to room
temperature and stirred overnight. The reaction was quenched by addition of 10% aq NH,Cl to
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pH= 8. The reaction mixture was diluted with AcOEt (16 mL) and washed with H,0 (3 x 16 mL)
and brine (10 mL). The organic layer was dried over anh. MgSQ,, filtered, and solvents were
evaporated under reduced pressure. The crude was purified by silica gel flash column
chromatography (elution with hexanes/AcOEt mixtures, from 95:5 to 80:20) to yield 26 as a
colorless foam (1.42 g, 80%); R; (hexanes/AcOEt 70:30)= 0.69; 'H-NMR (CDCl;, 400MHz): 6 7.38
(m, 5H), 5.18 (s, 2H), 4.48 (s, 2H), 4.18 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 2.97 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 1.46 (s, 9H), 1.44
(s, 18H), 1.41 (s, 18H), 1.40 (s, 9H) ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 918.35 [M+H]", 940.32
[M+Nal*, 956.29 [M+K]", M calcd for C4sHg;N5O15 917.46.

2-{2-[2,4,6-Tris(bis(tert-butoxycarbonyl)amino)pyrimidin-5-yljethoxy }acetic acid (27). Two
methodologies were tuned up to obtain compound (27):

From 25: Compound 25 (130 mg, 0.15 mmol) and LiOH-2H,0 (7.2 mg, 0.17 mmol) were
dissolved in a mixture of H,0 and THF (1.4 mL and 5 mL, respectively). The reaction mixture
was stirred at room temperature for 1 day. Then, the solvent was evaporated under reduced
pressure and the residue was dissolved in water (10 mL). The solution was acidified with 10%
aq HCl with constant stirring to pH=3, and a precipitate was formed. The aqueous layer was
extracted with AcOEt (3 x 10 mL) and the combined organic layers were washed with brine (5
mL), dried over anh. MgSQ,, filtered, and the solvent was removed under reduced pressure to
yield 27 as a white foam (96.3 mg, 78%).

From 26: Compound 26 (1g, 1.09 mmol) was disolved in MeOH and purged with Ar. Then,
Pd/C (160 mg) was added and the solution was saturated with H,¢) by slow bubbling over 30
min. The reaction was filtered through a short pad of Celite® and the solvent was removed
under vacuum to give the title compound as a white foam (900 mg, quantitative).

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & 12.9 (s, 1H), 4.42 (s, 2H), 4.13 (t, J= 6.2 Hz, 2H), 2.82 (t, J= 6.2 Hz,
2H), 1.45 (s, 18H), 1.44 (s, 36H) ppm; C-NMR (CDCl;, 100 MHz): § 170.4, 163.8, 162.1, 153.0,
149.9, 149.6, 123.2, 113.3, 84.5, 83.1, 83.7, 64.1, 27.7, 27.6, 26.4 ppm; MALDI-TOF MS: m/z
829.29 [M+H]*, 851.28 [M+Na]®, 867.26 [M+K]*; MS (ESI, positive mode): m/z 828.35 [M+H]’,
850.33 [M+Na]’, 866.31 [M+K]", M calcd for C3gHg1N5O15 827.42

Benzyl 2-(N-(2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)ethyl)-2-(2-(2,4,6-tris(bis(tert-butoxy-
carbonyl)amino)pyrimidin-5-yl)ethoxy)acetamido)acetate (28). To an ice-cooled solution of 27
(450 mg, 0.54 mmol), EDC (177 mg, 0.61 mmol) and HOBt (47 mg, 0.30 mmol) in DCM (2 mL),
compound 8 (282 mg, 0.61 mmol) dissolved in DCM (2 mL) was added. The reaction mixture
was stirred in an ice bath for 15 min and at room temperature for 15 h. The reaction mixture
was diluted in DCM (50 mL) and 5% aq NaHCO; (50 mL) was added. The two fases were
separated. The organic layer was washed with 5% ag NaHCOs (2 x 50 mL) and water (25 mL)
and dried over anh. MgSQ,, filtered, and the solvent was evaporated under reduced pressure.
The crude was purified by silica gel flash column chromatography (elution with hexanes/AcOEt
mixtures, from 90:10 to 50:50) to vyield 28 as a colorless foam (458 mg, 68%); R:
(hexanes/AcOEt 60:40)= 0.34; *H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.74 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.59 (d, J=
7.2 Hz, 2H), 7.35 (m, 9H), 5.51 (br t, 1H), 5.16 (s, 2H), 5.10 (s, 2H), 4.52 (d, J= 5.6 Hz, 2H), 4.38
(br t, 1H), 4.22 (s, 2H), 3.48-2.98 (m, 8H), 1.43 (bs, 54H) ppm; MS (ESI, positive mode): m/z
1240.52 [M+H]", 1262.48 [M+Na]*, M calcd for Cg;HgsN,015 1239.59.
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1.1.5. Janus J; PNA monomer with two methylene groups: Synthesis of J;-PNA™

2-(3-Bromopropoxy)tetrahydro-2H-pyran (31). 3-bromo-1-propanol (3 g, 21.6 mmol) was
chilled in an ice bath and DHP (2.3 mL, 23.7 mmol) was added dropwise. 12 M HCI (1 drop) was
added, and the reaction mixture was stirred at room temperature for 4 h. The reaction was
quenched with solid Na,CO; (300 mg), and the solid was filtered and washed with DCM (10
mL). The filtrate was evaporated under reduced pressure, affording 31 as a colorless oil (3.6 g,
75%); R¢ (hexanes/AcOEt 90:10) = 0.47; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.61 (t, J= 3.5 Hz, 1H), 3.86
(m, 2H), 3.54 (m, 4H), 2.14 (m, 2H), 1.90-1.55 (m, 6H) ppm; *C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 98.91,
64.89, 62.27, 32.91, 30.67, 30.60, 25.41, 19.49 ppm; MS (ESI, negative mode): m/z 222.8 [M-
H], 143.1 [M-Br], M calcd for CgH15BrO, 222.03.

2-[3-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propylmalononitrile (32). A solution of malononitrile (1.35
g, 20.3 mmol) in anh. DME (9.5 mL) was added dropwise to a suspension of 60% NaH (810 mg,
20.3 mmol) in anh. DME (7.5 mL) under an Ar atmosphere. After 10 min, a solution of 31 (3 g,
13.5 mmol) in anh. DME (3 mL) was added dropwise and the reaction mixture was stirred at
room temperature overnight an under an Ar atmosphere. The reaction was quenched with 5%
aq NH4CI to pH= 8. The reaction mixture was diluted with AcOEt (40 mL) and washed with H,0
(3 x 40 mL) and brine (40 mL). The organic layer was dried over anh. MgSQ,, filtered, and
solvents were removed under reduced pressure. The crude was purified by silica gel flash
column eluting with hexanes/AcOEt mixtures (from 90:10 to 80:20) to yield a colorless oil 32
(1.86 g, 66%); R (hexanes/AcOEt 70:30)= 0.48; *H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.55 (t, J= 2.4 Hz,
1H), 4.03 (t, J= 7.4Hz, 1H), 3.83 (m, 2H), 3.53 (m, 2H), 2.21 (m, 2H), 1.93-1.55 (m, 8H) ppm; **C-
NMR (CDCls, 100 MHz): 6 112.8, 99.3, 65.9, 62.9, 35.1, 29.0, 26.3, 25.3, 22.3, 19.6 ppm; MS
(ESI, positive mode): m/z 209.1 [M+H]"*, M calcd for Cy;H16N,0, 208.12.

5-[3-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propyl]pyrimidine-2,4,6-triamine (33). Distilled EtOH (30
mL) and sodium (333 mg, 14.5 mmol) were stirred under an Ar atmosphere until sodium was
consumed. The solution was transferred to a flask containing compound 32 (1.5 g, 7.20 mmol)
and guanidinium hydrochloride (825 mg, 8.7 mmol), and the reaction mixture was refluxed for
5 h under an Ar atmosphere with constant stirring. The reaction was allowed to cool down to
room temperature and quenched with 1 M aq HCI to pH= 8. Solvents were evaporated under
reduced pressure and the resulting crude was purified by silica gel flash column
chromatography, eluting with DCM and increasing amounts of MeOH (from 0 to 10%), in the
presence of 2% TEA. Finally, 33 was obtained as a light yellow solid (1.33 g, 69%); R;
(DMC/MeOH 90:10 + 2%TEA)= 0.54; mp = 164-167°C; ‘H-NMR (DMSO-dgs, 400 MHz): & 5.88 (s,
4H), 5.76 (s, 2H), 4.52 (t, J= 4.4 Hz, 1H), 3.68 (m, 2H), 3.39 (m, 2H), 2.23 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 1.70-
1.45 (m, 8H) ppm; C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): § 160.1, 157.2, 98.2, 84.3, 66.2, 61.5, 30.4,
27.7,24.9, 19.3, 18.6 ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 268.18 [M+H]", 184.12 [M-THP+H]",
M calcd for C4,H;1N5s0, 267.17.

5-[2-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yloxi)propyl]-2,4,6-hexakis(tert-butoxycarbonyl)triaminopyrimi-

dine (34). A mixture of compound 33 (2.5 g, 9.36 mmol), Boc,0 (24.5 g, 112.3 mmol), DMAP
(800 mg, 6.55 mmol), TEA (10.5 mL, 74.9 mmol) and anh. THF (200 mL) was stirred under an Ar
atmosphere for 20-25 h. The reaction was quenched with 5% aq NaHCOs (6.5 mL) and THF was
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evaporated under reduced pressure. The resulting material was dissolved in Et,0 (150 mL) and
washed with 5% aq NaHCOs (2 x 100 mL), H,0 (1 x 100 mL) and brine (50 mL). The organic
layer was dried over anh. MgSO,, filtered and taken to dryness. Silica gel flash column
chromatography eluting with hexanes, and increasing the polarity with AcOEt (0 to 20%),
afforded 34 as a white foam (4.87 g, 60%); R: (hexanes/AcOEt 80:20)= 0.60; mp= 102-104°C;
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 4.60 (t, J= 3.6 Hz, 1H), 3.78 (m, 2H), 3.46 (m, 2H), 2.57 (m, 2H),
1.84-1.50 (m, 8H), 1.44 (s, 18H), 1.43 (s, 36H) ppm; *C-NMR (CDCls, 100 MHz): § 161.7, 155.9,
150.5, 149.9, 128.1, 98.4, 83.9, 83.3, 66.4, 60.4, 30.6, 27.9, 27.8, 27.7, 25.5, 23.5, 19.3 ppm ;
MS (Cl, NH3, positive mode): m/z 868.6 [M+H]*, 768.7 [M-Boc+H]" , M calcd for Cs,HesNsO14
867.48.

5-(3-Hydroxyprop-1-yl)-2,4,6-hexakis(tert-butoxycarbonyl)triaminopyrimidine (35). A suspen-
sion of compound 34 (1.6 g, 1.84 mmol) and pTsOH (30 mg, 0.16 mmol) in MeOH (60 mL) was
stirred for 6 h under an Ar atmosphere at room temperature. The reaction was quenched with
5% aq NaHCO; (1.7 mL) and the solvents were evaporated under reduced pressure. The
resulting solid material was dissolved in Et,0 (60 mL) and washed with 5% ag NaHCO; (5 x 60
mL), H,O (1 x 60 mL) and brine (60 mL). The organic layer was dried over anh. MgSQ,, filtered,
and the solvent was removed in vacuo to yield 35 as a white foam (1.4 g, 98%); R¢
(hexanes/AcOEt 70:30)= 0.23; mp= 140-143°C; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 3.57 (t, J= 6.0 Hz,
2H), 2.61 (t, J= 7.6 Hz, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.45 (s, 18H), 1.43 (s, 36H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100
MHz): 6 161.8, 156.1, 150.6, 150.3, 127.6, 84.3, 83.5, 61.6, 30.4, 27.9, 27.8, 22.8 ppm; MS (ESI,
positive mode): m/z 784.4 [M+H]", 806.4 [M+Na]", M calcd for C3;Hg;N5013 783.43.

3-{2,4,6-Tris[bis(tert-butoxycarbonyl)amino]pyrimidin-5-yl }propanoic acid (36). Compound 35
(500 mg, 0.63 mmol), TEMPO (12.8 mg, 0.08 mmol), 15 mL of ACN and 10 mL of sodium
phosphate buffer (pH 5.8-6.0)" were introduced in a 50 mL round-bottom flask. A 2 M solution
of NaClO, (500 pL, 1.26 mmol) was added followed by a solution of NaClO (500 pL)>. The
resulting mixture was stirred at 35°C for 70 h. When the reaction was completed, as assessed
by TLC analysis, the mixture was cooled down to 25°C and 25 mL of water was added. The pH
was adjusted to 8.0 by addition of 2 M NaOH. The resulting solution was poured onto an ice-
cold 0.48 M sodium sulfite solution (16 mL) and stirred for 30 min keeping the temperature
below 20°C with an ice-water bath. After this, Et,0 (16 mL) was added and stirring was
continued for an additional 15 min. The organic layer was separated and the aqueous layer
was extracted with Et,0 (2 x 20 mL). The combined organic phases were washed with brine (15
mL), dried over MgSQ,, filtered and evaporated under reduced pressure to yield 36 as a white
foam (448 mg, 88%); R: (hexanes/AcOEt 70:30 + 2%AcOH)= 0.16; mp > 300°C; 'H-NMR (CDCls,
400 MHz): § 2.85 (t, J= 9.2 Hz, 2H), 2.34 (t, J= 9.2 Hz, 2H), 1.46 (s, 18H), 1.42 (s, 36H) ppm; “*C-
NMR (CDCl;, 100MHz): 6 161.0, 155.5, 150.7, 150.6, 150.4, 129.8, 84.5, 83.2, 28.1, 27.8, 27.7,
27.6 ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 798.42 [M+H]", 820.40 [M+Na]*; HR MS (ESI, negative
mode): m/z 796.3974 [M-H], 696.3444 [M-Boc-H], 1593.8018 [2M-H]’, M calcd for C37HsoNsO14
797.4059.

The buffer was a 2:1 mixture of 0.67 M NaH,PO, and 0.67 M Na,HPO,; *solution prepared by
dissolving 2 mL of bleach in 18 mL of water.
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Benzyl  2-(N-(2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)ethyl)-3-(2,4,6-tris(bis(tert-butoxy-
carbonyl)amino)pyrimidin-5-yl)propanamido)acetate (37). To an ice-cooled solution of 36 (563
mg, 0.71 mmol), EDC (209 mg, 1.07 mmol) and HOBt (56 mg, 0.36 mmol) in DCM (3 mL), a
solution of compound 8 (331mg, 0.71 mmol) in DCM (3 mL) was added. The reaction was
stirred in an ice bath for 15 min and at room temperature for 15 h.The mixture was diluted in
DCM (25 mL), 5% ag NaHCO;s (25mL) was added, and the two fases were separated. The
organic layer was washed with 5% ag NaHCO; (2 x 25mL) and water (25 mL), dried over anh.
MgSQ,, filtered, and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude was
purified by silica gel flash column chromatography (elution with DCM/MeOH mixtures from
100:0 to 98:2) to yield 37 as a colorless foam (475 mg, 55%); R; (hexanes/AcOEt 60:40)= 0.36;
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & (two rotamers) 7.75 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.61 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.40-
7.26 (m, 9H), 5.89 and 5.44 (rotamers, t, J= 5.6 Hz, 1H), 5.18 and 5.16 (rotamers, s, 2H), 4.35 (d,
J= 6.8 Hz, 2H), 4.19 (m, 1H), 4.08 and 4.04 (rotamers, s, 2H), 3.53-3.37 (m, 4H), 2.89-2.50 (m,
4H), 1.45 and 1.42 (s, 54H) ppm; C-NMR (CDCl;, 100 MHz): & 169.6, 161.7, 160.1, 156.4,
156.1, 148.7, 148.6, 143.6, 141.2, 128.6, 128.3, 127.7, 127.2, 124.7, 124.5, 119.8, 109.9, 84.2,
83.6,67.8,67.2,50.4, 48.9, 47.2, 39.5, 29.7, 27.9, 27.8, 19.1 ppm; MS (ESI, positive mode): m/z
1210.62 [M+H]", 1232.51 [M+Na]*, M calcd for CgsHgsN,017 1209.58.

Benzyl N-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)ethyl)-N-(3-(2,4,6-tris(bis(tert-butoxy-
carbonyl)amino)pyrimidin-5-yl)propanoyl)glycinate (38). Compound 37 (518 mg, 0.43 mmol)
was disolved in MeOH and purged with Ar,. Pd/C (10%, 100 mg) was added and the reaction
vessel was saturated with H,) by slow bubbling over 40 min. When the reaction was finished,
as assessed by TLC, the suspension was filtered through a short pad of Celite® and the solvent
was removed in vacuum to give the title compound as a white foam (480 mg, quantitative); ‘H-
NMR (CDCls, 400 MHz): 6 (two rotamers) 7.74 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.59 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.49-
7.29 (m, 4H), 5.89 and 5.44 (rotamers, bt, 1H), 4.35 (d, J= 6.8 Hz, 2H), 4.19 (m, 1H), 4.08 and
4.02 (rotamers, s, 2H), 3.55-3.37 (m, 4H), 2.87-2.50 (m, 4H), 1.45 and 1.43 (s, 54H) ppm; Bc.
NMR (CDCl;, 100 MHz): § 172.7, 161.9, 156.7, 156.1, 150.7, 150.3, 144.1, 141.2, 127.6, 127.1,
125.3, 119.9, 84.7, 83.5, 66.7, 53.4, 48.6, 47.2, 39.6 and 38.2 (rotamers), 31.9 and 30.9
(rotamers), 30.3 and 29.7 (rotamers), 27.8, 27.7 ppm; MS (ESI, negative mode): m/z 1118.25
[M-H], 1154.28 [M+CI-H]’, 561.01 [2M-2H]*/2, MS (ESI, positive mode): m/z 1142.26 [M+Na]';
HR MS (ESI, negative mode): m/z 1118.5275 [M-H], 2239.0652 [2M-H], M calcd for
CsgH77N;047 1119.5376.

1.2. Janus Jp PNA monomer (2]

Methyl 2-(2,4-diamino-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)acetate (39a). Methyl bromoacetate
(4.7 mL, 49.4 mmol) was added to a suspension of 2,6-diaminopyrimidine-4(3H)-one (5 g, 38
mmol) and sodium bicarbonate (4.15 g, 49.4 mmol) in 60 mL of DMF . The mixture was stirred
at room temperature for 5 days, and then taken to dryness on a rotary evaporator. The residue
was poured onto 60 mL of hot water (90°C) and chilled for 2 h at 0°C. The precipitate was
filtered to yield 39a as a yellow solid (6 g, 81%). If the NMR spectrum still showed DMF signals,
DMF was eliminated by washing the solid with MeOH or water and filtering again the
suspension. R; (DCM/MeOH 90:10 + 2% TEA)= 0.19; analytical HPLC (A: 0.05M TEAAc buffer, B:
ACN, Kromasil 100 C18 column, 1 mL/min, linear gradient from 0 to 20% of B in 30 min): tz= 8.3
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min; mp= 267-269°C; *H-NMR (DMSO-d¢, 400 MHz): § 9.93 (1s, H), 6.08 (s, 2H), 5.82 (s, 2H),
3.53 (s, 3H), 3.19 (s, 2H) ppm; C-NMR (DMSO-ds, 100 MHz): & 172.3, 162.3, 162.2, 153.4,
51.1, 23.4 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z 199.1 [M+H]", 221.1 [M+Na]’, 419.1 [2M+Na]’,
M calcd for C;H,oN4O3 198.08.
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Figura E.3. "H-NMR (top) and Bec-NMR (bottom) spectra of J; PNA monomer 38.
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Methyl 2-{2,4-bis[bis(tert-butoxycarbonyl)amino]-6-tert-butoxypyrimidin-5-yl}acetate (41a). A
mixture of compound 39a (1.5 g, 7.6 mmol), Boc,0 (17 g, 76 mmol), DMAP (278 mg, 2.3
mmol), pyridine (4 mL) and DMF,,, (24 mL) was stirred under an Ar atmosphere for 24 h. After
this time, the mixture was evaporated under reduced pressure. The resulting material was
dissolved in DCM (80 mL) and washed with water (2 x 80 mL) and brine (50 mL). The organic
layer was dried over anh. MgSQ,, filtered, and DCM was evaporated under reduced pressure.
Silica gel flash column chromatography eluting with hexanes and increasing the polarity with
AcOEt (5 to 20%) afforded 41a as white foam (2.19 g, 44%); R: (hexanes/AcOEt 70:30)= 0.54;
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 3.64 (s, 3H), 3.44 (s, 2H), 1.56 (s, 9H), 1.41 (s, 18H), 1.40 (s, 18H)
ppm; BC-NMR (CDCl3, 100 MHz): 6 169.9, 169.5, 158.4, 155.1, 150.3, 149.9, 112.3, 83.8, 83.6,
83.0, 51.8, 30.74, 28.0, 27.8, 27.7 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z 655.4 [M+H]’, 677.3
[M+Na]*, 1331.7 [2M+Na]", M calcd for C3;HsoN,O1; 654.35.

Benzyl 2-(2,4-diamino-6-oxo-1,6-dihydropyrimidin-5-yl)acetate (39b). Benzyl bromoacetate
(18.7 mL, 118.9 mmol) was added to a suspension of 2,6-diaminopyrimidine-4(3H)-one (10 g,
79.3 mmol) and sodium bicarbonate (8.7 g, 103.1 mmol) in DMF (125 mL) . The mixture was
stirred at room temperature for 4 days, and then evaporated to dryness in a rotary
evaporator. The residue was poured onto 90 mL of MeOH and the precipitate was filtered to
yield 39b as a pale yellow solid (16.9 g, 78%). If the NMR spectrum showed DMF signals, DMF
was eliminated by washing the solid with MeOH or water and filtering again the suspension. R¢
(DCM/MeOH 90:10 + 2% TEA)= 0.48; *H-NMR (DMSO-dg, 400 MHz): & 9.89 (s, 1H), 7.36-7.35
(m, 5H), 6.03 (s, 2H), 5.86 (s, 2H), 5.05 (s, 2H), 3.27 (s, 2H) ppm; *C-NMR (DMSO-dg, 100 MHz):
6 172.5,163.2,163.0, 154.2, 137.2, 129.0, 128.4, 128.3, 82.1, 65.8, 29.3 ppm; MS (ESI, positive
mode)= m/z 275.2 [M+H]", 296.7 [M+Na]", 570.9 [2M+Na]*, M calcd for C13H:14N405 274.10.

Benzyl 2-(2,4-bis(bis(tert-butoxycarbonyl)amino)-6-tert-butoxypyrimidin-5-yl)acetate (43b). A
mixture of compound 39b (4.0 g, 14.6 mmol), Boc,0 (26 g, 116.8 mmol), DMAP (532 mg, 4.4
mmol), pyridine ( 11.2 mL) and anh. DMF (65 mL) was stirred under an Ar atmosphere for 24 h.
After this, solvents were evaporated under reduced pressure. The resulting material was
dissolved in DCM (200 mL) and washed with H,0 (2 x 150 mL) and brine (100 mL). The organic
layer was dried over anh. MgSQ,, filtered and DCM was evaporated under reduced pressure.
Silica gel flash column chromatography eluting with hexanes and increasing the polarity with
AcOEt (5 to 20%) afforded 43b as a yellow foam (5.68 g, 54%); R; (hexanes/AcOEt 70:30)= 0.76;
'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): § 7.32 (m, 5H), 5.11 (s, 2H), 3.50 (s, 2H), 1.52 (s, 9H), 1.42 (s, 18H),
1.40 (s, 18H) ppm; BC-NMR (CDCl3, 100 MHz): & 169.9, 168.8, 158.5, 155.1, 150.3, 149.9,
135.6, 128.5, 128.3, 112.2, 83.9, 83.6, 83.0, 66.6, 31.0, 28.0, 27.9, 27.8 ppm; MS (ESI, positive
mode)= m/z 731.20 [M+H], 753.20 [M+Na]®, 1483.5 [2M+Na]’, M calcd for C3;Hs54N4O1;
730.38.

2-(2,4-Bis(bis(tert-butoxycarbonyl)amino)-6-tert-butoxypyrimidin-5-yl)acetic acid (45). Com-
pound 43b (1.7g, 2.33 mmol) was disolved in MeOH (100mL) and purged with Ar,. Then, Pd/C
(370 mg) was added and the reaction vessel saturated with H, by slow bubbling over 8 h. The
reaction mixture was filtered through a short pad of Celite® and the solvent was removed in
vacuo. The residue was dissolved in AcOEt (50 mL), washed with 10% aq ammonium acetate (2
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x 70 mL), water (1 x 100 mL) and brine (50 mL), dried over anh. MgSO, and filtered. The
solvent was evaporated to give the title compound as a white foam (1.41 g, quantitative yield);
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 3.47 (s, 2H), 1.58 (s, 9H), 1.42 (s, 18H), 1.41 (s, 18H) ppm; C-
NMR (CDCls, 100 MHz): 6 173.7, 170.4, 157.9, 154.9, 150.8, 150.7, 83.3, 84.3, 84.0, 114.2, 32.2,
27.9, 28.0, 28.2 ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 641.07 [M+H]", 663.11 [M+Na]®, 1303.37
[2M+Na]*; HR MS (ESI, negative mode): m/z 639.3215 [M-H], 595.333 [M-COOH-H], 753.3161
[M+TFA-H], 1279.6560 [2M-H], M calcd for CsoHigN4O1; 640.3320, [M+TFA-H] calcd for
C3oHagFsN4043753.3175.

Benzyl 2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)ethyl)-2-(2,4-bis(bis(tert-butoxycar-
bonyl)amino)-6-(tert-butoxy)pyrimidin-5-yl)acetamido)acetate (47). To an ice-cooled solution
of 45 (765 mg, 1.20 mmol), EDC (365 mg, 1.88 mmol) and HOBt (98 mg, 0.63 mmol) in DCM (3
mL), compound (8) (536 mg, 1.25 mmol) in DCM (3 mL) was added. The mixture was stirred in
an ice bath for 15 min and at room temperature for 24 h. The mixture was diluted in DCM (35
mL) and 5% aq NaHCOs (35 mL), and the two fases were separated. The organic layer was
washed with 5% aq NaHCO; (2 x 35mL) and water (30 mL), dried over anh. MgSQ,, filtered,
and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude was purified by silica gel
flash column chromatography (elution with hexanes/AcOEt mixtures, from 90:10 to 60:40) to
yield 47 as a colorless foam (567 mg, 45%); R¢ (hexanes/AcOEt 70:30)= 0.22; analytical HPLC (A:
0.05 M TEAAc buffer, B: ACN, Kromasil 100 C18 column, 1 mL/min, linear gradient from 70 to
100% of B in 30 min): tg= 27.9 min; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): & (two rotamers) 7.75 (d, J= 7.4
Hz, 2H), 7.59 (d, J= 7.4 Hz, 2H), 7.38-7.27 (m, 9H), 5.89 and 5.44 (rotamers, br t, 1H), 5.21 and
5.18 (rotamers, s, 2H), 4.38 and 4.34 (rotamers, d, J= 7.1 Hz, 2H), 4.21 (t, J= 7.1 Hz, 1H), 4.05 (s,
2H), 3.58 (s, 2H), 3.47-3.29 (m, 4H), 1.56 (s, 9H), 1.44 and 1.42 (s, 36H) ppm; *C-NMR (CDCl;,
100 MHz): 6 170.3, 169.5, 168.8, 158.7, 156.7, 155.3, 150.5, 150.4, 144.1, 141.5, 128.7, 128.6,
128.4, 128.2, 127.7, 127.0, 125.1, 83.9, 83.7, 83.0, 67.7, 67.1, 49.44, 49.1, 47.2, 39.6, 28.1,
28.0, 27.8, 27.7 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z 1053.32 [M+H]", 1075.34 [M+Na]*, M calcd
for C37Hs54N401; 1052.51.

2-(N-(2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)ethyl)-2-(2,4-bis(bis(tert-butoxycarbonyl)-
amino)-6-(tert-butoxy)pyrimidin-5-yl)acetamido)acetic acid (49). Compound 47 (350 mg, 0.30
mmol) was disolved in MeOH (21 mL) and purged with Ar,. Then, Pd/C (60 mg) was added and
the reaction vessel was saturated with Hy) by slow bubbling over 30 min. The mixture was
filtered through a short pad of Celite® and the solvent was removed in vacuo to give the title
compound as a white foam (290 mg, 90%); analytical HPLC (A: 0.05 M TEAAc buffer, B: ACN,
Kromasil 100 C18 column, 1 mL/min, linear gradient from 30 to 100% of B in 30 min): tg= 24.4
min "H-NMR (CDCls, 400 MHz): & (two rotamers) 7.75 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.57 (d, J= 7.2 Hz, 2H),
7.38 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 7.29 (m, 2H), 5.75 and 5.69 (rotamers, br t, 1H), 4.36 and 4.32
(rotamers, d, J= 7.2 Hz, 2H), 4.19 (t, J= 7.2 Hz, 1H), 4.10 (s, 2H), 3.60 (s, 2H), 3.49-3.28 (m, 4H),
1.56 (s, 9H), 1.45 and 1.42 (s, 36H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100 MHz): 6 170.3, 169.8, 169.0,
158.5, 156.6, 155.1, 150.6, 150.4, 150.3, 143.8, 141.2, 127.7, 127.1, 125.1, 84.1, 83.1, 83.0,
66.9, 49.5, 49.4, 47.2, 39.4, 28.1, 28.0, 27.9, 27.8, 27.7 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z
963.27 [M+H]*, 985.25 [M+Na]"; MS (ESI, negative mode)= m/z 961.35 [M-H], HR MS (ESI,
negative mode) 961.4537 [M-H], 1924.9241 [2M-H]’, M calcd for C49HesN6O14 962.4637.
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1.3. Janus Jyy PNA monomer [13]

6-Amino-1,3,5-triazine-2,4(1H,3H)-dione (50).[14] Biuret (2.5 g, 24.2 mmol), guanidine
hydrochloride (2.3 g, 24.2 mmol) and K,COs; (500 mg, 3.6 mmol) were suspended in DMF (8
mL). The mixture was heated up to 155°C, while the reactants dissolved, for 8 h with constant
stirring and under an Ar atmosphere. When the reaction was finished a large amount of
precipitate had been formed. The mixture was allowed to cool down to room temperature
and kept in the freezer overnight. The precipitate was filtered and washed with cold water to
obtain ammelide (50) (1.2 g, 40%); *C-NMR (DMSO-dg +HCl, 100 MHz): & 153.9, 150.3, 147.7
ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 128.1 [M+H]", 113.0 [M-NHs]", 256.1 [2M+H]"; CI-DEPCI MS
(NH;3*, positive mode): m/z 128.3 [M+H]", 113.3 [M-NHs]", 146.4 [M+NH,] *, M calcd for
CsH4N40, 128.03.

1-(2-((Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)ethyl)guanidine (52). Guanidine hydrochloride (276 mg,
2.88 mmol) was added to a suspension of ‘BuOK (340 mg, 2.88 mmol) in DMF (9 mL). The
reaction mixture was heated to 50 °C for 20 min and subsequently filtered. The clear solution
obtained was added to a mixture of 2 (300 mg, 1.44 mmol) and DIPEA (510 uL, 2.88 mmol) in
DMF (2 mL), and was heated to 50 °C overnight. The solvent was removed in vacuo and the
crude product was dissolved in DCM (15 mL), washed with 5% aqg NaHCOs (3 x 10 mL) and
water (15 mL), dried over anh. MgSQ,, filtered, and the solvent was evaporated under reduced
pressure to yield 52 as a colourless oil (270 mg, quantitative); 'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 6 4.60
(t, 1H), 3.85-3.36 (m, 6H), 1.78-1.54 (m, 6H) ppm; MS (ESI, positive mode): m/z 188.07 [M+H]",
M calcd for CgH,7N30, 187.13.

Methyl N'-mesitylenesulfonylcarbimido-S-methylthioate (54). A solution of 2-mesitylene-
sulfonyl chloride (10.5 g, 47.4 mmol) in DCM (18 mL) was slowly added to the mixture of S-
methylisothorium (6 g, 43.1 mmol) and 2 M aq NaOH solution (32.4 mL) at 0°C. The mixture
was warmed up to ambient temperature, where it remained for 2 h. After this time, the
solvent was evaporated and the residue was extracted with DCM (4 x 60 mL). The product was
purified by flash column chromatography eluting with hexanes/AcOEt (from 3:1 to 1:1), which
yielded 54 as a white solid (4.31 g, 40%); R; (hexanes/AcOEt 75:25)= 0.30; 'H-NMR (CDCls, 300
MHz): & 6.93 (s, 2H), 2.68 (s, 6H), 2.34 (s, 3H), 2.29 (s, 3H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100 MHz): &
167.8, 141.7, 138.6, 136.4, 131.5, 22.7, 20.9, 14.0 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z 272.86
[M+H]", M calcd for C;;H1gN,0,S, 272.07.

Benzyl carbonisocyanatidate (55)."* To a suspension of dry, finely ground benzyl carbamate
(10 g, 66.2 mmol) in anh. DCM (100 mL) under Ar was added dropwise, with efficient stirring
and ice cooling, a solution of oxalyl chloride (8.75 mL, 99.3 mmol) in anh. DCM (50 mL) over a
period of 1 h. The initial clear mixture gradually became turbid. Stirring was continued for 4 h
at room temperature and overnight under reflux. The mixture was then concentrated to about
2/3 of its original volume and the fine-grained precipitate was filtered off and washed with
cold and anh. DCM. The combined pale yellow filtrate and washings were evaporated to
dryness with the minimum exposure to atmospheric moisture, and the residual yellowish
turbid oil was distilled at reduced pressure. Thereafter, product 55 was collected (10 g, 50%);
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & 7.38 (m, 5H), 5.20 (s, 2H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100 MHz): &
136.2, 134.1, 129.0, 128.7, 128.6, 128.5, 128.2, 128.1, 70.5 ppm.

N-(Benzyloxycarbonyl)ureido-N’-mesitylenesulfonyl-S-methylisothiourea (56). To a solution of
55 (1.5 g, 8.5 mmol) in anh. THF (10 mL) was added a solution of compound 54 (2 g, 7.36
mmol) in anh. THF (12 mL) under Ar at 0°C. The mixture was warmed up to room temperature
and stirred for 24 h. The reaction became turbid after 4 h stirring. Once the reaction was
finished, the precipitate was collected by filtration and washed with cold THF. The product was
dried under vacuum. 61 Was obtained as a white solid (3.0 g, 90%); R¢ (hexanes/AcOEt 6:4)=
0.56; *H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 7.51 (s, 1H), 7.38 (m, 5H), 6.94 (s, 2H), 5.29 (s, 2H), 2.69 (s,
6H), 2.30 (s, 3H), 2.23 (s, 3H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100 MHz): & 165.0, 152.3, 148.9, 142.2,
139.0, 135.4, 134.1, 131.6, 129.0, 128.7, 128.7, 69.1, 22.7, 21.0, 15.7 ppm; MS (ESI, positive
mode)= m/z 450.12 [M+H]", 472.10 [M+Na]*, 921.21 [2M+Na]", M calcd for C,gH,3N50, 449.11.

Tert-butyl  2-(2,4-dioxo-6-(2,4,6-trimethylphenylsulfonamido)-3,4-dihydro-1,3,5-triazin-1(2H)-
yl)acetate (57). To a solution of compound 56 (1.8 g, 4.01 mmol) and glycine ‘butyl ester
hydrochloride (739 mg, 4.41 mmol) in anh. THF (24 mL) was added TEA (8.4 mL, 60 mmol)
dropwise at 0°C. After stirring for an additional 15 min at 0°C, the mixture was warmed up to
45°C and stirred for 24 h, and then quenched with water (30 mL). The solvent was removed
under reduced pressure and the residue was extracted with AcOEt (5 x 30 mL). Purification of
the crude residue by chromatography (MeOH/DCM from 0:10 to 4:6) resulted in product 57
(1.7 g, 98%); Rs (DCM/MeOH 9:1)= 0.56; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 6.93 (s, 2H), 4.47 (s, 2H),
2.64 (s, 6H), 2.28 (s, 3H), 1.28 (s, 9H) ppm; *C-NMR (CDCls, 100 MHz): 6 165.3, 147.7, 146.1,
144.8, 142.8, 139.0, 134.7, 131.8, 83.3, 43.9, 27.7, 22.6, 20.9 ppm; MS (ESI, positive mode)=
m/z 424.99 [M+H]", 446.9 [M+Na]®, 368.92[M-'Bu+H]", 871.13 [2M+Na]’, M calcd for
C12H12N404 276.09.

2-(2,4-Dioxo-6-(2,4,6-trimethylphenylsulfonamido)-3,4-dihydro-1,3,5-triazin-1(2H)-yl)acetic
acid (58). To a solution of compound 57 (1 g, 2.36 mmol) in DCM (23 mL) was added TFA (23
mL) at 0°C. The mixture was stirred for 6 h at room temperature, concentrated and dried in
vacuo. Trituration with dry diethyl ether and filtration of the resulting solid provided
compound 58 (805 mg, 93%); R¢ (DCM/MeOH 9:1)= 0.54; "H-NMR (CDCls, 400 MHz): § 12.12 (s,
1H), 7.04 (s, 2H), 4.35 (s, 2H), 2.56 (s, 6H), 2.26 (s, 3H) ppm; *C-NMR (CDCl;, 100 MHz): &
168.1, 148.3, 147.4, 145.9, 142.0, 137.9, 135.6, 131.5, 42.9, 22.0, 20.3 ppm; MS (ESI, positive
mode)= m/z 368.95 [M+H]*, 390.93 [M+Na]’, 737.02 [2M+H]*, 758.99 [2M+Na]’, 1127.00
[3M+Na]*, M calcd for C14H16N406S 368.08.

Tert-butyl 2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)ethyl)-2-(2,4-dioxo-6-(2,4,6-tri-
methylphenylsulfonamido)-3,4-dihydro-1,3,5-triazin-1(2H)-yl)acetamido)acetate (59). To a
solution of 58 (600 mg, 1.63 mmol) and [2-(9H-fluoren-9-yImethoxy carbonylamino)-
ethylamino] acetic acid ‘butyl ester hydrochloride (724 mg, 1.63 mmol) in DMF (30 mL) was
added EDC (384 mg, 1.96 mmol), followed by DIEA (604 uL, 3.42 mmol) at 0°C. The mixture
was slowly warmed up to ambient temperature where it remained overnight. DMF was
removed under reduced pressure and the residue was dissolved in AcOEt (20 mL). The
resulting solution was washed with 5% aq NaHCO; (2 x 20 mL) and water (20 mL), and the

219



Experimental Section

organic layer was dried over anh. MgSQ,, filtered, and solvent was evaporated under reduced
pressure. The residue was purified by flash column chromatography eluting with MeOH/DCM
(from 0:10 to 1:9) to yield 59 as a bright yellow foam (1.0 g, 84%); R: (DCM/MeOH 9:1)= 0.52;
'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & (two rotamers) 7.75 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.59 (d, J= 7.6 Hz, 2H), 7.41
(t, /= 7.3 Hz, 2H), 7.32 (t, J= 7.3 Hz, 2H), 6.86 and 6.88 (rotamers, s, 2H), 5.75 and 5.69
(rotamers, br t, 1H), 4.66 and 4.50 (rotamers, s, 2H), 4.40 (br t, 1H), 4.19 (br d, 2H), 3.84 and
3.72 (rotamers, s, 2H), 3.30-3.07 (m, 4H), 2.58 (s, 6H), 2.21 (s, 3H), 1.42 (s, 9H) ppm; BC-NMR
(CDCl3, 100 MHz): 6 (two rotamers) 168.3 and 167.5 (rotamers), 166.9 and 166.2 (rotamers),
165.6, 156.6, 148.6, 143.9, 143.8, 142.3 and 142.2 (rotamers), 141.1, 138.7, 131.5, 127.6,
127.0, 125.0, 119.8, 83.3, 66.7, 53.4, 51.2, 47.0, 39.4 and 38.6 (rotamers), 27.8 and 27.7
(rotamers), 22.5, 20.8 ppm; MS (ESI, positive mode)= m/z 747.19 [M+H]", 769.04 [M+Na]*, M
calcd for C37H4oNgOoS 746.27.

2-(N-(2-((((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)ethyl)-2-(2,4-dioxo-6-(2,4,6-trimethylphen-
ylsulfonamido)-3,4-dihydro-1,3,5-triazin-1(2H)-yl)acetamido)acetic acid (60). To a suspension
of compound 59 (580 mg, 0.78 mmol ) in DCM (11.5 mL) was added TFA (11.5 mL) at 0°C. The
mixture was stirred for 3 h at room temperature, concentrated and dried in vacuo. Trituration
with dry diethyl ether (10 mL) provided compound 60 (440 mg, 82 %) as an amorphous
powder; Rs (DCM/MeOH 9:1)= 0.52; *H-NMR (d°-acetone, 400 MHz): § (two rotamers) 7.87 (d,
J=7.2 Hz, 2H), 7.69 (d, J= 7.2 Hz, 2H), 7.41 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 7.33 (t, J= 7.4 Hz, 2H), 6.99 (s, 2H),
6.56 and 6.31 (rotamers, br t, 1H), 4.85 and 4.72 (rotamers, s, 2H), 4.25 and 4.34 (m, 3H), 3.93
and 4.28 (rotamers, s, 2H), 3.35 and 3.50 (rotamers, m, 2H), 3.05 and 3.25 (rotamers, m, 2H),
2.62 and 2.60 (rotamers, s, 6H), 2.24 and 2.25 (rotamers, s, 3H) ppm; 3C-NMR (CDCl5, 100
MHz): & (two rotamers) 173.70 and 173.23, 168.75 and 169.18 (rotamers), 159.10 and 159.53
(rotamers), 150.97, 150.33, 148.10, 146.92, 145.16, 143.92, 141.37, 138.50, 134.28, 130.32,
129.75, 127.92, 122.60, 68.82 and 68.92 (rotamers), 50.26, 50.05, 49.86, 45.69, 41.43, 24.71,
22.71 ppm; MS (ESI, negative mode)= m/z 688.94 [M-H], 1379.02 [2M-H], M calcd for
C33H34NgOoS 690.21.
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2. Spectrophotometric determination of the pK, of 12 [16]

The pK, of compound 12 was determined measuring its UV-Vis absorption at different pH
values, for which different buffer solutions were used. A 0.1 M mother buffer solution of
KH,PO4 was prepared in a volumetric flask by dissolving 2.7g of KH,PO4 in 200mL of Milli-Q
water. Twelve different pH solutions were prepared diluting the 0.1 M mother buffer solution
to 0.01 M and adjusting the pH with either a 0.01 M KOH solution (56 mg KOH in 100 mL Milli-
Q water) or a 0.01 M HCl solution (82.8 uL conc HCl in 100 mL) as required. A stock solution of
12 (in Milli-Q water) with a perfectly known concentration (0.5 mM) was prepared in a 100 mL
volumetric flask .

A 0.1 M NH; solution (120 ulL of concentrated aq NHs diluted with in Milli-Q water)and a 0.1 M
HCOOH solution (77 pL of HCOOH dissolved in Milli-Q water) were prepared as extreme pH
solutions to assess the wavelength at which ionizated and neutral species differ more in UV-Vis
absorption (A,na). For this purpose the UV-Vis absorption of 12 was recorded (320-200 nm
range) in both extreme pH solutions (pH=2.75 and 11.06), to conclude that A,,,= 285 nm. With
these experiments the absorption of protonated 12 (A;) and deprotonated 12 (Ay) at the
analytical wavelength (A,na) were also determined.

Analytical samples were prepared by diluting 200 pL of the stock Janus 12 solution (0.5 mM) in
800 pL of the KH,PO,4 buffer solutions, to reach a final 100 uM concentration of 12 of. UV-Vis
Spectra (between 320 and 200 nm) were performed for each sample and the data obtained
(Table E.5) were adjusted to ecuation (6) and graphically represented (Fig.E.6).

A-4, (6)

K =pH+lo
pPK, =D gA,—A

A is the absorbance at the chosen analytical wavelength (A,,.) and at given pH, Ay, is the absorbance of the neutral
species at the same wavelength, and A, is the absorbance of the charged species also at the analytical wavelength.

pH A pH A

2.75 0.74930 (A) 6.71 0.59186
5.09 0.72749 6.78 0.55634
5.55 0.61331 6.90 0.56461
5.97 0.70747 7.10 0.52456
6.30 0.66788 7.31 0.47605
6.49 0.63110 7.54 0.43341
6.60 0.62244 11.06 0.30175 (Am)

Table E.5. Values found and used to determine the pK, of 12. A is the average of two different measurements.
Adjusting the plotted data to a lineal regression, the intercept with the Y-axis corresponds to

the pK,. In this case, the obtained value was: pKajsec, 12= 7.07 * 0.02, with a r? (Pearson
product-moment correlation coefficient) = 0.995.
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8,0

y=-1,1721x+ 7,072
R?=0,99472
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log (A-Ay)/(A-A)

Fig.E.6. Determination of the pK, of compound 12.

3. Determination of the € Janus bases.

There is some information on the UV-Vis absorption of the three bases in the literature;
however, we weren’t able to find the € values of J;, Jp and Jw in the conditions that we
required. For this reason, we decided to determinate € values for the three bases at pH 5.5
and 7.0. The wavelenghts chosen were 230 nm, absorption maximum of ammelide, and 280
nm, absorption maximum of Js.

Two mother solutions of each base were prepared in a 25 mL volumetric flask of perfectly
known concentration (around 1 mM) in 10 mM AcONH, buffer. One of them was adjusted to
pH 5.5 and the other to pH 7.0. The absorbance of both buffer solutions (pH 5.50 and 7.00)
was recorded over the 200-300 nm range as a blank. Diluted solutions of the mother solution
of the analyte (between 10 uM and 100 uM approximately) were prepared using the
convenient buffers, and their UV-Vis absorption was measured within the same range as the
blank (200-300 nm).

With all the data in hand (Table E.6), a graphic absorbance vs [analyte] can be plotted (Figure
E.7). This graphic was a straight line where, using the Lambert-Beer law, the slope corresponds
to the molar extinction coefficient.
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¢ (uM)

10.1
19.0
38.0
63.3
82.3
101.0

¢ (uM)

8.64
16.2
32.4
54.0
70.2
86.4
108.0

pH=5.5

pH=5.5

A=230 nm
A ¢ (uM)
0 0
0.02439 7.94
0.09263 14.9
0.23407 29.79
0.40955 49.65
0.55194 64.55
0.6619 79.44
A=230 nm
A ¢ (uM)
0 0
0.03004 10.7
0.07707 20.1
0.15775 40.2
0.24722 67.0
0.33254 87.1
0.41984 107.0
0.51367 134.0

pH=7.0

pH=7.0

Compoud 12- J; model

A=280 nm
pH= 5.5

A c (uM) A c (uM)

0 0 0 0
0.06747 10.1 0.0964 7.94
0.10436 19.0 0.22115 14.9
0.22171 38.0 0.49245 29.79
0.34055 63.3 0.8356 49.65
0.42415 82.3 1.0722 64.55
0.54807 101.0 1.29322 79.44

Compoud 39- J, model
A=280 nm
pH= 5.5

A c (uM) A c (uM)

0 0 0 0
0.04443 8.64 0.0759 10.7
0.09661 16.2 0.16823 20.1
0.21029 324 0.33944 40.2
0.30203 54.0 0.54053 67.0
0.43355 70.2 0.71804 87.1
0.57109 86.4 0.88726 107.0
0.66496 108.0 1.082 134.0

pH=7.0

pH=7.0

A

0
0.10579
0.17047
0.34055
0.55288
0.69825
0.92121

A

0
0.1065
0.21421
0.48477
0.71553
0.92104
1.18463



¢ (uM)

2.17
8.69
16.3
32.6
54.3
70.6
86.9

¢ (uM)
0
20.7
41.5
69.2
89.9
111.0
138.0

pH=5.5

pH=5.5

A=230 nm

A

0
0.00798
0.01943
0.04663
0.10485
0.17379
0.22914
0.28178

A=230 nm

A

0
0.02071
0.07583
0.13552
0.18395
0.21893
0.30246

¢ (uM)
0
7.74
14.5
29.0
48.4
62.9
77.4

¢ (uM)
0
8.10
15.2
30.5
50.8
66.0
81.3
102.0

2,6-diamino-4(3H)-pyrimidone (Jp)

pH=7.0

A

0
0.02031
0.04765
0.09001
0.15721
0.19678
0.25373

¢ (uM)
0
2.17
8.69
16.3
32.6
54.3
70.6
86.9

pH=5.5

2-amino-1,3,5-triazine-4,6-dione (Jw)

pH=7.0

A

0
0.0232
0.04517
0.07555
0.12449
0.17138
0.19807
0.26534

c (kM)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

pH=5.5

A

0
0.01486
0.04217

0.0868
0.17653
0.28424
0.37726
0.46771

A

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

A =280 nm

A =280 nm

c (kM)

7.74
14.5
29.0
48.4
62.9
77.4

c (kM)
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

pH=7.0

pH=7.0

Table E.6. Absorbance values of the different models of Janus bases used to determine the € coefficients. A is the average of two measured values. ND= not determined.

A

0
0.03662
0.07539
0.15184
0.25111
0.31401
0.40632

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
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Compound 12, 230 nm, pH 5.5

Compound 12, 230 nm, pH 7.0

08 08 1
0,6 06 -
0,4 <0,4 -
<
02 y = 6851,6x - 0,0253 02 y = 6546,3x + 0,0117
o _ R'=099%65 R?=0,99757
0 T T T T T \
-0,9/E#00 2,E:05 4,805 6':2)5 8,605 1,604 1,604 0,E+00 2,605 4,605 6,605 8E05 1,EO04 1,E04
4
c(Mm)
Compound 12, 280 nm, pH 5.5 Compound 12, 280 nm, pH= 7.0
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! y =13099x - 0,0146 0,2 R? = 0,99794
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0 , ‘ ‘ , , : : . .
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c (M) c (M)
05 - Compound 393, 230 nm, pH 5.5 06 Compound 393, 230 nm, pH 7.0
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2] 02 y = 4995,1x - 0,008
01 y = 4648,4x - 0,0004 01 R* = 0,99854
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Compound 39a, 280 nm, pH 5.5 Compound 39a, 280 nm, pH 7.0
1,0 1,4
08 1,2
1,0
0,6 0,8
< <
04 06
= 0,4
02 y=9891,7x + 0,0048 y = 10572x - 0,003
R?*=0,99974 0,2 R = 0.9995
0,0 0,0 =4
0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04 0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,6-05 8,E-05 1,E-04 1,E-04
c(Mm) c (M)
Amelida, 230 nm, pH=5.5 Amelida, 230 nm, pH= 7.0
0,35 0,3
0,3 0,25
0,25 0,2
< 92 < 0,15
0,15
0,1 . =2529,3x + 0,0011
005 y = 2195,3x - 0,0092 0,05 y= o b 90661
o R? = 0,99509 0 -
0,E+00 5,E-05 1,E-04 2,E-04 0,E+00 2,E-05 4,E-05 6,E-05 8,E-05 1,E-04 1,E-04
c(M) c (M)
Figure E.7. Graphics plotted for the determination of the € coefficients of the synthesized Janus bases..
To sum up, the determined € values are:
E50(L-moltcm™) E30(L-moltecm™)
Janus base pH=5.50 pH=7.00 pH=5.50 pH=7.00
Jr 13099 + 202 11028 £ 204 6852 +178 6546 + 132
Jp 9892 +71 10572 £ 106 4648 + 56 4995 + 86
Jw 0 0 2195 + 89 2529 + 60

Table E.7. Determinated € values for J;, Jp and Jyy at 230 and 280 nm, and pH 5.50 and 7.00.

Using these values, the PNA’s € could be calculated assuming:

ePNA = E ni. glanus[

(7)
where n; is the number of Janus bases i present in the PNA and &), is its molar extinction coefficient.

Table E.8 lists the molar extiction coefficients of the synthesized PNAs.
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PNA Eona (M cm™) PNA Eona (M cm™)
3K 11028 3;GsJiK 22056
oK 10572 JwK 11028
JwK 2529° JwlK 11028
K 22056 JowK 10572
JoJoK 21144 JwloK 10572
JwwK 5058 JwlwK 11028
3:G3JK 22056 JedwlwltK 22056
3:GJK 22056 JodwwloK 21144

Table E.8. Molar extinction coefficients of the synthesized PNAs measured at 25°C, pH 7.0 and 280 nm. ° €
measured at 230 nm.

4. PNA synthesis and characterization

The detailed procedure used to synthesize the PNAs is described at the Materials and Methods
section. All PNAs were characterized by HPLC and mass spectrometry (MALDI-TOF or ESI), and
these data are summarized in Table E.9. Analytical HPLC of the crude and pure PNAs are shown
in Figure E.8.
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Table E.9. Characterization of the synthesized PNAs. Analytical HPLC (A: H,0 (0.045 % TFA), B: ACN (0.036 % TFA)), Jupiter C18 Proteo from Phenomenex, gradient from 0 to 30% of B in 30

min, 1 mL/min. MALDI-TOF MS in THAP matrix.

PNA Structure
H,N \(/N | NH, NH,
N >
NH o]
2 o]
HoN /\/NJJ\H NH2
o]
H,N _ _N_ _NH
H.N \r/N NH, 2 b | 2 NH,
| Ny
N NS
NH, o NH °9

o} o
H N NH,
HZN/\/N\)J\N . HN - > \)J\N

HZNY/N| NH, HZNY/N| NH, N,
N\ N\
NH, o) NH, o
e y o
LN JJ\N/\H/ \)J\N/\H/N\)J\N/\/N\)J\N NH,
H Ho Y H Hol

Yield

60%

20%

30%

Name

3K

J1G3):K

J1G4d7K

Calcd
Mass

424.2659

874.4746

931.4961

tr Found m/z

ESI (+)
424.84 [M+H]"
11.6 212.93 [(M+2H)/2]**
HR ESI (+)
425.2730 [M+H]"
ESI (+)

875.23 [M+H]"
438.23 [(M+2H)/2]*
HR ESI (+)
875.4913 [M+H]"
438.2442 [(M+2H)/2]>"
ESI (+)

932.26 [M+H]"
466.45 [(M+2H)/2]*
311.25 [(M+3H)/3]**
HR ESI (+)
932.5049 [M+H]"
466.7557 [(M+2H)/2]>"
311.5062 [(M+3H)/3]*"

15.8

15.5



J1GsJK

JrK

JoK

ESI (+)
495.22 [(M+H)/2]*

MALDI-TOF (+)

989.8 [M+H]"

HR ESI (+)
989.5222 [M+H]*
495.2660 [(M+2H)/2]*"
330.5143 [(M+3H)/3]*"
ESI (+)

704.08 [M+H]*
352.46 [(M+H)/2]*
235.18 [(M+H)/3]**
MALDI-TOF (+)

703.4103 16.6 704.6 [M+H]"
726.7 [M+Na]"
742.6 [M+K]"
HR ESI (+)
704.4155 [M+H]*
352.7128 [(M+2H)/2]*"

988.5176 15.5

ESI (+)
411.93 [M+H]"
HR ESI (+)
411.2411 [M+H]"

411.2343 6.4



ESI (+)
678.08 [M+H]*
339.54 [(M+2H)/2]**
HR ESI (+)
678.3536 [M+H]"
339.6813 [(M+2H)/2]*"

12.6

ESI (+)
6.5 413.83 [M+H]"

ESI (+)
10.8 682.06 [M+H]"

ESI (+)
13.3 693.12 [M+H]*
347.14 [(M+2H)/2]*



ESI(+)
43% JwdiK 692.36 12.4 693.02 [M+H]"

346.97 [(M+2H)/2]*

ESI (+)
961.30 [M+H]*
481.22 [(M+2H)/2)*
MALDI-TOF (+)

63% JwlrdwK 960.45 13.2
961.7 [M+H]*
983.7 [M+Na]"
999.7 [M+K]*
NH 7 j\ HN._N__NH, ESI (+)
2 HN N HN N T NH,
| 0N N 02N A NH NN 1240.41 [M+H]"
NH, o o o 0 NH, 60% JdwlwlK |~ 1238.63 16.1 620.49 [(M+2H)/2]*"
(@] (0] (0] (@]
N A AN I AN AN LA MALDI-TOF(++)
H H H H § 1241.0 [M+H]
NH, o)
NJ\NH HN N NH,
HNT Y0 O)\NJ\NHz ESI (+)
o 5 o 5 42% JodwK 679.33 11.8 680.08 [M+H]*
2+
N A N A N 340.62 [(M+2H)/2]
H H



ESI (+)
679.33 113 680.03 [M+H]"
340.59 [(M+2H)/2]%*

ESI (+)
1214.20 [M+H]"

1213.53 15.7 607.82 [(M+2H)/2]*
MALDI-TOF (+)
1214.4 [M+H]"



Figure E.8. HPLC profiles of crude and pure PNAs. Analytical HPLC (A: H,0 (0.045 % TFA), B: ACN (0.036 % TFA)), Jupiter C18 Proteo from Phenomenex, gradient from 0 to 30% of B
in 30 min, 1 mL/min. All chromatograms were recorded at 260 nm except for PNAs JyK and JyJwK, which were recorded at 220 nm.
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Experimental Section

EXPERIMENTAL SECTION: Chapter 2

1. Synthesis and characterization of oligonucleotide models

The synthesis of oligoribonucleotides G(CUG),4C, hCUG, F-hCUG, F,-hCUG and hCCUG was
carried out following the standard methodology explained at the Materials and Methods
section (Section 3.2). After chain assembly (DMT-ON) and reaction with ammonia, the RNA
crude was purified by reversed-phase HPLC at the semipreparative scale (A: H,O/TEAA or
AcONH,4 0.1M; B: ACN, Phenomenex Jupiter C18 column, 10 um, 250 x 10 mm, 3 mL/min,
linear gradient from 10 to 50 % of B in 30 min). The DMT-oligoribonucleotide was deprotected
by an acidic treatment and repurified using the same eluents (linear gradient from 0 to 40 % of
B in 30 min). Final compounds were quantified by UV spectroscopy and characterized and
analyzed by MS-MALDI-TOF (Table E.10.) and HPLC (TableE.11.), respectively.

‘RNA™™ and Hairpin Control were purchased from commercial sources, Sigma-Aldrich and IDT
(Integrated DNA Technologies), respectively. The RNA 34-mer IRES was synthesized in the
research group by Alejandro Trapote.

Calcd
Secuence Name Molecular Formula Mass found
mass
[M-HT
G(CUG),C G(CUG),C C152H183N4gO102P 4414.63 4415.3
r .
4 4 152111831N48VY1027 13 [M_ZH]Z,/Z
2207.0
[M-HT
rGG(CUG),CGCAAG(CUG),CC hCUG Cu06H261Ng20154P21 7024.25 2024.4
2E [M-HT
rGGCUGCU“ "GCGCAAG(CUG),CC F-hCUG Cu0sH260FNg20153P 21 7026.24 2023.9
2'F [M-HT'
rGG(CU“ G),CGCAAG(CUG),CC F,-hCUG Cy0sH259F2Ng,015,P51 | 7028.23 2025.8
[M-HT
8246.0
rGG(CCUG),CGCAAG(CCUG),CC hCCUG C244H309N920152P 25 8244.98 (M+K]
8284.2

Table.E.10. Mass spectrometric characterization of the synthesized RNAs.
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Table E.11. HPLC Traces of crude and purified RNAs (quantified by UV-Vis). Crude analysis conditions: A: H,O/TEAA or H,0/ NH4Ac 0.05 M; B: ACN, linear gradient from 10 to 50 % of B in 30
min; Purified analysis conditions: A: H,O/TEAA or H,0/ NH,4Ac 0.05 M; B: ACN, linear gradient from 0 to 40 % of B in 30 min .

RNA Crude Purified Yield
h {
1
| ‘\
G(CUG),C | ' \ 14%
Jf‘"n”kA_ _ ___F/‘h\_/; S “\
0 3 Ity 55 B 5 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ S—
min 0 5 10 15 20 25 30
min ,
tg=19.2 min
‘\
\
hCUG : li 26%
I
r T T T T T 1 J
’ ’ ° ® ° > i § I 5 5 5 5 %
- N mn
tg= 15.2 min
i
f |
|
i‘ H
i f
F-hCUG J\ | 25%
|
N I |
| ~ \
J’ A o 7'/_}/ \7 - J \\\‘ L -
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2. Biophysical Assays
2.1.Thermal denaturation experiments monitored by UV spectroscopy
2.1.1. 14-mer G(CUG),C target

Thermal denaturation experiments were carried out in a high ionic strength buffer made up of
sodium cacodylate (10 mM), NaCl (100 mM) and Na,EDTA (0.1 mM), pH 7.0. The experimental
procedure is explained at the Materials and Methods section (Section 4.1). Absorbance
changes were monitored at 260 nm, and the temperature gradient was 0.5°C/min, both upon
heating (which provides a "melting T,," and upon cooling down "annealing T,,") the sample.
The inflection point of the sigmoid was considered the T,,. Data are summarized in Table E.12,,
and two examples of melting curves are plotted in Figure 2.6 in Chapter 2.

Determined T, values for G(CUG),C and G(CUG),C-ligand complexes
T (G(CUG),C)=51.11£0.8

Compound 12

Equivalents Melting T (°C) Annealing T, (°C) | T, average = SD AT,
leq 50.3 - 50.9 52.6 51.3+1.2 0.2
2 eq 49.7 - 50.1 52.8 50.9+1.7 -0.2
3eq 50.4 50.6 52.4 41.9 48.8 4.7 -2.3
4eq 52.8 50.6 40.3 - 479+6.7 -3.2

J:K
leq 49.4 - 50.2 48.1 492+1.1 -1.9
2 eq 49.4 - 49.6 - 49.5+ 0.1 -1.6
3eq 50.5 - 49.2 - 499+0.9 -1.2
4 eq 46.7 - 53.3 54.8 51.6+4.3 0.5
J:G4d:K
leq 44.7 53.7 50.8 53.8 50.8+4.3 -0.3
2 eq 52.3 - 54.2 - 53313 2.2

Tabla E.12. Determined T,, values of 14-mer G(CUG),C in the presence of compound 12, and ligands J;K and
J1G4J7K. SD= standard deviation.

2.1.2. hCUG in high ionic strength buffer
The melting curves of hCUG were first recorded in the same conditions described above (2.1.1)

adjusting the pH to the required value (5.5 or 7.0).
In melting curves with only one transition (annealings), the inflection point of the sigmoid was
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considered the T, value, whereas in curves with two transitions (meltings), the derivative
method was employed and T,, was the temperature corresponding to the maximum of the first
derivate. Data are summarized in Tables E.13. (hCUG), E.14. (hCUG with J; ligands) and E.15.
(hCUG with ligands containing Jy). Since none of them can be strictly considered the actual T,
value, they are referred to as "pseudo T,," in the tables.

2-mer hCUG T, (°C)
pH 5.50 70.2+£0.6 °C

pH 7.00 69.8+1.2°C

Tabla E.13. hCUG T,, values in 10mM sodium cacodylate buffer with 100
mM NaCl and 0.1 mM EDTA at different pHs. .
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Table E.14. PseudoT, values of hCUG in the presence of the corresponding ligand, number of equivalents of ligand and pH. The values are the average of a minimum of two curves. cjigo= 2

UM. ND= not determined

Ligand

12

3K

J1Gad7K

Ligand

12

3K

J1G4d7K

PseudoT,, values for hCUG in the presence of J; ligands. AT, values are indicated inside parenthesis

First transition

leq 2eq

ND 23.7+0.4

ND 33.6+0.6
32.6+0.1 ND

First transition

leq 2eq
37.5+0.1 36.7+£0.0
68.7£0.9 35.9+0.0
36.8+0.0 ND

pH 5.50
Melting T, (°C)
Second transition

Annealing T, (°C)

4 eq leq 2eq 4 eq
68.6 0.8 72.8%0.5
359+0.1 ND
(-1.6) (+2.6)
70.6+0.1
ND ND ND
(+0.4)
69.5+0.8
ND ND ND
(-0.7)
pH 7.00

Melting T, (°C)

4 eq leq
71.1+0.4
34.7%0.6
(+1.3)
709+0.1
ND
(+1.1)
72.2+0.0
ND
(+2.4)

Second transition

2eq

73.3+0.2
(+3.5)

72.3+0.0
(+2.5)

ND

4 eq

71.8+0.6
(+2.0)

ND

ND

leq 2eq 4 eq
71.3%0.2 74.0+0.4
ND
(+1.1) (+3.8)
71.7+0.4
ND ND
(+1.5)
71.9+0.1
ND ND
(+1.7)

leq

71.8+0.3
(+2.0)

71.5+0.0
(+1.7)

69.8+1.0
(+0.0)

Annealing T, (°C)

2eq

69.1+0.7
(-0.7)

68.0+0.3
(-1.8)

ND

4 eq

71.7+1.0
(+1.9)

ND

ND



Tabla E.15. PseudoT,, values of hCUG in the presence of the corresponding ligand, number of equivalents of ligand and pH. The values are the average of a minimum of two curves. cjigo= 2
UM. ND= not determined.

PseudoT,, values for hCUG in the presence of Jy, ligands. AT, values are indicated inside parenthesis
pH 5.50

Melting T,, (°C
gTm (°C) Annealing T, (°C)

First transition

Second transition

Ligand leq 2eq 4 eq leq 2eq 4 eq leq 2eq 4 eq
72.7£0.6 71.8+0.5
JwK ND ND 33.8+4.8 ND ND ND ND
(+2.5) (+1.6)
71.7+0.8 72.0x1.2 71.60.9 72216
JrdwK ND ND ND ND ND
(+1.5) (+1.8) (+1.4) (+2.0)
724+1.1 71.8+0.8 72.2+1.0 72.1£0.5
JwdtK ND ND ND ND ND
(+2.2) (+1.6) (+2.0) (+1.9)
72.7£0.6 71.4+2.4 72.0x0.4 72.0x0.6
JwdrwK 33.0x2.9 31.2+54 ND ND ND
(+2.5) (+1.2) (+1.8) (+1.8)
JdwdwlK ND ND ND 716207 ND ND 7162039 ND
twlwlr (+1.4) (+1.4)



Tabla E.15. (Continuation)

Ligand

JwK

JwK

JwlK

JwdrdwK

JrdwlwdiK

leq

ND

ND

ND

353+0.0

ND

First transition

2eq

ND

ND

ND

36.9+2.2

ND

pH 7.00

Melting T, (°C)

4 eq

35.0+0.0

ND

ND

ND

leq

ND

71.9+0.9
(+2.1)
72.0+0.9
(+2.2)
73.1+0.0
(+3.3)
72.3+0.8
(+2.5)

Second transition

2eq 4 eq
71.6 0.0
ND
(+1.8)
72013
ND
(+2.2)
73.0x13
ND
(+3.2)
72.4£0.0
ND
(+2.6)
ND ND

leq

ND

72.1+0.6
(+2.3)
71.9+0.7
(+2.1)
72.7+1.5
(+2.9)
72.1+0.4
(+2.3)

Annealing T, (°C)

2eq

ND

71.9+0.1
(+2.1)

73.5+1.5
(+3.7)

72.7 +1.7
(+2.9)

ND

4 eq

69.1+0.1
(-0.7)

ND

ND

ND

ND
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2.1.3. hCUG in low ionic strength buffer

Thermal denaturation experiments of hCUG were also carried out using a low ionic strength
buffer made up of sodium phosphates (Na,HPO,/NaH,PO;, 10 mM) at pH 7.0. The
experimental procedure is explained at the Materials and Methods section (Section 4.1).
Absorbance changes were monitored at 260 nm, and the temperature gradient was 0.5°C/min.
The median method was employed to determine T, values. Data are summarized in Table
E.16.

T, values for hCUG-ligand complexes

Tm(hCUG,pH 7.00)= 63.2 + 0.2°C

leq 2eq 4 eq
Ligand
Tm (°C) AT(°C) Tm (°C) AT(°C) Tm (°C) AT.(°C)
12 62.7+0.8 -0.5 63.2+0.1 0.0 63.1+0.4 -0.1
JK 62.9+0.6 -0.3 63.0+0.1 -0.2 - -
JG3):K 62.8+0.1 -0.5 - - - -
J1GyJK 63.2+0.3 0.0 - - - -
J1GsJ:K 63.6 £0.2 +0.4 - - - -
JwK 63.2 £0.0 0.0 62.9+0.7 -0.3 62.4+0.4 -0.8
JrdwK 62.9 £0.5 -0.3 62.9+0.9 -0.3 62.8+1.0 -04

Tabla E2.16. T, values of target hCUG in the presence of different ligands at pH 7.0.

2.1.4. Fluorinated hCUG

The melting curves of F-hCUG and F,-hCUG (40 uM) were recorded in the same conditions
described above (2.1.3). Data are summarized in Tables E.17.

F-hCUG F,-hCUG
T.(°C)
" 62.7+0.1°C 63.6+0.1 °C

Table E.17. T,, values of the fluorinated hCUG at c= 40 uM at pH 7.0.
2.1.5. hCCUG

Melting curves with hCCUG were carried out in a low ionic strength buffer of sodium
phosphates (Na,HPO4;/NaH,P0,) (10 mM) at pH 5.5 and 7.0. The experimental procedure is
explained in Materials and Methods (Section 4.1). Measurements were done at 260 nm with a
temperature gradient of 0.5°C/min. Median method was employed to determine T,, value.
Data are resumed in Table E.18.
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T, values for hCCUG-ligand complexes. AT,, values are indicated inside parenthesis

Tm (hCCUG, pH 5.50)=74.2 + 0.4 °C
Tm (hCCUG, pH 7.00)= 68.4 + 0.8 °C

T (AT,) °C
pH 5.50 pH 7.00
Ligand
leq 2eq 4 eq leq 2eq 4 eq
679045  67.8+0.2 67.9+0.0
JpK ND ND ND
(-0.5) (-0.6) (-0.5)
68.0+0.3 68.0+0.4
JpdpK ND ND ND ND
(-0.4) (-0.4)
743+0.8 73.8+x0.4 73.5+0.4
JK ND ND ND
(+0.1) (-0.4) (-0.7)
74.2+0.1 73.7+1.2 68.5+1.1 68.9+0.6
JK ND ND
(0.0) (-0.5) (+0.1) (+0.5)

Tabla E.18. Determined T, values of hCCUG in the presence of the corresponding ligand, number of equivalents of
ligand and pH. Values are the average of a minimum of two experiments. cyjigo= 2 UM. ND= not determined.

2.2.Circular dichroism experiments
2.2.1. 14-mer G(CUG),C

Circular dichroism (CD) spectra were recorded as explained at the Materials and Methods
section (Section 4.2). In this case high ionic strength conditions were used: sodium cacodylate
(10 mM) buffer with NaCl (100 mM) and Na,EDTA (0.1 mM) at pH 7.0. The RNA concentration
was 2 UM. Molar ellipticity was plotted against wavelength (Figure E.9). Usually, a smoothing
process was required.

2.2.2. hCUG in high ionic strength buffer

The buffer used was the same as above (2.2.1), adjusting the pH to either 5.5 or 7.0. The RNA
concentration was 2 uM. Results are assembled in Figures E.10 and E.11.
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2.2.3. hCUG in low ionic strength

Experimental Section

CD measurements were recorded as explained in Materials and Methods (Section 4.2). In this
case, low ionic strength conditions were used: 10 mM phosphate buffer (Na,HPO4/NaH,P0O,) at
pH 7.0. The RNA concentration used was 2 uM. Results are assembled in Figure E.12.
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2.2.4. hCCUG

The experiments were carried out in the same conditions described above (2.2.3) adjusting the

pH to either 5.5 or 7.0. Results are assembled in Figure E.13.
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2.3.Isothermal titration calorimetry (ITC)

An ITC experiment provides all the thermodynamic parameters of a ligand-target interaction.
The area of the obtained peaks correlates with the binding enthalpy. By adjusting the curve
from the peak areas to a binding model equation, stoichiometry and binding constant values
can be also determined. Finally, if the binding constant is converted to a AG value, the entropy
variation of the interaction event can also be disclosed.

2.3.1. hCUG in high ionic strength buffer

ITC Assays were performed using 10 mM sodium cacodylate buffer with NaCl (100 mM) and
Na,EDTA (0.1 mM) at pH 7.0. The temperature was set up at 25 °C and stirring was constant at
250 rpm. Many attempts were made to find good conditions to carry out the experiments. In
these assays different RNA concentrations were used (1 uM, 5 uM and 10uM), and it was
observed that 10 uM was enough to obtain perceptible heats. Different ligand concentrations
were also tested (100 uM, 200 uM, 400 uM and 500 uM), the higher concentrations providing
best results. Some of the experiments using the synthesized ligands are shown, and also
experiments with neomicine and Ac-Lys-CONH,. All of them were adjusted to an Independent
model which resulted in the best fit (Table E.19, Figures E.14 and E.15).

Thermodynamic

parameter Neomicine Ac-Lys-NH, 12 J:K
Kq (kM) 3.2+0.2 128.0+16.3
n 4.33 +0.05 0.37+0.81
AH (KJ/mol) -39.0+0.7 No heat No heat -217.1+56.4
AS (J/mol-K) -25.5 detected detected -653.7 + 346.3
-T- AS (KJ/mol) 7.6 194.9 +103.2
AG (KJ/mol) 31.4 222
Thermodynamic Ik Ik JudK JuduK
parameter
Kq (kM) 174.6 +31.6 265.9+118.0
n 2.14+1.48 2.13+1.43
AH (KJ/mol) No heat -54.2 +30.4 -60.3 +38.8 No heat
AS (J/mol-K) detected -109.9 -133.7 detected
-T- AS (KJ/mol) 32.8 39.9
AG (KJ/mol) 21.4 -20.4

Tabla E.19. Thermodynamic parameters of the interaction between hCUG (10 uM) and neomicine (500uM), Ac-Lys-
NH, (500uM), compound 12 (800 pM), J:K (500 uM), JwK (500 LM), JdwK (500 uM), JudK (200 pM) and JywldwK
(200 pM). 10 mM sodium cacodylate buffer with NaCl (100 mM) and Na,EDTA (0.1 mM) at pH 7.0 and 25°C. Values
are the average of two experiments.
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Figure E.15. ITC Experiments with hCUG and JyK (500 uM, top left), JiJwK (500 uM, top right), JwltK (200 uM,
bottom left) and JydrJwK (200 UM, bottom right).

2.3.2. hCUG in low ionic strength

ITC Assays were performed using 10 mM sodium phosphate generally at pH 7.0 (pH 5.50 and
8.0 were used in one pH dependence study). Temperature was set up at 25 °C and stirring was
constant at 250 rpm. The RNA concentration was always 10 uM, and ligand concentration
depended on the stoichiometry of the complex. In the case of monomeric ligands a 500 uM
was used, whereas for dimeric ligands 250 uM was enough to obtain adjustable heats and
good slopes. In figures E.16 - E.18 some of the experiments are shown. All of them were
adjusted to an Independent model which resulted in the best fit. Values of thermodynamic
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parameters, which are the average of a minimum of two experiments, are shown in Chapter 2.
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Figure E.17. ITC experiments with hCUG and J;GsJ;K (250 uM, top left) and J;K pH 5.50 (500 uM, top right), JsK pH
7.0 (500 uM, bottom left), J;K pH 8.0 (500 uM, bottom right).
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Figure E.18. ITC Experiments with hCUG and JyK (500 uM, top left), JywK (500 uM, top right), JdwK (500 uM,
middle left), JwJ{K (500 uM, middle right), JwJrwK (500 uM, bottom left) and JdwdwdK (250 uM, bottom right).
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2.3.3. hCCUG

ITC Assays were performed using 10 mM sodium phosphate, generally at pH 7.0, but pH 5.50
was employed for ligands containing J; Janus base. The temperature was set up at 25 °C and
stirring was constant at 250 rpm. The RNA concentration was always 10 uM, and ligand
concentration 500 uM. In figure E.19 some of the experiments using synthesized ligands are
shown, all of them were adjusted to an Independent Model which resulted in the best fit.
Values of thermodynamic parameters, which are the average of a minimum of two

experiments, are shown in Chapter 2.
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Figure E.19. ITC Experiments with hCCUG and JpK (500 uM, top left), JpJpK (500 uM, top right), JsK pH 5.5 (500 uM,
middle left), J;K pH 7.0 (500 uM, middle right), J;J{K pH 5.5 (500 uM, bottom left) and JJK pH= 7.0 (500 uM,
bottom right).

2.3.4. Selectivity experiments

ITC Experiments were performed with the best ligands and different control RNA models in
order to quantify their selectivity for DM RNA models. Assays were performed using 10 mM
sodium phosphate buffer at pH 7.0. The temperature was set up at 25 °C and stirring was
constant at 250 rpm. The RNA concentration was always 10 uM, and ligand concentration
ranged between 250-500 uM. In figures E.20 and E.21 the results of these experiments are
shown. All of them were adjusted to an Independent Model. Selectivity values are shown in
Chapter 2 (section 6).
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2.4.NMR Experiments
2.4.1. “F-NMR

YF-NMR experiments were carried out following the procedure explained at the Materials and
Methods section (section 4.4). Herein are spectra not shown in Chapter 2.
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Figure E.22. YE_NMR Titration of hCUG with compound 12. 10 mM phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1), 25°C.
Reference: trifluorotoluene.
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Figure E.23. SE_NMR Titration of hCUG with J1G4)1K. 10 mM phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1), 25°C. Reference:
trifluorotoluene.
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2.4.2. 'H-NMR

'H-NMR experiments were carried out following the protocol explained at the Materials and
Methods section (section 4.4) in collaboration with the group “Nucleic Acids NMR” from the
Instituto de Quimica Fisica Rocasolano del CSIC (Madrid). Herein are all spectra not shown in
Chapter 2.

T=45°C
T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 ppm
T=35°C
\ \ \ \ \ \ \
13 12 11 10 9 8 ppm
T=25°C
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Figure E.24. NMR Melting experiments of hCUG: NMR spectra of isolated hCUG at different temperatures. Cycyg =
100 uM. 10 mM phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1) and pH 7.0.
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Figure E.25. NOESY Spectrum of isolated hCUG. cpcyg = 200 uM. 10 mM phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1), pH 7.0
and 5°C, mixing time = 250 ms.
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Figure E.26. NMR Titration experiments compound 12 to hCUG, from 1:10 to 1:20 hCUG-12 ratio. Cpcyg= 10 uM. 10
mM phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1), pH 7.0 and 5°C (except for top spectrum which was recorded at pH 6).
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Figure E.27. "H-NMR Titration experiments J;G4JtK to hCUG (down) (1:2 hCUG-J;G4J:K ratio, top), chcug = 100 uM.
10 mM phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1) at pH 7.0, 5°C.
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Figure E.28. NMR Melting experiments of the 1:4 hCUG-12 complex. NMR Spectra of isolated hCUG (black) and the

1:4 hCUG-12 complex (violet) are shown at different temperatures. c,cyg= 100 uM. 10 mM phosphate buffer,
H,0/D,0 (9:1) and pH 7.0.
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Figure E.31. NOESY Spectrum of the 1:1 hCUG-J;G4J)tK complex at 250 ms mixing time. cpcyg= 200 uM. 10 mM
phosphate buffer, H,0/D,0 (9:1), pH 7.0 and 5°C.

2.5.Stoichiometry determination by ESI MS

To determine the stoichiometry of the complex mass spectrometry was employed. The
experimental procedure is described at the Materials and Methods section (section 4.5). All the
spectra obtained are shown one after the other (Figure E.32-E.36). Calculated and found m/z values
are summarized in Tables E.20- E.24.
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Figure E.33. ESI MS Spectrum of hCUG- J;G4J1K complexes. Negative mode.

Figure E.32. ESI MS spectrum of hCUG-J;K complexes. Negative mode

m/z
m/z
z hCUG hCUG - J;K 1:1 hCUG - J;K 1:2 z e NEYE= ekl £
Calcd E Calcd E

Calcd Exp Calcd Exp Calcd Exp alc ali alc i

1755.05 - 1860.80 = 1861.18 @ 1967.12 - 4 1755.05 1754.98 1989.12 .
1403.84 1403.71 1488.44 1488.57 1573.49 1573.61 > 1403.84 1403.81 1591.50 1590.24

6 1169.70 1169.57 1326.41 -

1169.70 1169.58 @ 1240.20 1240.31 1311.08 1311.24

Table E.21. Mass/charge values calculated and obtained for the complex hCUG-
1002.45 - 1062.88 1063.10 1123.63 1123.81 1:G4)K.
8 877.02 876.96 929.90 930.14 983.05 -

N o o b~

Table E.20. Mass/charge values calculated and obtained for the complex hCUG-J;K.
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Figure E.34. ESI MS Spectrum of hCUG-JiJydwltK complexes. Negative mode.
Figure E.35. ESI MS Spectrum of hCCUG-JpJpK complexes. Negative mode.

m/z
m/z

z hCUG hCUG - JiwlwliK 1:1

z hCCUG hCCUG - JpJpK 1:1 hCCUG - JpJpK 1:2

Calcd Exp Calcd Exp
Calcd Exp Calcd Exp Calcd Exp

4 1755.05 1759.05 2064.88 -

5 1649.23 1647.93 1784.70 1783.49 1920.17 -
5 1403.84 1403.84 1651.70 -

6 1374.53 1373.06 1487.42 1486.16 1600.31 1599.30
6 1169.70 - 1376.25 -

Table E.23. Mass/charge values calculated and obtained for the complex hCUG-JpJpK.
7 1002.45 - 1179.50 1179.11

Table E.22. Mass/charge values calculated and obtained for complex hCUG- JpJywJwd-K.
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Figure E.36. ESI MS Spectrum of hCCUG-JpJuwlwlpK complexes. Negative mode.

m/z
z hCUG hCUG - JpJwlwdpK 1:1
Calcd Exp Calcd Exp
5 1647.22 1647.68 1890.53 1890.65
6 1372.51 1372.89 1575.27 -
Table E.24. Mass/charge values calculated and obtained for the complex hCCUG-
JodwdwloK.
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