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ES 2668 619 T3

DESCRIPCION
Compuestos que se dirigen a ARN y procedimientos para prepararlos y usarlos
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a procedimientos y materiales para identificar sistematicamente
interacciones de ARN-ligando, y méas particularmente, a procedimientos y materiales que se pueden usar para
identificar moléculas pequefias que se dirigen a motivos de ARN particulares.

[0002] La presente solicitud cita una serie de referencias, algunas de las cuales o todas se citan con un
ndmero entre corchetes. Las referencias asi citadas se listan en una seccién titulada “Referencias” inmediatamente
antes de las reivindicaciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] El ARN forma estructuras terciarias complejas que imparten diversas funciones [1, 2]. Por ejemplo, el
ARN cataliza reacciones [3], regula la expresion de genes [4, 5], codifica proteinas, y desempefia otras funciones
esenciales en bhiologia. Por lo tanto, el ARN es una diana interesante e importante para desarrollar farmacos o
sondas de funcién [6, 7]. Es una diana muy infrautilizada, sin embargo, debido a la informacion limitada disponible
sobre las interacciones de ligandos del ARN que podrian facilitar el disefio racional.

[0004] Una ventaja de usar el ARN como diana del farmaco es que la informacion de la estructura
secundaria, que incluye los motivos que comprenden un ARN, se puede obtener facilmente de la secuencia por
minimizacion de la energia libre [8, 9] o comparacion filogénica [10]. Las estructuras terciaras del ARN son
compuestos de los motivos estructurales secundarios y los contactos a larga distancia que forman entre ellos.
Ademas, los motivos de ARN pueden tener propiedades similares tanto como sistemas aislados y como partes de
ARN mayores. Por ejemplo, los antibiéticos aminoglucdsidos afectan a la estructura del sitio de rARN A bacteriano
de forma similar cuando se unen al ribosoma entero o un oligonucleétido que imita el sitio de rARN A bacteriano [11-
16]. Los estudios sobre la unién de dimeros de aminoglucésidos y estreptamina a horquillas de ARN [17-20] han
facilitado el desarrollo de compuestos para combatir la resistencia a multiples farmacos produciendo incompatibilidad
de plasmido [19, 20]. Estos resultados muestran que la identificacion de los motivos de ARN que se unen a
moléculas pequefias puede ser (til para dirigirse a los ARN mayores que los contienen.

[0005] Sin embargo, puesto que el ARN puede adoptar diversas estructuras, por ejemplo, bucles internos y
de horquilla, ha sido dificil la comprension de cdmo dirigirse al ARN con moléculas pequefias y otros ligandos.

[0006] Los procedimientos ilustrativos para estudiar e identificar interacciones de ligandos de ARN incluyen la
evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento exponencial ("SELEX") [21, 22], relaciones de estructura-
actividad ("SAR") por espectrometria de masas ("MS") [23-26] y RMN [27], y micromatrices quimicas [28-30]. Estos
procedimientos hibridan espacio de ARN (SELEX) o espacio quimico (SAR por MS y RMN y micromatrices
guimicas) por separado. Sin embargo, estos procedimientos no permiten un estudio sistematico de las interacciones
de ARN-ligando.

[0007] Mas recientemente, se ha desarrollado un procedimiento para identificar sistematicamente
interacciones de ARN-ligando. El procedimiento se describe, por ejemplo, en, Disney et al., "Using Selection to
Identify and Chemical Microarray to Study the RNA Internal Loops Recognized by 6-N-Acylated Kanamycin A"
ChemBioChem, 8:649-656 (2007); Childs-Disney y col., "A Small Molecule Microarray Platform to Select RNA
Internal Loop-Ligand Interactions.," ACS Chem Biol., 2(11):745-754 (2007) (y en la informacién de apoyo asociada
(disponible en internet en http://pubs.acs.org/subscribe/journals/acbcct/suppinfo/cb700174r/cb700174r-File003.pdf));
Solicitud de patente de EE. UU. N° US 2008/0188377 Al y publicaciéon PCT N° WO 2008/066873 A2.

[0008] Aunque los procedimientos mencionados antes identifican las interacciones de ARN-ligando, sigue
habiendo la necesidad de compuestos y procedimientos y materiales asociados que exploten dichas interacciones
de ARN-ligando, y la presente invencioén se dirige, en parte, a abordar esta necesidad.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0009] La presente invencion se refiere a las realizaciones como se caracterizan en las reivindicaciones.
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[0010] La presente solicitud describe un compuesto que se dirige a ARN que tiene la férmula:

Q! Q1

| - o

5

en donde j es un namero entero de 1 a 100; cada i es igual o diferente y es cero o un ndmero entero de 1 a 100;
cada Z! representa el mismo o diferente resto conector; cada R* es igual o diferente y representa un grupo alquilo o
un grupo arilo; cada Q! representa el mismo o diferente ligando de uniéon a ARN; Q? es un grupo alquilo; Q3 es un
halégeno, un grupo alquilo, un grupo arilo 0 una amina.

10
[0011] La presente invencion, como se caracteriza en las reivindicaciones, se refiere a un compuesto que se
dirige a ARN, que comprende una cadena principal de polimero y dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes, en
donde dichos dos 0 mas ligandos de unién a ARN colgantes estan unidos a dicha cadena principal de polimero.

15 BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0012] Las figuras 1A-1G son formulas estructurales de ligandos de unién a ARN que se pueden usar en los
compuestos de la presente invencion.

20 Las figuras 2 y 3A son esquemas de reaccion para hacer cadenas principales peptoides que se pueden usar en la
preparacion de diferentes compuestos de la presente invencion.

La figura 3A es un esquema de reaccion para hacer cadenas principales peptoides que se pueden usar para
preparar diferentes compuestos de la presente invencion.

25
La figura 3B es un esquema de reaccion para hacer un compuesto de la presente invencion.

La figura 4 es una gréafica que muestra el efecto de diferentes oligonucleétidos en la fluorescencia de un ligando de
unién a ARN marcado con fluorescencia, que se pueden usar en los compuestos de la presente invencion.

30
La figura 5 es un esquema que ilustra una estrategia para usar compuestos de la presente invencién para inhibir las
interacciones de muscleblind-CUGH.

La figura 6A es un esquema de reaccidon que muestra férmulas estructuras de ligandos que se unen a ARN que se

35 pueden usar para preparar los compuestos de la presente invencion, y una forma de convertir uno en el otro. La
figura 6B es un esquema de reaccion para hacer cadenas principales peptoides que se pueden usar en la
preparacion de diferentes compuestos de la presente invencion.

La figura 6C es una formula estructural de varios compuestos de la presente invencion.
40
Las figuras 7A, 7B y 7E son esquemas de reaccion que muestran férmulas estructurales de diferentes ligandos de
unién a ARN que se pueden usar en la preparacién de compuestos de la presente invencion y formas de convertir
uno en otro. La figura 7C es un esquema de reaccion para hacer cadenas principales peptoides que se pueden usar
en la preparacion de diferentes compuestos de la presente invencion. La figura 7D y 7F son férmulas estructurales
45 de varios compuestos de la presente invencién.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0013] Como se usa en la presente memoria, “alquilo” se entiende que incluye alquilos lineales, alquilos
ramificados y cicloalquilos, cada uno de los cuales puede estar sustituido o no sustituido. “Alquilo” también se
entiende que incluye alquilos lineales inferiores (p. €j., alquilos lineales C1-C6), tales como metilo, etilo, n-propilo, n-
butilo, n-pentilo y n-hexilo; alquilos ramificados inferiores (p. ej., alquilos ramificados C3-C8), tales como isopropilo, t-
butilo, 1-metilpropilo, 2-metilpropilo, 1-metilbutilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 1,2-dimetilpropilo, 1,1-dimetilpropilo, 2,2-
dimetilpropilo, 1-metilpentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 1,1-dimetilbutilo, 1,2-dimetilbutilo, 1,3-
dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo, 3,3-dimetilbutilo, 1-etilbutilo, 2-etilbutilo, 2-metil-2-etilpropilo, 2-metil-
1-etilpropilo, y similares; y cicloalquilos inferiores (p. €j., cicloalquilos C3-C8), tales como ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo, y similares. "Alquilo”, como se usa en la presente invencién, se entiende que incluye alquilos
no sustituidos, tales como los expuestos antes, en los que no estan presentes atomos distintos de carbono e
hidrégeno. "Alquilo”, como se usa en la presente memoria, se entiende que incluye también alquilos sustituidos. Los
sustituyentes adecuados incluyen grupos arilo sustituidos o no sustituidos (tal como donde alquilo es un grupo
bencilo u otro grupo metilo sustituido con arilo), anillos heterociclicos (saturados o insaturados y opcionalmente
sustituidos), grupos alcoxi (que se entiende que incluyen grupos ariloxi (p. €j., grupos fenoxi)), grupos amina (p. €j.,
no sustituidos, monosustituidos o disustituidos con, por ejemplo, grupos arilo o alquilo), guanidina y grupos
guanidinio (opcionalmente sustituidos con, por ejemplo, uno o mas grupos alquilo o arilo), derivados de acido
carboxilico (p. €j., ésteres, amidas de acidos carboxilicos, etc.), &tomos de halégeno (p. €j., Cl, Bry 1), y similares.
Ademas, los grupos alquilo que llevan uno 0 mas sustituyentes alquenilo o alquinilo (p. €j., un grupo metilo él mismo
sustituido con un grupo prop-1-en-1-ilo para producir un sustituyente but-2-en-1-ilo) se entiende que estan incluidos
en el significado de “alquilo”. Otros sustituyentes adecuados incluyen grupos hidroxi y grupos hidroxi protegidos (p.
€j., un grupo aciloxi, tal como un grupo acetoxi; un grupo éter de sililo, tal como grupo éter de trimetilsililo (“TMS") y
un grupo éter de terc-butildimetilsililo ("TBS")).

[0014] Como se usa en la presente invencion, “alquileno” se refiere a un grupo alquilo bivalente, donde el
alquilo tiene el significado dado antes. Los alquilenos lineales, ramificados y ciclicos, asi como ejemplos de los
mismos, se definen de igual manera con referencia a su correspondiente grupo alquilo. Los ejemplos de alquilenos
incluyen et-1,1-diilo (es decir, -CH(CHz3)-), et-1,2-diilo (es decir, -CH2CHz2-), prop-1,1-diilo es decir, -CH(CH2CHs)-),
prop-1,2-diilo (es decir, -CH2-CH(CH?3)-), prop-1,3-diilo (es decir, -CH2CH2CH2-), prop-2,2-diilo (p. ej. -C(CHa)2-),
cicloprop-1,1-diilo, cicloprop-1,2-diilo, ciclopent-1,1-diilo, ciclopent-1,2-diilo, ciclopent-1,3-diilo, ciclohex-1,1-diilo,
ciclohex-1,2-diilo, ciclohex-1,3-diilo, ciclohex-1,4-diilo, but-2-en-1,1-diilo, ciclohex-1,3-diilo, but-2-en-1,4-diilo, but-2-
en-1,2-diilo, but-2-en-1,3-diilo, but-2-en-2,3-diilo. También estan incluidos en el significado del término “alquileno”
compuestos que tienen la férmula -R’-R"-, donde -R’ representa un grupo alquilo lineal o ramificado y R"- representa
un grupo cicloalquilo.

[0015] Como se usa en la presente invencion, “alcoxi” se entiende que incluye grupos que tienen la férmula
-O-R, donde R es un grupo alquilo o arilo. Incluyen metoxi, etoxi, propoxi, fenoxi, 4-metilfenoxi, y similares.

[0016] Como se usa en la presente invencion, "arilo" se entiende que incluye anillos aromaticos, por ejemplo,
anillos aromaticos que tienen de 4 a 12 miembros, tales como anillos de fenilo. Estos anillos aromaticos pueden
contener opcionalmente uno o mas heteroatomos (p. €j., uno o mas de N, Oy S), y, por lo tanto, “arilo”, como se usa
en la presente invencién, se entiende que incluye restos heteroarilo, tales como anillos de piridilo, anillos de
pirimidinilo y anillos de furanilo. Los anillos aromaticos pueden estar opcionalmente sustituidos. “Arilo” también se
entiende que incluye anillos aroméaticos a los que estan condensados uno o mas de otros anillos de arilo o anillos no
arilo. Por ejemplo, los grupos naftilo, grupos isoindol y grupos 5,6,7,8-tetrahidro-2-naftilo (cada uno de los cuales
puede estar opcionalmente sustituido) son grupos arilo para los fines de la presente solicitud. Como se ha indicado
antes, los anillos de arilo pueden estar opcionalmente sustituidos. Los sustituyentes adecuados incluyen grupo
alquilo (que pueden estar opcionalmente sustituidos), otros grupos arilo (que pueden estar ellos mismos sustituidos),
anillos heterociclicos (saturados o insaturados), grupos alcoxi (que se entiende que incluye grupos ariloxi (p. €j.,
grupos fenoxi)), grupos amina (p. €j., disustituidos con grupos arilo o alquilo), grupos acido carboxilico, derivados de
acido carboxilico (p. €j., ésteres, amidas de acidos carboxilicos, etc.), atomos de halégeno (p. €j., Cl, Bry 1), y
similares.

[0017] Como se usa en la presente invencion, “anillo” se entiende que incluye anillos homociclicos o
heterociclicos. El anillo homociclico o heterociclico puede ser saturado o insaturado, aromatico o no aromatico. El
anillo puede no estar sustituido, o puede estar sustituido con uno o mas sustituyentes. Los sustituyentes pueden ser
saturados o insaturados, aromaticos o no aromaticos, y los ejemplos de sustituyentes adecuados incluyen los
citados antes en la descripcion relacionada con los sustituyentes en grupos alquilo y arilo. Ademas, dos o mas
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sustituyentes de anillo se pueden combinar para formar otro anillo, de modo que “anillo” como se usa en la presente
invencion, se entiende que incluye sistemas de anillos condensados, y dichos sistemas de anillos condensados
pueden ser saturados o insaturados, aromaticos o no aromaticos. En el caso donde el anillo sea saturado (es decir,
en los casos donde cada uno de los a&tomos que componen el anillo estan unidos por enlaces sencillos a otros
miembros del anillo), el anillo puede incluir opcionalmente sustituyentes insaturados (aromaticos o no aromaticos) o
saturados. De forma ilustrativa, el anillo o sistema de anillos puede contener 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas miembros.

[0018] La presente solicitud describe un compuesto que se dirige a ARN que tiene la siguiente formula I:

Qt Q?

en donde j es un namero entero de 1 a 100; cada i es igual o diferente y es cero o un nimero entero de 1 a 100;
cada Z! representa el mismo o diferente resto conector; cada R* es igual o diferente y representa un grupo alquilo o
un grupo arilo; cada Q? representa el mismo o diferente ligando de unién a ARN; Q? es un grupo alquilo; Q% es un
hal6geno, un grupo alquilo, un grupo arilo o0 una amina.

[0019] Como se usa en la presente invencion, compuesto que se dirige a ARN se entiende que se refiere a
un compuesto que se une a ARN. A modo de ilustracion, el compuesto que se dirige a ARN se puede unir a uno o
mas motivos de ARN, tales como motivos de ARN que se repiten y/o motivos estructurales de ARN. “Motivo
estructural de ARN”, como se usa en la presente invencion, se entiende que se refiere a un bucle interno de ARN
dirigible, bucle de horquilla, protuberancias u otros motivos estructurales de ARN dirigibles, por ejemplo, como se
describe en Batey et al., "Tertiary Motifs in RNA Structure and Folding,” Angew. Chem. Int. Ed., 38:2326-2343
(1999).

[0020] Los ejemplos de motivos de ARN incluyen bucles internos simétricos, bucles internos asimétricos,
bucles internos 1x1, bucles internos 1x2, bucles internos 1x3, bucles internos 2x2, bucles internos 2x3, bucles
internos 2x4, bucles internos 3x3, bucles internos 3x4, bucles internos 4x4, bucles internos 4x5, bucles internos 5x5,
protuberancias de 1 base, protuberancias de 2 bases, protuberancias de 3 bases, protuberancias de 4 bases,
protuberancias de 5 bases, bucles de horquilla de 4 bases, bucles de horquilla de 5 bases, bucles de horquilla de 6
bases, bucles de horquilla de 7 bases, bucles de horquilla de 8 bases, bucles de horquilla de 9 bases, bucles de
horquilla de 10 bases, bucles de mdltiples ramas, pseudonudos, etc.

[0021] Como se ha indicado antes, j es un nimero entero de 1 a 100. Por ejemplo, j puede ser un ndmero
entero de 1 a 50, de 1 a 20, de 1 a 10, de 2 a 100, de 2 a 50, de 2 a 20, de 2 a 10. De forma ilustrativa, j puede ser
1,2,3,4,5/6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20.

[0022] Como se ha indicado antes, cada i es igual o diferente y es cero o un nimero entero de 1 a 100, por
ejemplo, cero o un nimero entero de 1 a 50, cero o0 un nimero entero de 1 a 20, cero 0 un niumero entero de 1 a 10,
un numero entero de 2 a 100, un nimero entero de 2 a 50, un nimero entero de 2 a 20, un nimero entero de 2 a 10,
0,1234,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20. Por ejemplo, cuando j es 1, hay un valor de i;
cuando j es 2, hay dos valores de i, y estos dos valores de i pueden ser iguales o pueden ser diferentes; cuando j es
3, hay tres valores de i, y estos tres valores de i pueden ser iguales o pueden ser diferentes, o dos pueden ser
iguales y el otro ser diferente; etc.
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[0023] En algunas realizaciones, j es un nimero entero de 2 a 10, y cada i es igual o diferente y es cero o un
numero entero de 1 a 20. En algunas realizaciones, cada i es igual y es cero 0 un nimero entero de 1 a 20. En
algunas realizaciones, j es un numero entero de 2 a 10, y cada i es igual y es cero o un nimero entero de 1 a 20.

[0024] Como se ha indicado antes, cada R! es igual o diferente y representa un grupo alquilo o un grupo
arilo. Por ejemplo, cuandojes 1 eies 1, hay un R% cuandojesleies 2, 0cuandojes2ycadaies 1, ocuandoj
es2yunies 2y el otro es cero, etc., hay dos R?, y estos dos R! pueden ser iguales o pueden ser diferentes;
cuandojesleies3,ocuandojes3ycadaiesl,ocuandojes2yunieslyelotroiesdos, ocuandojes3yun
i es 3 y los otros dos son cero, etc., hay tres R, y estos tres R! pueden ser todos iguales, puede ser todos
diferentes, o dos pueden ser iguales y el otro puede ser diferente; etc.

[0025] En algunas realizaciones, cada R?! es el mismo, como en el caso donde cada R! es un grupo metilo,
etilo o propilo no sustituido. En algunas realizaciones, al menos un R! es diferente, como en el caso donde todos
salvo uno de los R? son iguales, todos salvo dos de los R? son iguales, todos salvo tres de los R? son iguales, todos
salvo dos de los R* son diferentes, todos salvo tres de los R? son diferentes, algunos de los R? son iguales y otros
son diferentes, etc. A modo de ilustracion, en algunas realizaciones, al menos un R es un grupo alquilo y al menos
un R! es un grupo arilo; en algunas realizaciones, cada R! es igual o diferente y es un grupo alquilo; en algunas
realizaciones, cada R? es igual o diferente y es un grupo arilo; en algunas realizaciones, cada R? es igual o diferente
y es un alquilo no sustituido; en algunas realizaciones, cada R? es igual o diferente y es un alquilo C1-C12, tal como
un alquilo C1-C12 sustituido o un alquilo C1-C12 no sustituido; en algunas realizaciones, cada R* es igual o diferente
y es un alquilo C1-C6, tal como un alquilo C1-C6 sustituido o un alquilo C1-C6 no sustituido; en algunas
realizaciones, cada R! es igual o diferente y es un alquilo lineal, tal como un alquilo lineal sustituido o un alquilo lineal
no sustituido, tal como un alquilo lineal no sustituido C1-C12, un alquilo lineal no sustituido C1-C6, un alquilo lineal
no sustituido C1-C4 o un alquilo lineal no sustituido C1-C3.

[0026] Como se ha indicado antes, Q® puede ser un halégeno, un grupo alquilo, un grupo arilo o una amina.
En algunas realizaciones, Q% es una amina, tal como una amina no sustituida, una amina monosustituida o una
amina disustituida.

[0027] Por ejemplo, Q2 puede tener la formula -NR?R2, en la que R? es un atomo de hidrégeno o un grupo
alquilo y en la que R® es un &tomo de hidrégeno, un grupo alquilo o un grupo alquilcarbonilo, por ejemplo, como en el
caso donde R? es un alquilo sustituido y R® es un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo o un grupo alquilcarbonilo.

[0028] De forma ilustrativa, Q® puede tener la férmula -NR?R3, en la que R® es un 4tomo de hidrégeno, un
grupo alquilo o un grupo alquilcarbonilo, y en la que R? es un alquilo sustituido que tiene la formula -Z-Q?*, donde Z*
y Q! son como se han descrito antes y se ilustran mas adelante. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los
compuestos de formula | pueden tener la siguiente formula 11:

o) Q'
[
foll e
1 e (Y1
fN i /lk/iN e /Z Q
Q2 Pl\i 'T
o RI o) N
— ~
[0029] Como en otra ilustracion mas, en algunas realizaciones, Q2 puede tener la formula -NR?R®, en la que

R? es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, y en la que R® es un grupo alquilcarbonilo, tal como un grupo
alquilcarbonilo no sustituido o un grupo alquilcarbonilo sustituido (p. €j., un grupo w-aminoalquilcarbonilo, tal como
uno que tiene la formula -C(0)-(CH2)n-Q8, en la que n es un nimero entero de 1 a 20 (p. ej.,de 1 a12,de 1 a6, de 1
a 4, etc.) y en la que Q® es un grupo amino no sustituido, monosustituido o disustituido). Por ejemplo, Q2 puede tener
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la formula -NR?R3, en la que R? es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, y en la que R® es un grupo
alquilcarbonilo sustituido con un colorante, tal como en el caso donde Q2 puede tener la féormula -NR?R3, en la que
R? es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo, en la que R3 tiene la formula -C(0)-R%-Z*-Q7, y en la que R®
representa un resto alquilo bivalente, Z* representa un resto conector (p. €j., un conector amida, un conector éster,
un conector de anillo de triazol etc.), y Q7 representa un marcador, tal como un colorante (p. €j., colorante
fluoresceina u otro colorante fluorescente), un marcador radiactivo, un marcador enzimatico, etc. Como ejemplos
adicionales de colorantes que se pueden usar, se pueden mencionar colorantes Alexa, colorantes Bodipy, colorantes
de rodamina, colorantes de pireno, colorantes de dansilo, y similares.

[0030] Como una ilustracion adicional mas, en algunas realizaciones, Q® puede tener la férmula -NR?R3, en la
gue R3 es un grupo alquilcarbonilo sustituido con un colorante y en la que R® tiene la féormula -Z*-Q*.

[0031] Como otro ejemplo, Q2 es una amina que tiene la féormula:

N /U\// Q4

en la que k es un nimero entero de 1 a 100 (p. €j., como en el caso donde k es un nimero entero de 1 a 50, de 1 a
20,de 1 a 10, de 2 a 100, de 2 a 50, de 2 a 20, de 2 a 10 y/o como en el caso donde kes 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20) y en la que Q* es un halégeno, un grupo alquilo, un grupo arilo o una amina,
los ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes en relacién con Q3. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los
compuestos de formula | pueden tener la siguiente férmula 11l

6] Q'

[0032] Como se ha indicado antes, Q? es un grupo alquilo, tal como un grupo alquilo no sustituido o un grupo
alquilo sustituido. En algunas realizaciones, Q? tiene la formula -CH2-C(0)-Q5, en la que Q® es una amina, tal como
una amina no sustituida, una amina monosustituida o una amina disustituida. De forma ilustrativa, Q? puede tener la
formula -CH2-C(O)-NR*R®, en la que R* es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo y en la que R® es un atomo de
hidrégeno o un grupo alquilo. En algunas realizaciones, Q? tiene la férmula -CH2-C(O)-NR*R5, en la que R* es un
grupo alquilo sustituido con un colorante y en la que R® es un atomo de hidrégeno. En algunas realizaciones, Q?
tiene la férmula -CH2-C(0)-NR*R5, en la que R* es un atomo de hidrégeno y en la que R® es un atomo de hidrégeno,
por ejemplo, como en el caso donde un compuesto de formula | tiene la siguiente formula 1V:
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V4 1
i i
JK/N . /U\/”N\/\«s /21_Q1
H,N Y \T N
O R! O E;s
- 1
e —
[0033] Como otro ejemplo, Q? puede ser un alquilo sustituido en el que Q? tiene la siguiente formula:
@)
Qs
i N "’S
|
R1
s i |

en la que 1 es un nimero entero de 1 a 100 (p. €j., como en el caso donde 1 es un nimero entero de 1 a 50, de 1 a
20,de 1 a10,de 2 a 100, de 2 a 50, de 2 a 20, de 2 a 10 y/o como en el caso donde 1 es 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20), y en la que Q° es un grupo alquilo, los ejemplos de los cuales incluyen los

10 descritos antes en relacion con Q2. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los compuestos de formula | pueden tener
la siguiente férmula V:

Q3

15 [0034] A modo de ilustracién adicional también, los compuestos de férmula | pueden tener la siguiente
férmula VI:
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T1 il
Z 1
0 | 0 'IZ Q
5
R o R1 0 =g
- - — ~i - ~ k
= —]

enlaque Q% Q5% i, j, ky 1 son como se han expuesto antes.
[0035] En las formulas I-VI anteriores, cada Z*! representa el mismo o diferente resto de unién; y cada Q*
representa el mismo o diferente ligando de unién a ARN.
[0036] Por ejemplo, cuando j es 1, hay dos Q! y dos Z! en la formula |, los dos Q! pueden ser iguales o

pueden ser diferentes, y los dos Z! pueden ser iguales o pueden ser diferentes; cuando j es 2, hay tres Q' y tres Z!
en la formula I, los tres Q! pueden ser todos iguales, pueden ser todos diferentes, o dos pueden ser iguales y el otro
puede ser diferente, y los tres Z* pueden ser todos iguales, pueden ser todos diferentes, o dos pueden ser iguales y
el otro puede ser diferente, etc.

[0037] En algunas realizaciones, cada Q! es igual. En algunas realizaciones, al menos un Q! es diferente,
como en el caso donde todos salvo uno de los Q! son iguales, todos salvo dos de los Q! son iguales, todos salvo
tres de los Q! son iguales, todos salvo dos de los Q! son diferentes, todos salvo tres de los Q! son diferentes,
algunos de los Q! son iguales y otros son diferentes, etc. En algunas realizaciones, cada Z! es igual. En algunas
realizaciones, al menos un Z! es diferente, como en el caso donde todos salvo uno de los Z! son iguales, todos salvo
dos de los Z! son iguales, todos salvo tres de los Z! son iguales, todos salvo dos de los Z! son diferentes, todos
salvo tres de los Z! son diferentes, algunos de los Z! son iguales y otros son diferentes, etc. Los Z! y Q! se pueden
seleccionar independientemente unos de otros. Asi, por ejemplo, en algunas realizaciones, todos los Q* son iguales,
y todos los Z! son iguales; en algunas realizaciones, todos los Q! son iguales, pero no todos los Z* son iguales; en
algunas realizaciones, todos los Z* son iguales, pero no todos los Q! son iguales; en algunas realizaciones, no todos
los Q! son iguales, y no todos los Z! son iguales; etc.

[0038] Como se ha indicado antes, cada Z! representa un resto conector, tal como un resto conector que une
covalentemente su correspondiente ligando de unién a ARN (es decir, su correspondiente Q') con la cadena
principal de polimero peptoide. A modo de ilustracién, Z! puede tener la férmula: -Z?-Z3-Z*- en la que Z? es un resto
alquileno, Z* es un resto alquileno, y Z® es un conector que sirve para conectar covalentemente los restos alquileno
Z?y Z*. Los ejemplos de Z2 adecuados incluyen conectores amida; conectores éster; conectores éter; y conectores
anillos de triazol; p. €j., conectores anillos de triazol que tienen la férmula:

(S

N=N

etc. En algunas realizaciones, Z* puede tener formula -Z2-C(O)-NH-Z*-, p. €j., la férmula -(CH2)y-C(O)-NH-(CH2)--; la
formula -Z2-NH-C(O)-Z*-, p. €j., la formula -(CH2)y-NH-C(O)-(CHz2)z-; la férmula -Z2-C(0)-O-Z4-, p. €j., la formula
-(CH2)y-C(O)-O-(CH2).-; la férmula -Z2-O-C(O)-Z*-, p. €j., la formula -(CH2)y-O-C(O)-(CH2).-; la formula -Z?-O-Z*-, p.
€j., la férmula (CH2)y-O-(CHz2)z-; la formula:
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sz NS
p. €j., la férmula:

C—tCH Y7 /N—(-CHz—)z——S
N=N

ey

oy

la férmula:

i

p. €j., la férmula:

S—CHAPN" Nyt CH S

N=N

L2

en la que y es un nimero entero de 1 a 6 y en la que z es un nimero entero de 1 a 6. Z* también puede representar
combinaciones de las férmulas anteriores, tal como en el caso donde Z* tiene la férmula -z2-z8-27-78-7*-, en la que
Z?, Z* y Z7 son restos alquileno, tales como los descritos antes; y Z8 y Z8 se seleccionan independientemente de
conectores amida; conectores éster; conectores éter; y conectores anillos de triazol.

[0039] Como se ha indicado antes, cada Q! representa el mismo o diferente ligando de unién a ARN. Como
se usa en la presente invencion, el “ligando de union a ARN” se entiende que se refiere a compuestos no acidos
nucleicos que pueden ser capaces de unirse o interaccionar de otra forma con uno o0 mas ARN 0 con uno 0 mas
motivos de ARN, tal como los motivos de ARN descritos antes. En relacién con esto, “interaccionar” se entiende que
se refiere a la unién u otra asociacion estabilizada entre el ligando y el ARN o motivo de ARN. La asociacién se
puede estabilizar termodinamicamente o estabilizar cinéticamente o ambas, y la interaccion puede ser el resultado
de enlace covalente, enlace de hidrogeno, interacciones de van der Waals, interacciones electrostaticas, o
combinaciones de estos y/u otros tipos de interacciones. Los ejemplos de ligandos de unién a ARN incluyen
proteinas, polipéptidos, hidratos de carbono y otros biopolimeros de acido nucleico; peptoides (que se entiende que
incluyen polipeptoides); células enteras; y moléculas pequefias. “Moléculas pequefias”, como se usa en la presente
invencion, se entiende que se refieren a compuestos no biopolimeros que tienen, por ejemplo, un peso molecular de
menos de 10.000 gramos/mol, tal como menos de 9000 gramos/mol, menos de 8000 gramos/mol, menos de 7000
gramos/mol, menos de 6000 gramos/mol, menos de 5000 gramos/mol, menos de 4000 gramos/mol, menos de 3000
gramos/mol, menos de 2000 gramos/mol, menos de 1000 gramos/mol, menos de 900 gramos/mol, menos de 800
gramos/mol, menos de 700 gramos/mol, menos de 600 gramos/mol, menos de 500 gramos/mol, menos de 400
gramos/mol, etc.) que pueden ser capaz de unirse o interaccionar de otra forma con uno o mas acidos nucleicos o
motivos de acido nucleico. Los ejemplos de moléculas pequefias que se pueden usar en conexion con la presente
invencion incluyen antibiéticos moléculas pequefias, agentes antiviricos moléculas pequefias, antifingicos moléculas
pequefias, compuestos quimioterapéuticos moléculas pequefias, compuestos heterociclicos moléculas pequefias, y
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otros farmacos moléculas pequefias. Las moléculas pequefias pueden ser compuestos biolégicos o mezclas de
dichos compuestos (p. ej., derivados de plantas, hongos, bacterias, algas u otros extractos); o pueden ser
compuestos organicos sintéticos, o pueden ser compuestos inorganicos (p. €j., cisplatino).

[0040] Los ligandos de unién a ARN adecuados (p. €j., ligandos de uniéon a ARN que se unen o interaccionan
de otra forma con uno o mas ARN diana o con uno o mas motivos de ARN diana) se pueden identificar, por ejemplo,
usando los procedimientos descritos en Disney y col., "Using Selection to Identify and Chemical Microarray to Study
the RNA Internal Loops Recognized by 6- N-Acylated Kanamycin A," ChemBioChem, 8:649-656 (2007); Childs-
Disneyet al., "A Small Molecule Microarray Platform to Select RNA Internal Loop-Ligand Interactions.,” ACS Chem
Biol., 2(11):745-754 (2007) (y en la informacion de apoyo asociada (disponible en internet en
http://pubs.acs.org/subscribe/journals/acbcct/suppinfo/cb700174r/cb700174r-File003.pdf)); publicaciéon de patente de
EE. UU. N° US 2008/0188377 Al ; y/o publicacién de patente PCT N° WO 2008/066873 A2.

[0041] A modo de ilustracién, dos o mas Q! se pueden seleccionar de modo que se unan a motivos
estructurales de ARN, tales como motivos de bucle interno de ARN, motivos de bucle de horquilla de ARN, motivos
de protuberancia de ARN, motivos de bucles ramificados de ARN y/o motivos de pseudonudos de ARN.

[0042] Por ejemplo, algunos (es decir, uno o0 mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un
primer motivo estructural de ARN y algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se
unan a un segundo motivo estructural de ARN, en donde el primer motivo estructural de ARN y el segundo motivo
estructural de ARN son diferentes. De forma ilustrativa, algunos (es decir, uno o mas) de los Q' se pueden
seleccionar para que asi se unan a un motivo de bucle interno de ARN y algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se
puede seleccionar para que asi se unan a un segundo motivo de bucle interno de ARN diferente; o algunos (es
decir, uno o mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un motivo de bucle interno de ARN y
algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un motivo de bucle de
horquilla de ARN; o algunos (es decir, uno 0 mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un motivo
de bucle interno de ARN y algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se puede seleccionar para que asi se unan a un
motivo de protuberancia de ARN; etc.

[0043] Alternativamente, todos los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan al mismo motivo
estructural de ARN, por ejemplo, como donde todos los Q! se seleccionan para que asi se unan a mdltiples copias
del mismo motivo estructural de ARN. De forma ilustrativa, todos los Q! se seleccionan para que asi se unan a
multiples copias del mismo motivo de bucle interno de ARN, o el mismo motivo de bucle de horquilla de ARN, o el
mismo motivo de protuberancia de ARN, etc.

[0044] A modo de ilustracion adicional, dos o mas Q! se pueden seleccionar para que asfi se unan a motivos
de repeticion de ARN, tales como motivos de repeticion tripletes de ARN (p. €j., motivos de repeticion tripletes CUG
de ARN, motivos de repeticion tripletes CGG de ARN, motivos de repeticion tripletes GCC de ARN, motivos de
repeticion tripletes GAA de ARN, motivos de repeticion tripletes CAG de ARN, etc.) o motivos de tetra repeticion de
ARN (p. €j., motivos de tetra repeticion CCUG de ARN).

[0045] Por ejemplo, algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un
primer motivo de repeticién de ARN y algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se pueden seleccionar para que asi se
unan a un segundo motivo de repeticién de ARN, en el que el primer motivo de repeticion de ARN y el segundo
motivo de repeticion de ARN son diferentes. De forma ilustrativa, algunos (es decir, uno o mas) de los Q! se pueden
seleccionar para que asi se unan a un motivo de repeticion triplete CUG de ARN y algunos (es decir, uno 0 mas) de
los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un motivo de repeticion triplete de ARN diferente (p. €j., un
motivo de repeticion triplete CAG de ARN).

[0046] Alternativamente, todos los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan al mismo motivo de
repeticion de ARN, por ejemplo, como donde todos los Q! se seleccionan para que asi se unan a un motivo de
repeticion triplete CUG de ARN, un motivo de repeticion triplete CGG de ARN, un motivo de repeticion triplete GCC
de ARN, un motivo de repeticion triplete GAA de ARN, un motivo de repeticion triplete CAG de ARN, un motivo de
repeticion triplete CUG de ARN, o un motivo de tetra repeticion CCUG de ARN).

[0047] A modo de otra ilustracién adicional también, uno o mas de los Q! se pueden seleccionar para que asi
se unan a un motivo estructural de ARN, tal como cualquiera de los descritos antes (p. €j., un motivo de bucle interno
de ARN); y uno o mas de los Q! se pueden seleccionar para que asi se unan a un motivo de repeticién de ARN, tal
como cualquiera de los descritos antes (p. €j., un motivo de repeticion triplete CUG de ARN).
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[0048] Los ligandos de unién a ARN usados en la practica de la presente invencién incluyen azulcares
aminoglucésidos, tales como kanamicinas (p. €j., kanamicina A (p. €j., que tiene la estructura mostrada en la figura
1A), kanamicina B (p. €j., que tiene la estructura mostrada en la figura 1B), etc.), tobramicinas (p. €j., que tiene la
estructura mostrada en la figura 1C), neaminas (p. €j., que tiene la estructura mostrada en la figura 1D), neomicinas
(p- €j., que tiene la estructura mostrada en la figura 1E), y similares; y bisbencimidazoles, tales como pibenzimoles
(p- €j., que tienen la estructura mostrada en las figuras 1F y 1G, tales como Hoechst 33258). Las kanamicinas,
tobramicinas, neaminas, neomicinas y bisbencimidazoles pueden ser particularmente Utiles en casos donde los
motivos de ARN diana son motivos de repeticion tripletes CUG de ARN.

[0049] La forma en la que los ligandos de unién a ARN se acoplan a los Z* depende de la naturaleza del o los
ligandos de unién a ARN que se usen y el o los conectores que se van a usar. De forma ilustrativa, el acoplamiento
se puede llevar a cabo por un atomo de carbono del ligando de uniéon a ARN que lleve un grupo hidroxilo o grupo
amina (p. ej., por un atomo de carbono de hidroximetilo del ligando de unién a ARN, por un atomo de carbono de
aminometilo del ligando de unién a ARN, por un atomo de carbono de anillo sustituido con hidroxi del ligando de
unién a ARN, por un atomo de carbono de anillo sustituido con amina del ligando de unién a ARN, y similares). En
los casos donde el ligando de unién a ARN es un azlcar aminoglucésido, el acoplamiento se puede hacer, por
ejemplo, por la posicion 6’ del azicar aminoglucésido (p. €j., por la posicién 6’ de la kanamicina A, kanamicina B,
tobramicina, neamina y neomicina); por la posicion 6” del azdcar aminoglucdsido (p. ej., por la posicion 6" de la
kanamicina A, kanamicina B y tobramicina); por la posicion 5 del azicar aminoglucésido (p. €j., por la posiciéon 5 de
la neamina); en aquellos casos donde el azicar aminoglucdsido incluye un anillo de tetrahidrofurano, por el atomo
de carbono del hidroximetilo del anillo de tetrahidrofurano (p. ej., por el &tomo de carbono del hidroximetilo del anillo
de tetrahidrofurano en la neomicina); etc.

[0050] En algunas realizaciones, cada Q* es igual o diferente y se selecciona de azlcares aminoglucésidos y
bisbencimidazoles, tal como en el caso donde cada Q! es igual o diferente y es un azlcar aminoglucésido. En
algunas realizaciones, cada Q! es una kanamicina A. En algunas realizaciones, cada Q' es una neamina. En
algunas realizaciones, cada Q! es un bisbencimidazol. En algunas realizaciones, algunos (es decir, uno o mas) de
los Q! son kanamicina A y algunos de los Q! son bisbencimidazoles. En algunas realizaciones, algunos (es decir,
uno o mas) de los Q!son kanamicina A y algunos de los Q! son neaminas. En algunas realizaciones, algunos (es
decir, uno 0 mas) de los Q! son neaminas y algunos de los Q! son bisbencimidazoles.

[0051] Por ejemplo, un Q! (o méas de un Q%) se puede seleccionar para que asi se una a uno 0 mas motivos
de bucle interno de ARN que comprende una pirimidina enfrente de una pirimidina (p. ej., un uracilo enfrente de un
uracilo, una citosina enfrente de una citosina, un uracilo enfrente de una citosina, etc.). Los ejemplos de dichos
motivos de bucle interno de ARN incluyen bucles internos 1x1, 2x2, 3x3, etc., tales como 5'C/3'C; 5'U/3'U;
5'AU/3'AU; 5’'UAI3'UA; 5'UAU/3’'UUU; 5'GUC/3'GCU; 5'GCU/3'GUC; 5'CUC/3'CGU; 5’CGU/3'CUC; 5'UGA/3'UGG;
5'UGG/3'UGA,; etc. Dichos motivos de bucle interno de ARN pueden ser localizados con un azlcar aminoglucésido,
tal como una kanamicina A (p. €j., una kanamicina A acoplada por su posicién 6").

[0052] Como un ejemplo adicional, un Q* (0 mas de un Q') se puede seleccionar para que asi se una a uno o
mas motivos de bucle interno de ARN que comprende una guanina enfrente de una guanina. Los ejemplos de dichos
motivos de bucle interno de ARN incluyen bucles internos 1x1, 2x2, 3x3, etc., tales como 5'G/3'G; 5'CG/3'CG;
5'GA/3'GC; 5'GC/3'GA; 5'AG/3'GG; 5'GG/3'AG; 5’AG/3'CG; 5'CG/3'AG; 5’ AGA/ICGA; 5'CGA/3'AGA; etc. Dichos
motivos de bucle interno de ARN pueden ser localizados con un azucar aminoglucésido, tal como una tobramicina
(p. €j., una tobramicina acoplada por su posicién 6").

[0053] Como un ejemplo adicional, un Q* (0 mas de un Q') se puede seleccionar para que asi se una a uno o
mas motivos de bucle interno de ARN que comprende una adenina enfrente de una guanina. Los ejemplos de dichos
motivos de bucle interno de ARN incluyen bucles internos 1x1, 2x2, 3x3, etc., tales como 5'A/3'G; 5'G/3'A,;
5'CA/3'CG; 5'CG/3'CA; 5'AG/3'GG; 5'GG/3'AG; 5'UAI'UG; 5'UG/3'UA; 5'GA/3'AA; 5'AAI3'GA; 5'GGA/3AUG;
5'AUG/3'GGA; 5AAC/3GGU; 5GGU/3’AAC; 5AGA/3'CUG; 5'CUG/3'AGA; 5AAG/3'CUA; 5 CUA/BAAG;
5'AAC/3'GCU; 5’'GCU/3'AAC; 5’'AAC/3'GUA; 5'GUA/3'AAC; etc., y dicho motivo de bucle interno de ARN puede ser
localizado con un azucar aminoglucésido, tal como una neamina (p. €j., una neamina acoplada por su posicién 5).
Otros ejemplos de dichos motivos de bucle interno de ARN también incluyen bucles internos 1x1, 2x2, 3x3, etc.,
tales como 5'A/3'G; 5'G/3'A; 5'AA/3'GC; 5'GC/3'AA; 5'AA/3'CG; 5'CG/3'AA; 5'AAI3'GA; 5'AA/3'GA; 5AU/3'GC;
5'GC/3'AU; 5'AAI3'GG; 5'GG/3'AA; 5'CAA/3AUG; 5'AUG/3'CAA; 5'CAC/3'CGC; 5'CGC/3'CAC; 5'CUA/3'CCG;
5'CCG/3'CUA; 5AGU/3GGC; 5'GGC/3'AGU; 5'AAC/I3'GGA; 5'GGA/3AAC; 5GUA/3GAG; 5'GAG/3'GUA;
5'AGA/3'ACG; 5’ACG/3’'AGA; 5’'AGC/3'GCC; 5’GCC/3'AGC; etc., y dichos motivos de bucle interno de ARN pueden
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ser localizados con un azicar aminoglucosido, tal como una neomicina (p. €j., una neomicina acoplada por el &tomo
de carbono del hidroximetilo del anillo de tetrahidrofurano de la neomicina).

[0054] Los compuestos de férmula | que se dirigen a ARN descritos antes en los que j es 1 pueden tener la

5 siguiente férmula VII:
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en la que m es cero o un nimero entero de 1 a 100 (p. €j., cero o un nimero entero de 1 a 50, cero o un nimero
entero de 1 a 20, cero o un numero entero de 1 a 10, un nimero entero de 2 a 100, un nimero entero de 2 a 50, un
namero entero de 2 a 20, un namero entero de 2 a 10,0, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
0 20); Z'* y Z*? representan iguales o diferentes restos conectores (ejemplos de los cuales incluyen los descritos
antes en relacion con Z1); R es un grupo alquilo o grupo arilo (ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes
en relacion con RY); y Q' y Q? representan iguales o diferentes ligandos de union a ARN (ejemplos de los cuales
incluyen los descritos antes en relacién con Q%).

[0055] Los compuestos de formula | que se dirigen a ARN descritos antes en los que j es 2 pueden tener la
siguiente formula VIII:

Tﬂ 012 Q13
IZ” 3 o B :212 T o N %13
PSP
Q2/ \”/‘\N ; \ﬂ/‘xN \ﬂ/\Q3
o ,LH O Lu o
- -4 m — e [}

en la que m es cero o un namero entero de 1 a 100; n es cero o un numero entero de 1 a 100; z, 712 y 713
representan iguales o diferentes restos conectores (ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes en relacion
con Z1); R y R*? representan iguales o diferentes grupos alquilo o arilo (ejemplos de los cuales incluyen los
descritos antes en relacién con RY); y Q', Q2 y Q'3 representan iguales o diferentes ligandos de unién a ARN
(ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes en relacion con Q). De forma ilustrativa, m y n pueden ser
iguales, o pueden ser diferentes; y los ejemplos de m y n adecuados incluyen cero o un nimero entero de 1 a 50,
cero 0 un numero entero de 1 a 20, cero o un nimero entero de 1 a 10, un nimero entero de 2 a 100, un nimero
entero de 2 a 50, un ndmero entero de 2 a 20, un nimero enterode 2a 10,0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20).

[0056] Los compuestos de formula | que se dirigen a ARN descritos antes en los que j es 3 pueden tener la
siguiente formula IX:
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CIJ” Q12 Q13 Q1
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en la que m es cero o un nuimero entero de 1 a 100; n es cero 0 un numero entero de 1 a 100; p es cero 0 un
numero entero de 1 a 100; zZ!%, 712, 713 y 74 representan iguales o diferentes restos conectores (ejemplos de los
cuales incluyen los descritos antes en relacion con Z%); R, R? y R'3, representan iguales o diferentes grupos alquilo
o arilo (ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes en relacién con RY); y Q, Q'?, Q'3 y Q representan
iguales o diferentes ligandos de unién a ARN (ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes en relacion con
QY. De forma ilustrativa, m, n, y p pueden ser iguales, o pueden ser diferentes; y los ejemplos de m, ny p
adecuados incluyen cero o un ndmero entero de 1 a 50, cero o un nimero entero de 1 a 20, cero o un nimero
entero de 1 a 10, un niimero entero de 2 a 100, un niimero entero de 2 a 50, un nimero entero de 2 a 20, un nimero
enterode2a10,0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20).

[0057] En cada una de las formulas VII, VIII y IX, Q? y Q2 tienen los significados descritos antes en relacion
con la férmula I. Se apreciara que las férmulas VII, VIIl y IX se pretende que sean ilustrativas de compuestos de
férmula | que se dirigen a ARN (especificamente compuestos de formula | que se dirigen a ARN en los que jes 1, 2,
y 3, respectivamente). Los compuestos de férmula | que se dirigen a ARN en los que j es mayor de 3 (p. €j., 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, etc.) que tienen estructuras que son analogas a las formulas VII, VIl y IX se pueden prever facilmente y
se pretende que estén abarcados por la formula I.

[0058] Los compuestos de férmula | que se dirigen a ARN se pueden preparar por cualquier procedimiento
adecuado, tal como los descritos mas adelante y en los siguientes ejemplos.

[0059] De forma ilustrativa, los compuestos de la presente invencion se pueden preparar usando un esquema
de sintesis de peptoide, en el que la cadena principal del peptoide se construye por etapas por reacciones
secuenciales con (1) acido bromoacético y (2) alquilaminas funcionalizadas (es decir, alquilaminas en las que el
grupo alquilo lleva un sustituyente al que se puede acoplar un ligando de uniéon a ARN) o alquilaminas no
funcionalizadas (p. €j., alquilaminas en las que el grupo alquilo no esta sustituido o esta sustituido con un grupo que
no esta implicado en el acoplamiento del ligando de unidon a ARN). La cadena principal de peptoide se puede
construir sobre un sustrato adecuado (p. €j., una resina) y el peptoide resultante se puede escindir del sustrato
después de completarse la reaccién. El procedimiento por etapas permite la introduccion de grupos alquilo
funcionalizados en posiciones particulares en la cadena principal de peptoide y, por consiguiente, permite controlar
la separacion entre ligandos de unién a ARN (una vez que los ligandos de uniéon a ARN estan acoplados con los
grupos alquilo funcionalizados).

[0060] Se presenta un esquema sintético por etapas para la preparacién de un compuesto de féormula | en la
figura 2. Mas en particular, el esquema mostrado en la figura 2 esta disefiado para producir compuestos de formula |
que tienen la siguiente formula X:
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enlaquek, |, mn, p, R, R12 R z11 712 713 714 QL1 Q2 Q3 QM Q*y Q° son como se han descrito antes, y en
los que cada R y cada R* se seleccionan independientemente de grupos alquilo o arilo.

[0061] Brevemente, una resina que lleva grupos amina primarios (tales como la resina de amida Fmoc-Rink
desprotegida 1) se hace reaccionar con acido bromoacético 2 en un disolvente adecuado (p. €j., dimetilformamida
(‘DMF") y en presencia de un agente de deshidratacion, tal como una dialquilcarbodiimida (p. e€j.,
diisopropilcarbodiimida (“DIPC”)), durante un periodo de tiempo adecuado (p. €j., durante de aproximadamente 5
minutos a aproximadamente 1 hora, tal como durante aproximadamente 20 minutos) y a una temperatura adecuada
(p. €j., de aproximadamente temperatura ambiente a aproximadamente 50 °C, tal como a aproximadamente 37 °C)
para producir la bromoacetamida 3. Después de lavado con un disolvente adecuado (p. €j., diclorometano ("DCM") u
otro hidrocarburo clorado adecuado, DMF, o combinaciones de los mismos), la bromoacetamida 3 se hace
reaccionar opcionalmente (en los casos donde 1 no es cero) con una amina no funcionalizada 4 en un disolvente
adecuado (p. ej.,, DMF o tetrahidrofurano ("THF")) durante un periodo de tiempo adecuado (p. €j., durante de
aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 1 hora, tal como durante aproximadamente 20 minutos) y a una
temperatura adecuada (p. ej., de aproximadamente temperatura ambiente a aproximadamente 50 °C, tal como a
aproximadamente 37 °C) para producir la aminoacetamida 5; y, después de lavar con, por ejemplo, DCM y DMF, la
aminoacetamida 5 se hace reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como se ha descrito antes, para producir
la bromoacetamida 6 (I=1). En aquellos casos donde I>1, el procedimiento (reaccién con la amina no funcionalizada
4 seguido de reaccion con &cido bromoacético 2) se repite 1-1 veces adicionales. En cada repeticion, R'° en la
amina no funcionalizada 4 puede variar si se desea.

[0062] Después, la bromoacetamida 6 (I#0) (0, en los casos donde 1 es cero, la bromoacetamida 3) se hace
reaccionar con la amina funcionalizada 7 en un disolvente adecuado (p. ej., DMF o THF) durante un periodo de
tiempo adecuado (p. ej., durante de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 1 hora, tal como durante
aproximadamente 20 minutos) y a una temperatura adecuada (p. ej., de aproximadamente temperatura ambiente a
aproximadamente 50 °C, tal como a aproximadamente 37 °C) para producir la aminoacetamida 8. Después de lavar
con, por ejemplo, DCM y DMF, la aminoacetamida 8 se hace reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como
se ha descrito antes, para producir la bromoacetamida 9.

[0063] La bromoacetamida 9 se hace reaccionar opcionalmente (en aquellos casos donde m no es cero) con
la amina no funcionalizada 10, como se ha descrito antes, para producir la aminoacetamida 11; y, después de lavar
con, por ejemplo, DCM y DMF, la aminoacetamida 11 se hace reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como
se ha descrito antes, para producir la bromoacetamida 12 (m=1). En aquellos casos donde m>1, el procedimiento
(reaccion con la amina no funcionalizada 10 seguido de reaccién con acido bromoacético 2) se repite m-1 veces
adicionales. En cada repeticién, R en la amina no funcionalizada 10 se puede variar si se desea.

[0064] La bromoacetamida 12 (m#0) (o, en aquellos casos donde m es cero, la bromoacetamida 9) se hace
reaccionar entonces con la amina funcionalizada 13 en un disolvente adecuado (p. ej., DMF o THF), como se ha
descrito antes, para producir la aminoacetamida 14. Después de lavar con, por ejemplo, DCM y DMF, la
aminoacetamida 14 se hace reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como se ha descrito antes, para
producir la bromoacetamida 15.

[0065] La bromoacetamida 15 se hace reaccionar opcionalmente (en aquellos casos donde n no es cero) con
la amina no funcionalizada 16, como se ha descrito antes, para producir la aminoacetamida 17; y, después de lavar
con, por ejemplo, DCM y DMF, la aminoacetamida 17 se hace reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como
se ha descrito antes, para producir la bromoacetamida 18 (n=1). En aquellos casos donde m>1, el procedimiento
(reaccion con la amina no funcionalizada 16 seguido de reaccién con acido bromoacético 2) se repite n-1 veces
adicionales. En cada repeticion, R*? en la amina no funcionalizada 16 se puede variar si se desea.

[0066] La bromoacetamida 18 (o, en aquellos casos donde n es cero, la bromoacetamida 15) se hace
reaccionar entonces con la amina funcionalizada 19, como se ha descrito antes, para producir la aminoacetamida
20. Después de lavar con, por ejemplo, DCM y DMF, la aminoacetamida 20 se hace reaccionar entonces con acido
bromoacético 2, como se ha descrito antes, para producir la bromoacetamida 21.

[0067] La bromoacetamida 21 se hace reaccionar opcionalmente (en aquellos casos donde p no es cero) con
la amina no funcionalizada 22, como se ha descrito antes, para producir la aminoacetamida 23; y, después de lavar
con, por ejemplo, DCM y DMF, la aminoacetamida 23 se hace reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como
se ha descrito antes, para producir la bromoacetamida 24 (p=1). En aquellos casos donde p>1, el procedimiento
(reaccion con la amina no funcionalizada 22 seguido de reaccién con acido bromoacético 2) se repite n-1 veces
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adicionales. En cada repeticion, R*3 en la amina no funcionalizada 22 se puede variar si se desea.

[0068] La bromoacetamida 24 (o, en aquellos casos donde p es cero, la bromoacetamida 21) se hace
reaccionar entonces con la amina funcionalizada 25, como se ha descrito antes, para producir la aminoacetamida
26. La aminoacetamida 26 se puede hacer reaccionar entonces con acido bromoacético 2, como se ha descrito
antes, para producir la bromoacetamida 27.

[0069] En aquellos casos donde k no es 0, la bromoacetamida 27 se puede hacer reaccionar entonces con la
amina no funcionalizada 28, como se ha descrito antes, para producir la aminoacetamida 29. En aquellos casos
donde k>1, el procedimiento (reaccién con la amina no funcionalizada 28 seguido de reaccion con acido
bromoacético 2) se puede repetir k-1 veces mas. En cada repeticion, R4 en la amina no funcionalizada 28 se puede
variar si se desea. La aminoacetamida 29 (k#0) resultante se puede hacer reaccionar entonces con &acido
bromoacético 2, como se ha descrito antes, para producir la bromoacetamida 30 (Q*=Br en la férmula X).

[0070] Como apreciara un experto en la materia, el procedimiento descrito antes se puede repetir cualquier
namero de veces para extender la cadena principal de peptoide e introducir grupos alquilo funcionalizados
adicionales.

[0071] El bromo terminal (p. €j., el bromo en el lado derecho de la bromoacetamida 27 (en los casos donde k
es cero) o el bromo en el lado derecho de la bromoacetamida 30 (en los casos donde k>0) proporciona un sitio
conveniente para llevar a cabo reacciones quimicas adicionales. De forma ilustrativa, la bromoacetamida 27 o la
bromoacetamida 30 se puede alquilar o arilar para proporcionar compuestos en los que Q* es un grupo alquilo o
arilo. Alternativamente, la bromoacetamida 27 o la bromoacetamida 30 se puede hacer reaccionar con una amina
funcionalizada (p. ej., HNR?® en la que R?® es un alquilo funcionalizado), por ejemplo, para producir un compuesto en
el que Q* tiene la férmula -NHR?® (p. ej., como forma de producir un compuesto de formula X en la que Q* tiene la
formula -NHZ'Q'® en la que Q'® es un ligando de unién a ARN (ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes
en relacion con Q') y en la que Z'5 es un resto conector (ejemplos de los cuales incluyen los descritos antes en
relacion con Z%Y)). Todavia alternativamente, la bromoacetamida 27 o la bromoacetamida 30 se puede hacer
reaccionar con una amina no funcionalizada, por ejemplo, para producir un compuesto en el que Q* tiene la formula
-NHR?® en la que R*® es un grupo alquilo o un grupo arilo (p. ej., un grupo alquilo no sustituido). En aquellos casos
donde la bromoacetamida 27 o la bromoacetamida 30 se hacen reaccionar con una amina funcionalizada o no
funcionalizada, el nitrégeno de la amina puede proporcionar un sitio conveniente para reacciones quimicas
adicionales. Por ejemplo, la reaccién de la amina terminal con un acido, tal como un &cido aminoalcanoico protegido
con Fmoc (p. €j., un acido 6-aminohexanoico protegido con Fmoc) proporciona un espaciador funcionalizado, con el
que se puede acoplar un colorante (p. €j., un colorante fluorescente) u otro resto marcador.

[0072] En la figura 2 y en la descripcion anterior, R?!, R?2, R?3, R?* y R?> representan grupos alquilo
funcionalizados (es decir, grupos alquilo que llevan un sustituyente con el que se puede acoplar un ligando de union
a ARN, por ejemplo, por un conector amida, un conector éster, un conector éter o un conector anillo de triazol. Los
grupos funcionales adecuados incluyen, por ejemplo, acidos carboxilicos y acidos carboxilicos protegidos, aminas y
aminas protegidas, hidroxilos e hidroxilos protegidos, alquinos y azidas. Para producir compuestos de férmula X, los
grupos funcionales en R?!, R?, R%, R?* y R?® se acoplan con los ligandos de unién a ARN deseados para producir
los restos -Z11-Q11, -z12-Q12, -z13-Q13, -Z¥4-Q1 y -Z15-Q15, respectivamente.

[0073] Esto se puede hacer con la cadena principal de peptoide que se esta construyendo, por ejemplo,
como en el caso donde R?! de la aminoacetamida 8 se acopla con el ligando de unién a ARN deseado (para producir
el resto -Z'1-Q!) antes de hacer reaccionar la aminoacetamida 8 con &cido bromoacético 2 para producir la
bromoacetamida 9; y como en el caso donde R?! de la aminoacetamida 8 se acopla con el ligando de uni6n a ARN
deseado (para producir el resto -Z'1-Q*1) después de hacer reaccionar la aminoacetamida 8 con acido bromoacético
2 para producir la bromoacetamida 9 pero antes de hacer reaccionar opcionalmente la bromoacetamida 9 con la
amina no funcionalizada 10 para producir la aminoacetamida 11 y/o antes de hacer reaccionar la bromoacetamida
12 con la amina funcionalizada 13 para producir la aminoacetamida 14. Este acoplamiento por etapas es
particularmente util en aquellos casos donde se van a acoplar diferentes ligandos de uniéon a ARN en diferentes
sitios a lo largo de la cadena principal de peptoide.

[0074] En los casos donde algunos de los ligandos de union a ARN son iguales y adyacentes entre si (p. €.,
como en el caso donde Q! y Q'2 son iguales pero diferentes de Q*3), R?! y R?? de la aminoacetamida 14 se pueden
acoplar con el ligando de unién a ARN deseado (para producir los restos -Z!1-Q! y -Z12-Q*?) en una sola etapa antes
de hacer reaccionar la bromoacetamida 18 con la amina funcionalizada 19 para producir la aminoacetamida 20.
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[0075] En los casos donde todos los ligandos de unién a ARN son iguales, R?l, R, R¥® y R? de la
aminoacetamida 29 o la bromoacetamida 30 o sus productos de reaccién posteriores (y cualesquiera grupos alquilo
funcionalizados que puedan estar presentes, tales como R?%) se pueden acoplar con el ligando de unién a ARN
deseado en una sola etapa. Este acoplamiento en una sola etapa puede tener lugar antes o después de que los
peptoides se escindan de la resina u otro sustrato (descrito mas adelante).

[0076] Después de preparar la cadena principal de peptoide y después de acoplar los ligandos de union a
ARN (si dicho acoplamiento se va a llevar a cabo antes de la escisién de la resina u otro sustrato) y/o después de
llevar a cabo cualquier otra reaccion quimica deseada (p. €j., cualesquiera reacciones que impliquen el bromo
terminal y/o la amina terminal) (si dichas reacciones quimicas se van a llevar a cabo antes de la escisién de la resina
u otro sustrato), los peptoides se escinden de la resina u otro sustrato. Los procedimientos para la escision de los
peptoides del sustrato dependeran de la naturaleza de los sustratos. Cuando se usa la resina de amida Fmoc-Rink
(como en la figura 2 y en la descripciéon anterior), la escisiéon se puede llevar a cabo usando acido trifluoroacético:
agua 95:5.

[0077] La presente invencién como se caracteriza en las reivindicaciones se refiere a un compuesto que se
dirige a ARN que incluye una cadena principal de polimero y dos o mas ligandos de union a ARN colgantes, en
donde los dos 0 mas ligandos de unién a ARN colgantes estan unidos a la cadena principal de polimero.

[0078] De forma ilustrativa, el compuesto que se dirige a ARN puede incluir 2 ligandos de unién a ARN
colgantes, 3 o mas ligandos de unién a ARN colgantes, 4 o mas ligandos de unién a ARN colgantes, 5 0 mas
ligandos de uniéon a ARN colgantes, de 2 a 100 ligandos de unién a ARN colgantes, de 2 a 50 ligandos de unién a
ARN colgantes, de 2 a 20 ligandos de unién a ARN colgantes, y/o 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 o 20 ligandos de union
a ARN colgantes.

[0079] Los dos 0 mas ligandos de unién a ARN colgantes se pueden unir a motivos estructurales de ARN,
tales como en el caso donde cada uno de los motivos estructurales de ARN se selecciona independientemente de
un motivo de bucle interno de ARN, un motivo de bucle de horquilla de ARN, un motivo de protuberancia de ARN, un
motivo de bucle multi-ramificado de ARN, y/o un bucle de pseudonudo de ARN. En el compuesto que se dirige a
ARN de la presente invencion, los dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes se pueden unir a motivos de
repeticion del ARN, tales como motivos de repeticion tripletes de ARN (p. €., motivos de repeticion tripletes CUG de
ARN, motivos de repeticion tripletes CUG de ARN, motivos de repeticion tripletes CGG de ARN, motivos de
repeticion tripletes GCC de ARN, motivos de repeticion tripletes GAA de ARN, y/o motivos de repeticion tripletes
CAG de ARN) o motivos de tetra repeticion de ARN (p. ej., motivos de tetra repeticion CCUG de ARN).

[0080] En algunas realizaciones, cada uno de los dos 0 mas ligandos de unién a ARN colgantes son iguales.
En algunas realizaciones, los dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes no son iguales (p. €j., al menos uno es
diferente de los otros, al menos dos son diferentes de los otros; etc.).

[0081] Los ejemplos de ligandos de union a ARN colgantes adecuados incluyen los descritos antes (p. €j.,
con respecto a Q). En el compuesto que se dirige a ARN de la presente invencion, los dos 0 mas ligandos de unién
a ARN colgantes pueden ser iguales o diferentes y se seleccionan de azucares aminoglucésidos y
bisbencimidazoles. En algunas realizaciones, los dos o0 mas ligandos de unidon a ARN colgantes son azucares
aminoglucésidos, tales como kanamicinas (p. €j., kanamicina A, kanamicina B), tobramicinas, neaminas, neomicinas,
y similares. En algunas realizaciones, los dos o mas ligandos de uniéon a ARN colgantes son kanamicina A. En
algunas realizaciones, los dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes son neaminas. En algunas realizaciones,
los dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes son tobramicinas. En algunas realizaciones, los dos o mas
ligandos de union a ARN colgantes son neomicinas. En algunas realizaciones, los dos o mas ligandos de unién a
ARN colgantes son bisbencimidazoles, tales como en el caso donde los dos o mas ligandos de unién a ARN
colgantes son pibenzimoles, ejemplos de los cuales incluyen Hoechst 33258.

[0082] Como se usa en este contexto, “cadena principal de polimero” se entiende que se refiere a una
coleccidn sustancialmente lineal que se repite de 3 o mas (p. €j., 4 0 mas, 5 0 mas, etc.) atomos que estan unidos
covalentemente entre si. La cadena principal de polimero es un peptoide donde la cadena principal de polimero
tiene una estructura -C(O)-N-alquileno que se repite (p. €j., una estructura -C(O)-N-CHz- que se repite, tal como
donde la cadena principal de polimero se puede representar por la férmula: [-C(O)-N-CH2].- donde z es un nimero
entero mayor que o igual a 2, tal como de 2 a 1000, de 3 a 1000, de 4 a 1000, de 5 a 1000, de 2 a 200, de 3 a 200,
de 4 a 200, de 5 a 200, de 2 a 100, de 3 a 100, de 4 a 100, de 5 a 100, y/o 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, y
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similares.

[0083] Como se ha indicado antes, los dos 0 mas ligandos de union a ARN colgantes estan unidos (p. €j., de
forma covalente) a la cadena principal de polimero, por ejemplo, por un resto conector, ejemplos de los cuales
incluyen los descritos antes en el contexto de la férmula I. De forma ilustrativa, en el caso donde la cadena principal
de polimero es una cadena principal de polimero peptoide, los dos 0 mas ligandos de unidon a ARN colgantes
pueden estar unidos (p. €j., por un conector opcional) a algunos o a todos los atomos de nitrégeno de la cadena
principal de polimero peptoide. Estos atomos de nitrégeno en la cadena principal de polimero peptoide que no estan
unidos a ligandos de unién a ARN colgantes pueden estar sustituidos con sustituyentes iguales o diferentes, tales
como grupos alquilo o arilo (algunos o todos los cuales de grupos alquilo o arilo pueden estar sustituidos o no).

[0084] Los procedimientos para hacer los presentes compuestos que se dirigen a ARN que usan una cadena
principal de polimero peptoide incluyen los descritos en lo que antecede en relacion con la preparacion de
compuestos que se dirige a ARN de formula I.

[0085] Los compuestos de la presente invencion se pueden usar en una variedad de formas.

[0086] De forma ilustrativa, los compuestos se pueden usar, por ejemplo, en un ensayo de unién competitivo,
para determinar la capacidad de otros compuestos para unirse a ARN particular o motivos de ARN particulares.
[0087] A modo de ilustracion adicional, los compuestos de la presente invencion que incluyen un colorante (p.

ej., un colorante fluorescente), una etiqueta, un marcador u otra sonda, se pueden usar para detectar la presencia de
un ARN particular o motivos de ARN particulares en una muestra. Dichos ensayos se pueden llevar a cabo in vivo,
ex vivo o in vitro. De forma ilustrativa, los compuestos de la presente invencion que incluyen un colorante (p. €j., un
colorante fluorescente) u otra sonda, se pueden usar para detectar la presencia, cuantificar la cantidad y/o
determinar la localizacién del ARN particular o motivos de ARN particulares que pueden estar presentes en una
muestra, tal como una muestra biolégica, una muestra de tejido, una muestra de sangre, una muestra de orina, una
muestra de célula o en un organismo.

[0088] A modo de ilustracion también, los compuestos de la presente invencién se pueden usar para tratar
enfermedades o afecciones mediadas por ARN, tales como enfermedades o afecciones que son causadas por
repeticiones tripletes, por ejemplo, repeticiones tripletes en regiones no codificantes (ejemplos de las cuales incluyen
la distrofia miotonica (repeticion CUG), ataxia espinocerebelosa tipo 8 (repeticion CUG), sindrome de X fragil
(repeticibn CGG), sindrome de XE fragil (repeticion GCC), ataxia de Friedreich (repeticion GAA), y ataxia
espinocerebelosa tipo 12 (repeticibn CAG)) y repeticiones triplete en regiones codificantes (los ejemplos de las
cuales incluyen la ataxia espinocerebelosa tipo 1 (repeticion CAG), ataxia espinocerebelosa tipo 2 (repeticion CAG),
ataxia espinocerebelosa tipo 3 (repeticion CAG), atrofia muscular espinobulbar (enfermedad de Kennedy) (repeticién
CAG), enfermedad de Huntington (repeticion CAG), atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (repeticion CAG), ataxia
espinocerebelosa tipo 6 (repeticion CAG), y ataxia espinocerebelosa tipo 7 (repeticion CAG)); o que son causadas
por tetra repeticiones de ARN, tales como la distrofia mioténica tipo 2 (repeticiones CCUG).

[0089] Por ejemplo, la presente invencion se refiere al uso del compuesto dirigido de la presente invencién en
un procedimiento para tratar una enfermedad causada por repeticiones triplete o tetra repeticiones de ARN en un
sujeto, en el que al menos algunos de los ligandos de unién a ARN (p. €j., cada uno de los ligandos de unién a ARN)
se une a un motivo de repeticion triplete o tetra repeticion de ARN. En algunas realizaciones, la enfermedad es la
distrofia miotdnica, y algunos o todos los ligandos de uniéon a ARN se unen a un motivo de repeticién triplete CUG de
ARN. En algunas realizaciones, la enfermedad es la distrofia miotdnica, y los ligandos de unién a ARN son iguales o
diferentes y se seleccionan de azucares aminoglucdsidos y bisbencimidazoles. En algunas realizaciones, la
enfermedad es la ataxia espinocerebelosa tipo 8, y algunos o todos los ligandos de unién a ARN se unen a un
motivo de repeticion triplete CUG de ARN. En algunas realizaciones, la enfermedad es la ataxia espinocerebelosa
tipo 8, y los ligandos de unién a ARN son iguales o diferentes y se seleccionan de azlcares aminoglucésidos y
bisbencimidazoles. En algunas realizaciones, la enfermedad es el sindrome de X fragil, y algunos o todos los
ligandos de union a ARN se unen a un motivo de repeticién triplete CGG de ARN. En algunas realizaciones, la
enfermedad es el sindrome de XE fragil, y algunos o todos los ligandos de unién a ARN se unen a un motivo de
repeticion triplete GCC de ARN. En algunas realizaciones, la enfermedad es la ataxia de Friedreich, y algunos o
todos los ligandos de union a ARN se unen a un motivo de repeticion triplete GAA de ARN. En algunas
realizaciones, la enfermedad se selecciona de ataxia espinocerebelosa tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 6, tipo 7 o tipo 12,
atrofia muscular espinobulbar, enfermedad de Huntington, y atrofia dentato-rubro-palido-luisiana; y algunos o todos
los ligandos de unién a ARN se unen a un motivo de repeticion triplete CAG de ARN. En algunas realizaciones, la
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enfermedad es la distrofia miotdnica tipo 2, y algunos o todos los ligandos de union a ARN se unen a un motivo de
tetra repeticiones CCUG de ARN.

[0090] El compuesto que se dirige a ARN mencionado antes de la presente invencion se puede administrar a
un sujeto por cualquier via convencional. Las composiciones de la presente memoria se pueden hacer de cualquier
forma adecuada apropiada para el uso deseado. Los ejemplos de formas farmacéuticas adecuadas incluyen formas
farmacéuticas orales, parenterales o tdpicas.

[0091] De forma ilustrativa, las formas farmacéuticas orales incluyen comprimidos, polvos dispersables,
granulos, capsulas, suspensiones, jarabes y elixires. Los diluyentes y vehiculos inertes para comprimidos incluyen,
por ejemplo, carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa y talco. Los comprimidos también pueden contener
agentes de granulacion y disgregacion, tales como acido alginico; agentes aglutinantes, tales como almidén, gelatina
y goma arabiga; y agentes lubricantes, tales como estearato magnésico, acido estearico y talco. Los comprimidos
pueden no estar recubiertos o estar recubiertos por técnicas conocidas para retrasar la disgregacion y absorcion.
Los diluyentes y vehiculos inertes que se pueden usar en cépsulas incluyen, por ejemplo, carbonato de calcio,
fosfato de calcio y caolin. Las suspensiones, jarabes y elixires pueden contener excipientes convencionales, por
ejemplo, metilcelulosa, tragacanto, alginato sodico; agentes humectantes, tales como lecitina y estearato
polioxietilenado; y conservantes, tales como p-hidroxibenzoato de etilo.

[0092] Las formas farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones,
suspensiones, dispersiones, emulsiones y similares. También se pueden fabricar en forma de composiciones soélidas
gue se pueden disolver o suspender en medio estéril inyectable inmediatamente antes de usar. Pueden contener
agentes de suspension o dispersantes conocidos en la materia. Los ejemplos de administracion parenteral son la
administracion intraventricular, intracerebral, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, rectal y subcutanea.

[0093] Ademas de los anteriores, en general componentes no activos de las formulaciones descritas antes,
estas formulaciones pueden incluir otros materiales activos, por ejemplo, agentes activos que se han identificado
como Utiles en el tratamiento de enfermedades o afecciones autoinmunitarias o en el alivio de sintomas asociados
con las mismas. Estos agentes activos pueden ser agentes activos de base amplia, tales como los que son Utiles en
el tratamiento de una variedad de enfermedades o afecciones autoinmunitarias o en el alivio de sintomas asociados
con una variedad de enfermedades o afecciones autoinmunitarias; o pueden ser mas especificos, como en el caso
donde el otro agente activo es especifico para el tratamiento de la enfermedad o afeccion autoinmunitaria particular
gue padece el sujeto, o en el alivio de los sintomas asociados con la enfermedad o afeccién autoinmunitaria
particular. Como ilustracion adicional de los agentes activos que se pueden incluir adicionalmente en las
formulaciones descritas antes (es decir, ademas de los compuestos que se dirigen a ARN y ademas de los
componentes no activos), se pueden mencionar compuestos activos que se usan de forma convencional para tratar
o aliviar de otra forma los sintomas de la distrofia mioténica y/o complicaciones relacionadas.

[0094] Se apreciara que la cantidad de compuesto que se dirige a ARN preferida real para administrar de
acuerdo con la presente invencion variara de acuerdo con el compuesto que se dirige a ARN particular que se esta
usando, la composicion particular formulada y el modo de administracion. Los expertos en la materia pueden tener
en cuenta muchos factores que pueden modificar la accion del compuesto que se dirige a ARN (p. €j., peso corporal,
sexo, dieta, tiempo de administracién, via de administracién, tasa de excrecién, afeccion del sujeto, combinaciones
de farmacos y reacciones de sensibilidad y gravedad). La administracién se puede llevar a cabo de forma continua o
periédica dentro de la dosis maxima tolerada. Las tasas de administracién éptimas para un conjunto de condiciones
dado las puede determinar el experto en la materia usando ensayos de administracién de dosis convencionales.

[0095] A modo de ilustracion adicional también, los compuestos que se dirigen a ARN de la presente
invencion se pueden usar para interferir en la interaccion de la proteina muscleblind con moléculas de ARN que
comprenden repeticiones CUG. El procedimiento incluye poner en contacto las moléculas de ARN con un compuesto
que se dirige a ARN de la presente invencion, en el que algunos o todos los ligandos de uniéon a ARN se unen a un
motivo de repeticion triplete CUG de ARN. De forma ilustrativa, los ligandos de unién a ARN pueden ser iguales o
diferentes y se pueden seleccionar de azUcares aminoglucésidos y bisbencimidazoles, ejemplos de los cuales
incluyen los descritos antes. El contacto se puede llevar a cabo in vivo, ex vivo o in vitro. En los casos donde el
contacto se lleva a cabo in vivo, por ejemplo, en un sujeto que padece distrofia miotdnica y/u otras enfermedades o
afecciones que implican la interaccién de la proteina muscleblind con moléculas de ARN que comprenden
repeticiones CUG, el compuesto que se dirige a ARN se puede administrar por cualquiera de las rutas y en
cualquiera de las composiciones descritas antes.
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[0096] La presente invencion se ilustrara mas mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS

Ejemplo 1 - Preparacién de compuestos que se dirigen a ARN multivalentes gue presentan ligandos de unién a ARN
kanamicina A

[0097] Este ejemplo 1 y los siguientes ejemplos 2-4 describen procedimientos para preparar oligbmeros
multivalentes que se dirigen a ARN. Estos oligdbmeros estan decorados con mdltiples copias de un solo ligando o de
varios ligandos diferentes que se unen a un motivo de ARN. Los ligandos se presentan de forma multivalente en
polimeros peptoides [31] que estan funcionalizados con azidas adecuadas para la conjugacién con ligandos que
presentan un alquino por una reaccion de cicloadicién 1,3-dipolar de Huisgen [32-34]. También se describen el
disefio y la sintesis de peptoides en los que varia la separacion entre los ligandos por acoplamiento de metilamina
en una cadena de peptoide en crecimiento.

[0098] Para ilustrar la presente invencion, estos ejemplos describen la sintesis de peptoides que presentan
6’-N-5-hexinoato-kanamicina A con diferente separacién. Los autores de la invencién han identificado este derivado
de kanamicina como un compuesto candidato para la unién al motivo 5’CUG/3'GUC que esta presente en multiples
copias en un ARN que produce una forma de distrofia muscular llamada distrofia mioténica ("DM") [35-41]. La
presencia de una repeticion 5’CUG/3'GUC expandida (CUGn) se une a una proteina muscleblind, previniendo la
funcibn muscular normal y causando la DM. La alteracion de muscleblind-CUGn mediante la kanamicina A
presentada de forma multivalente podria ser el primer tratamiento de la causa de la DM.

Ejemplos 2 - Preparacion de ligandos de unién a ARN

[0099] El 5-hexinoato de N-succinimidilo se prepar6 usando el procedimiento descrito a continuacion:
@ 2 SO 1 9\/\//
== e - -~
P N-OH —————3 N-O
O o)

se disolvié acido 5-hexinoico (1 g, 8,3 mmol) en 4 ml de una mezcla de cloroformo y DMF (9:1) y se agit6. A esta
solucion se afiadié N-hidroxil-succinimida (0,95 g, 8,3 mmol) y N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodimida ("EDC")
(1,58 g, 8,3 mmol), y la reaccién se agité durante la noche. Después la reaccién se diluyé a 100 ml con cloruro de
metileno y se extrajo con HCI 0,1 N (3x50 ml) y NaHCOs al 5 % (3x50 ml), se sec6 sobre MgSOa, y se concentrd. La
mezcla de reaccién bruta se us6 para todos los experimentos posteriores (1,1 g, rendimiento de 60 %). El analisis
por TLC (EtOAc:CH2Cl2 3:7) mostré un solo producto (Rt 0,70).

[0100] La N-benciloxicarboniloxi-5-noreborneno-endo-2,3-dicarboximida se prepard usando el procedimiento
descrito a continuacion:

N S =
Q) — 00

Se ha descrito una sintesis de este compuesto usando fosgeno [42]. Para eliminar el uso de fosgeno, se desarrolld
una sintesis nueva y mas segura. Este compuesto se us6 en la sintesis de la 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-
kanamicina Ay 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-neamina, como se ha descrito [43]. La endo-N-hidroxi-5-norborneno-
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2,3-dicarboximida (10 g, 56 mmol) se disolvié en 100 ml de CH2Cl2 y 5 ml de piridina y se agitd en un bafio de hielo.

Se afiadio cloroformiato de bencilo, y la solucion se agitdé durante una noche y se calent6 a temperatura ambiente. A

la mafiana siguiente, la solucion se calenté a 48 °C durante 3 h. El disolvente se elimin6 mediante rotavapor y el

sélido se recristaliz6 en MeOH acuoso al 90 % para dar agujas transparentes (10,1 g, 31 mmol, 57 % de
5 rendimiento). El espectro de RMN *H era idéntico al descrito en [42].

[0101] La 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-6'-N-5-hexinoato-kanamicina A se prepar6 usando el
procedimiento descrito a continuacion:

O
0 Q  #
QN‘ DM

3 OH NHBoc NHBoc
Qm/NHBoc o NHBoc
T ons Q ong
; Né—!Bac NHBoc
o) OH 0 OH
OH OH

10

A una solucién de 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-kanamicina A [43] (200 mg, 255 pmol) en 6,0 ml de DMSO se

afiadio 5-hexinoato de N-succinimidilo (140 mg, 714 umol, 2,8 eq), y la reacciéon se agité durante la noche. La

mezcla de reaccién se evapor6 en un SpeedVac y se purificé por cromatografia en gel de silice (CHCls: MeOH:
15 NH40H, 4:1:0,1) para dar el producto deseado (155 mg, 166 pmol, 65 %, R = 0,2).

[0102] La sal del acido trifluoroacético de la 6'-N-5-hexinoato-kanamicina A (31) se prepard usando el
procedimiento descrito a continuacion:

T FAEN
0O , : OH3
OH3 NO"EOC . \ 31 %@N&-ﬁ

(@)

20 OH .
la 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-6’-N-5-hexinoato-kanamicina A (95 mg, 105 mmol) se disolvié en 10 ml de una
mezcla de CH2Cl2 y acido trifluoroacético ("TFA") (1:1) y se agité durante 1 h a temperatura ambiente. La reaccion se
diluy6 con 10 ml de tolueno y se concentrd. Después se afiadié una porcion adicional de tolueno, y la reaccion se

25 concentr6é de nuevo. Se obtuvo un aceite amarillo que se disolvié en 10 ml de agua nanopura y se liofilizd. Se aislo
un sélido marrén, y el sélido se puso en tubos Eppendorf en los que se afiadieron 4 ml de éter dietilico. Los tubos se
voltearon durante 2 h. Los tubos se centrifugaron para sedimentar el sélido y se decanté el éter. El disolvente
residual se separo por concentracion a vacio, y se obtuvo un sélido blanco (45 mg, 80 pmol, 76 %).

30 [0103] La 1,3,2'-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-6’-N-5-hexinoatoneamina se preparé usando el procedimiento
descrito a continuacion:
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& 2 o
0 4
HQ e

¥ NHgoc ) NHBoc
BocH gamG( 0 BocHN  QT\E0\ NHBoc
OH

A una solucion de 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-neamina [43] (480 mg, 770 pumol) en 25,0 ml de MeOH con 200 ul
de trietilamina se afiadié 5-hexinoato de N-succinimidilo (150 mg, 730 umol), y la reaccién se agité durante la noche.

La reaccién se evapor6 a vacio y se purificd por cromatografia en columna (CHCIs: MeOH: NH4OH, 4:1:0,1) para dar
el producto deseado (408 mg, 560 umol, 74 %, Rs = 0,2).
[0104] La sal de acido trifluoroacético de la 6’-N-5-hexinoatoneamina se prepard usando el procedimiento
descrito a continuacion:

Q 0

W W

HN HN
6 0 7 &
~ TEADOM
HBoc (1.1

3 N NH,
Boc-N NHBoc ———  BodN NH,
M/ %ﬁé\:

Se afiadi6 1,3,2'-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-6’-N-5-hexinoatoneamina (320 mg, 447 umol) a 10 ml de TFA:DCM 1:1, y
la reaccién se agitd a temperatura ambiente durante 1 h. Se afiadié una parte alicuota de 10 ml de tolueno a la
solucion, y se concentré a vacio. Se afiadieron 10 ml adicionales de tolueno y se evaporaron. La muestra después
se disolvié en 4 ml de agua y se evapor6 en un concentrador a vacio para obtener un sélido marrén. A los soélidos se
afnadieron 10 ml de éter dietilico, y la solucion se agité durante una hora. Los sélidos se filtraron, y el éter que
guedaba se separ6 por concentracion a vacio para dar un sélido blanco (180 mg, 432 pmol, 97 %).

Ejemplo 3 - Sintesis de oligdmeros peptoides que presentan azidas para la presentacién multivalente de ligandos
gue se dirigen a ARN

[0105] La figura 3A muestra un esquema de la sintesis de oligdmeros peptoides multivalentes para presentar
multiples copias de 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A. El uso de metilamina como reaccionante en la sintesis permitia
la variacion en la separacion del ligando que se dirige al ARN de la 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A a lo largo de la
cadena principal peptoide, como puede verse en los peptoides que presentan azidas 32, 33 y 34 (figura 3A). Los
peptoides que presentan azidas después se conjugan con la 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A usando condiciones de
catalizador de Cu(l) para producir el compuesto que se dirige a ARN 35, como se muestra en la figura 3B. En la
figura 3B, el grupo identificado con "AG" tiene la estructura 36.

[0106] Se expone a continuacién una descripcién del procedimiento de sintesis del peptoide (ilustrado en la
figura 3A).

[0107] Se prepar6 una porcion de 100 mg de la resina de amida Fmoc-Rink (0,67 mmol/g de carga) para la
primera etapa de acoplamiento en un matraz de reaccién de fase solida de 10 ml (Chem Glass) por hinchamiento

durante 20 min en DMF seguido de lavado con metanol y después diclorometano. Se afiadieron 2 ml de solucién de
piperidina al 20 % en DMF a la resina, y la resina se agité a temperatura ambiente durante 20 min. El disolvente se
separd y se repitié la etapa. Después la solucién se agitd a temperatura ambiente durante 20 min. Se separo el
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disolvente y se repiti6 la etapa. Después la solucion se lavé con DMF y DCM (2 x 4 ml cada uno) y después con
DMF anhidra (3 x 4 ml).

[0108] El primer acoplamiento de acido bromoacético se llevd a cabo por adicion de 2 ml de acido
bromoacético 1 M en DMF a la resina junto con 400 ml de diisopropilcarbodiimida (“DIPC”). Después la solucion se
puso en un horno de microondas convencional y se calentd 3 x 10 s en el ajuste de descongelacién. El matraz se
retird y se agitd manualmente para mezclar la resina entre cada incubaciéon de microondas. Después el matraz se
agité a 37 °C durante 20 min. Los reactivos se drenaron y se repitieron las etapas de acoplamiento. Después del
segundo acoplamiento, la resina se lavo con DMF y DCM (2 x 4 ml cada uno) y finalmente con DMF anhidra (3 x 4
ml).

[0109] Después la resina se acoplé con 3-azidopropilamina (200 pl, 3 mmol) en 2 ml de DMF y el matraz de
reaccion se calenté en un microondas, se incubé a 37 °C y se lavé como se ha descrito antes. Para el peptoide 32,
todos los acoplamientos posteriores usaron 3-azidopropilamina. Para los peptoides 33 y 34, se us6 metilamina en
diferentes etapas para variar la separacion de la azida en la cadena de peptoide. La metilamina se acoplé por
incubacién de la resina con 2 ml de una solucién de metilamina 2 M en tetrahidrofurano (“THF”"), como se ha descrito
para el acoplamiento del acido bromoacético; y cada acoplamiento con metilamina se repitié 3 veces. Cada una de
estas etapas se alterné hasta que se obtuvo un peptoide de la composicién deseada (33 y 34).

[0110] Después de todas las etapas de acoplamiento, la resina se lavé con metanol y DCM (4 x 3 ml cada
uno), y los peptoides se escindieron de la resina por adicién de 2 ml de un coctel de desproteccion compuesto de
acido trifluoroacético ("TFA"):H20 95:5. El matraz de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 30 min. El
disolvente que contenia el peptoide bruto se separ6 de la resina, y la resina se desprotegié de nuevo con 3 x 2 ml de
coctel de desproteccién. Las soluciones que contenia peptoide bruto se combinaron y se secaron en un
concentrador SpeedVac. Se obtuvo un aceite viscoso amarillo/marrén. Los peptoides se purificaron después usando
un HPLC Waters equipado con una columna C8 de 3 um 19x150 mm a 10 ml/min y deteccion UV a 218 nm. Se
aplico al sistema un gradiente de 95 % de agua/5 % de acetonitrilo (MeCN) con 0,1 % de TFA a 30 % de agua/70 %
de acetonitrilo con 0,1 % de TFA a lo largo de 30 min. Los tiempos de retencion para los peptoides eran: 14,5 min
para 32; 16,0 min para 33, y 24 min para 34. Las muestras después se sometieron a analisis por espectrometria de
masas ("MS") para confirmar la identidad de los productos. ESI-MS: 32, observado 438 (M + H+); 33, observado 602
(M + Na+); 34, observado 722 (M + H+).

[0111] A continuacién, se expone una descripcion del procedimiento usado para el acoplamiento de
peptoides a 31 por procedimientos de quimica clic (ilustrado en la figura 3B).

[0112] Los peptoides 32-34 se hicieron reaccionar con 31 usando 2 equivalentes de 31 con respecto a la
carga de la azida en los peptoides. Las reacciones tipicas se completaron con 5,7 umol de peptoide puro y 34,2
pmol de 31. Estas reacciones se completaron en dimetilsulféxido (“DMSQ”):H20 4:1 con &cido ascérbico 2 mM,
TBTA 200 uM [32] (un ligando de Cu+ que acelera las reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares de Huigsen 1,3), y
CuSO4 1 mM. Después de afiadir todos los reaccionantes, el recipiente de reaccion (un tubo Eppendorf de 2 ml) se
traté con ultrasonidos para disolver todos los reaccionantes. Después el tubo se volted a temperatura ambiente
durante la noche. Después las reacciones brutas se purificaron por HPLC usando las mismas condiciones descritas
para la purificacion de peptoide anteriormente. Los compuestos tenian un tiempo de retencién tipico de 18 min para
cada compuesto. Se us6 MALDI MS para confirmar la identidad de los productos. El producto del procedimiento clic
de 32 + 31: observado 2172 (M + H*); producto del procedimiento clic (35) de 33 + 31: observado 2337 (M+ Na%);
producto del procedimiento clic de 34 + 31: observado 2457 (M + H*).

Ejemplo 4 - Unién de 31 a un oligonucledtido gue presenta una sola copia del motivo 5’CUG/3'CUG que, cuando
esta presente en multiples copias del gen DMPK, causa distrofia mioténica

[0113] Se us6 un ensayo basado en fluorescencia para estudiar la unién de 31 a varios ARN y ADN. Con el
fin de completar estos estudios, los autores de la invencién conjugaron un marcador de fluoresceina en 31 haciendo
reaccionar el isotiocianato de fluoresceina con la 3-azidopropilamina. La fluoresceina marcada con azida se conjugo
con 31.

[0114] La sintesis del acido 5-(3-(3-azidopropil)tioureido)-2-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-il)benzoico se llevo
a cabo usando el siguiente procedimiento:
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N;

Se disolvié isotiocianato de fluoresceina (34 mg, 87 pmol) en 500 ul de DMF con 15 ml de base de Hiinig. Después
se afiadié 3-azidopropilamina (1,3 eq, 10,5 mg, 12 ul). La reaccion se tratd con ultrasonidos para disolver todos los
reaccionantes y se volte6 a temperatura ambiente durante la noche. Después una parte alicuota de la reaccién se
sometid a espectrometria de masas para confirmar la formacién del producto y el consumo del material de partida.
(ESI+) encontrado: 490,1 1 (M + H*). Después la reaccion se puso en un SpeedVac durante la noche para separar el
disolvente y la 3-azidopropilaminano acoplada. Se obtuvo un rendimiento cuantitativo.

[0115] La 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A marcada con fluoresceina y protegida con Boc se preparé usando
el procedimiento descrito a continuacion:

TBTA, Cu(SO,), Vit. C
w N’\/\Nf
HN N:N H

NHBoc

Ny HCJ m NHBm

B

A una solucién que contenia 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-6’-N-5-hexinoato-kanamicina A (21,6 mg, 24 umol) en
una mezcla de DMSO:H20O 7:3 se afiadieron &cido 5-(3-(3-azidopropil)-tioureido)-2-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-
il)benzoico (15 mg, 30 pmol), CuSOs 1 mM, Vitamina C 1 mM, y TBTA 100 mM [32], y la reaccion se volte6 durante
la noche en un tubo Eppendorf a 37 °C. La reaccion se analiz6 por espectrometria de masas para confirmar la
formacion del producto y consumo del material de partida 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A. (ESI+) encontrado: 1368
(M+H™*). Después el producto se purificé por HPLC equipado con una columna preparativa Waters Symmetry C8 (7
pm, 19X150 mm). Se aplicé un caudal de 10 ml/min y un gradiente de metanol de 0 a 100 % a lo largo de 30 min (tr
producto, 24,4 min). Rendimiento aislado: 12 mg, 40 %.

[0116] La 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A marcada con fluoresceina se preparé usando el procedimiento
descrito a continuacion:
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A una solucion de 500 pl que contenia 12 mg de 6’-N-5-hexinoato-kanamicina A marcada con fluoresceina y
protegida con Boc, se afadieron 500 pl de &cido trifluoroacético, y la reaccion se agité durante 30 min. Después la
reaccion se diluy6 a 10 ml con tolueno y se evaporé hasta sequedad. Después el producto se disolvié en agua y se
concentré en un SpeedVac durante la noche. El residuo se volte6 dos veces en 1 ml de éter dietilico separandose el
éter entre lavados. El producto se obtuvo en forma de un sélido amarillo/verde fluorescente MS (ESI+): 1068 (100 %,
M+H*) y 1090 (45 %, M+Na*). Se obtuvo un rendimiento cuantitativo.

[0117] Se us6 un ensayo basado en fluorescencia para determinar las constantes de disociacion y el nimero
de sitios de interaccién de interacciones de molécula pequefia-bucle interno. Mas en particular, para los ensayos de
afinidad en solucion, concentraciones diluidas en serie de ARN se reasociaron en 1X HB + BSA 40 ug/ml a 60 °C
durante 5 min y se dejaron enfriar lentamente en el laboratorio. Se afiadié 31 marcado con FITC en 1X HB + BSA 40
pg/ml a la solucién de ARN en una concentracion final de 10 mM. Después las muestras se pusieron en un pocillo de
una placa de 96 pocillos negra. Las muestras se dejaron incubaron durante al menos 30 min antes de leer la
fluorescencia en un lector de placas de fluorescencia Bio-Tek Synergy HT ajustado para filtros de FITC y una
sensibilidad entre 38-40. Se tomaron varias muestras en diferentes tiempos para asegurar que la intensidad de la
fluorescencia se tomaba después de que esas interacciones alcanzaran el equilibrio. Los experimentos de control
incluian la incubacién de un bucle interno seleccionado (concentraciéon de 3 uM) con FITC 10 nM. No se observaron
cambios en la fluorescencia. Los datos se ajustaron a una curva de saturacion de un sitio de grafica Sigma. Cuando
los datos se ajustaron a una ecuacién de saturaciéon de dos sitios, el ajuste de la curva no convergia con los datos.
Los datos de unidn se muestran en la figura 4, junto con las estructuras de los ARN en los que se llevaron a cabo los
ensayos. Los datos muestran que 31 se une especificamente a los ARN que tienen una sola copia del motivo
5’CUG/3'GUC que causa distrofia miot6nica.

[0118] La figura 5 es un esquema que indica una estrategia para usar peptoides multivalentes que presentan
31 para inhibir las interacciones muscleblind-CUGn. Como se muestra, la repeticion de triplete expandida se pliega
en una estructura de horquilla que secuestra muscleblind y causa distrofia mioténica. Se han llevado a cabo
experimentos que muestran que los peptoides multivalentes que presentan 31, preparados como se describe en la
presente memoria, se unen inesperadamente a ARN que contienen oligdmeros con multiples CUG (p. €j.,
r(CUG)110), Y se cree que esta union alterara las interacciones muscleblind-CUGn y se puede usar para tratar la
distrofia mioclénica.

Ejemplo 5 - Preparacién de compuestos que se dirigen a ARN multivalentes que presentan ligandos de unién a ARN
de bisimidazol

[0119] Este ejemplo 5 describe la sintesis de un compuesto que se dirige a ARN multivalente que presenta
un ligando de unién a ARN de bisimidazol, la azida Hoechst 33258 para dirigirse a CUGu14o.
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[0120] El derivado de azida Hoechst 42 se sintetiz6 por un procedimiento modificado [44] a partir del derivado
de Hoechst 41 y 3-azidopropilamina como se muestra en la figura 6A.

[0121] Las cadenas principales de peptoides se sintetizaron sobre un soporte sélido de resina de amida Rink
por un protocolo estandar, como se muestra en la figura 6B, usando los procedimientos analogos a los descritos en
el ejemplo 3.

[0122] La conjugacion de la azida Hoechst 42 con la cadena principal de peptoide se logré por el protocolo de
guimica clic post-oligomerizacion modificado [45] seguido de escision. Siguiendo ese procedimiento, se aislaron
cinco compuestos que se dirigen a ARN bivalentes (43a, 43b, 43c, 43d, y 44) después de purificacion por HPLC.
Los productos tienen la estructura mostrada en la figura 6C. En los compuestos 43a, 43b, 43c, y 43d, R es n-propilo,
ynes4,8, 12,y 16, respectivamente. En el compuesto 44, R es metilo, y n es 16.

[0123] Se usO el siguiente procedimiento para preparar meta-(4-acido hidroxibutirico)-Hoechst (41). Una
mezcla de 4-(3-formilfenoxi)butanoato de etilo [46] (0,37 g, 2,1 mmol) y 4-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-
benzo[d]imidazol-2-il)benceno-1,2-diamina [44], sal de acetato (0,8 g, 2,1 mmol) en 45 ml de nitrobenceno se agité a
140 °C durante 36 h en atmésfera de argon. Después la solucién se concentr6é hasta sequedad a vacio, y el residuo
se triturd con éter etilico (50 ml), se filtré y se lavo sobre el filtro con éter dietilico (4 x 20 ml). El producto bruto se
sect y se disolvio en etanol (15 ml) y después se afiadioé a la solucién hidroxido potasico (0,47 g, 8 mmol), y la
mezcla se calento a reflujo durante 4 h. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se diluy6é con agua (15 ml) y
se saturé con COz. En aproximadamente 1 h empezaron a precipitar cristales del producto. El producto se filtrg, se
lavo sobre el filtro con éter dietilico (4 x 20 ml) y se sec6. Rendimiento 0,9 g (84 %). MS-ESI (+) 511 (M+H*).

[0124] El siguiente procedimiento se usd para preparar meta-(N-(3-azidopropil)-4-hidroxibutanamida)-
Hoechst, sal de monohexafluorofosfato (42). Una mezcla de meta-(4-acido hidroxibutirico)-Hoechst (41) (0,9 g, 1,76
mmol), PyBOP™ (1,4 g, 2,64 mmol), y diisopropiletilamina (0,68 g, 5,28 mmol) en DMF (15 ml) se agité en atmdsfera
de argdn a temperatura ambiente durante 30 min, y después se afiadié 3-azidopropilamina (0,27 g, 2,64 mmol). La
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 40 h mientras se vigilaba el avance de la reaccién por TLC
(acetato de etilo/ metanol/trietilamina, 16:8:1). Después la solucién se concentré a vacio hasta un residuo gomoso
espeso (3 x 20 ml) y se cristalizd en etanol (10 ml), proporcionando cristales blanquecinos del producto. Rendimiento
0,7 g (54 %). MS-ESI(+) 593 (M+H*), MS-ESI (-) 145 (60 %, PF6°), 591 (30 %, M"), 637 (100 %, M+HCOy).

Ejemplo 6 - Preparaciéon de kanamicina-6’-N-hexinoato y su uso en la preparacién de compuestos que se dirigen a
ARN

[0125] La kanamicina-6’-N-hexinoato (45) se sintetizd de forma analoga al procedimiento de 6'-N-
derivatizacion regio y quimioselectivo [46] seguido de proteccién con Boc en un matraz, para dar el derivado de
kanamicina-alquilo 46. El esquema sintético se expone en la figura 7A.

[0126] La modificacion del procedimiento de quimica clic del derivado de kanamicina-alquilo 46 con 1-amino-
3-azidopropano seguido de tratamiento con FITC y desproteccion, condujo a un ligando marcado con fluorescencia
monovalente 48.

[0127] La preparacién de las cadenas principales de peptoides se llevé a cabo usando el esquema expuesto
en la figura 7C. Brevemente, las cadenas principales de peptoides se sintetizaron de forma similar al esquema
usado para los ligandos basados en Hoechst excepto que aqui las cadenas principales de peptoides tienen una
presentacion de azida en lugar de una de alquino.

[0128] La conjugacion del derivado de kanamicina-alquilo 46 con la cadena principal de peptoide se llevo a
cabo de forma similar al protocolo de clic de Hoechst seguido de escisiéon con eliminacion simultanea del grupo
protector Boc. Después de este procedimiento, se aislaron tres compuestos que se dirigen a ARN bivalentes (49a,
49b y 49c) después de purificacion por HPLC. Los productos tienen la estructura mostrada en la figura 7D. En los
compuestos 49a, 49b y 49¢c, nes 4, 8, 12, y 16, respectivamente.

[0129] Para facilitar los ensayos de cuantificacién y unién, los peptoides con marcador de fluoresceina
terminal unida por un conector 6-aminohexanoico (un 6-aminopentilcarbonilo) [47] se sintetizaron usando el
esquema preparativo expuesto en la figura 7E.

[0130] Después de conjugacion con el derivado de kanamicina-alquilo 46 y posterior escision de la resina y
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purificacién por HPLC, se aislaron cinco ligandos bivalentes y dos trivalentes. Los productos tienen la estructura
mostrada en la figura 7F. En los compuestos 10a, 10b, 10c, 10d, 10e, m es 0, y n es 3, 4, 6, 8, y 19,
respectivamente. En el compuesto 11a, mes 3,y n es 3;y en el compuesto 11a, mes 9, yn es 8.

Ejemplo 7 - Procedimientos y detalles experimentales usados en la preparacion de compuestos gque se dirigen a
ARN multivalentes que presentan ligandos de unién a ARN de bisimidazol y kanamicina

[0131] Este ejemplo 7 describe ademas procedimientos y detalles experimentales usados en los ejemplos 5y
6.

[0132] Se usaron los siguientes procedimientos de HPLC.

[0133] La pureza sintética se evalué por HPLC analitica en una columna Waters SYMMETRY™ C8 5 um

4,6x150 mm a temperatura ambiente en una bomba binaria de HPLC Waters 1525, equipada con un sistema
detector de absorbancia de doble A Waters 2487, con caudal de 1 ml/min y longitud de onda de 218/254 nm.
Gradiente lineal de 5 % a 95 % de B en A a lo largo de 35 min (A: agua+0,1 % de TFA, B: metanol+0,1 % de TFA,
VIV).

[0134] La purificacion de los ligandos del peptoide se llevé a cabo por HPLC preparativa en una columna
SYMMETRYPREP™ C8 7 um 19x150 mm a temperatura ambiente en una bomba binaria de HPLC Waters 1525
equipada con un detector de absorbancia de doble A Waters 2487, con caudal de 10 ml/min y longitud de onda de
218/254 nm.

[0135] Se uso el siguiente procedimiento para preparar el meta-(4-acido hidroxibutirico)-Hoechst (41). Una
mezcla de 4-(3-formilfenoxi)butanoato de etilo [48] (0,37 g, 2,1 mmol) y 4-(5-(4-metilpiperazin-1-il)-1H-
benzo[d]imidazol-2-il)benceno-1,2-diamina [44], sal de acetato (0,8 g, 2,1 mmol) en 45 ml de nitrobenceno se agité a
140 °C durante 36 h en atmésfera de argon. Después la solucién se concentré hasta sequedad a vacio, y el residuo
se triturd con éter dietilico (50 ml), se filtré y se lavé sobre el filtro con éter dietilico (4 x 20 ml). El producto bruto se
sect y se disolvio en etanol (15 ml) y después se afiadio a la solucién hidréxido potasico (0,47 g, 8 mmol), y la
mezcla se calento a reflujo durante 4 h. La reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se diluy6é con agua (15 ml) y
se saturd con CO2. En aproximadamente 1 h empezaron a precipitar cristales del producto. El producto se filtrd, se
lavo sobre el filtro con éter dietilico (4 x 20 ml) y se sec6. Rendimiento 0,9 g (84 %). MS-ESI (+) 511 (M+H?*).

[0136] Se us6 el siguiente procedimiento para preparar el meta-(N-(3-azidopropil)-4-hidroxibutanamida)-
Hoechst, sal de monohexafluorofosfato (42). Una mezcla de meta-(4-acido hidroxibutirico)-Hoechst (41) (0,9 g, 1,76
mmol), PyBOP™ (1,4 g, 2,64 mmol), y diisopropiletilamina (0,68 g, 5,28 mmol) en DMF (15 ml) se agit6 en atmosfera
de argdn a temperatura ambiente durante 30 min, y después se afiadié 3-azidopropilamina (0,27 g, 2,64 mmol). La
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 40 h mientras se vigilaba el avance de la reaccién por TLC
(acetato de etilo/ metanol/trietilamina, 16:8:1). Después la solucién se concentrd a vacio hasta un residuo gomoso,
espeso. El residuo se lavd con agua (3 x 20 ml) y se cristaliz6 en etanol (10 ml), proporcionando cristales
blanquecinos del producto. Rendimiento 0,7 g (54 %). MS-ESI(+) 593 (M+H*), MS-ESI(-) 145 (60 %, PF6), 591 (30
%, M), 637 (100 %, M+HCO2).

[0137] Se us6 el siguiente procedimiento para preparar 1,3,3"-tri-N-(terc-butoxicarbonil)-kanamicina-6’-N-
hexinoato (46). A una solucién de la base libre de kanamicina A (0,2 g, 0,4 mmol) en una mezcla de acetona-agua
(1:1, 10 ml), se afiadié N-(6-hexinoiloxi)-5-norborneno-2,3-dicarboximida (0,1 g, 0,36 mmol), y la reaccién se agit6 a
temperatura ambiente durante 20 min. Después, se afiadié a la mezcla anhidrido de Boc (0,53 g, 2,4 mmol), y la
reaccion se agité durante 24 h a temperatura ambiente. El precipitado blanco se filtr6, se lavé con éter etilico (6x5
ml), y se sec6 proporcionando el producto puro idéntico a la muestra de referencia obtenida por un esquema
sintético diferente. Rendimiento 0,17 g (47 %). MS-ESI(+) 879 (M+H*).

[0138] Se uso el siguiente procedimiento para preparar la kanamicina marcada con 6'-N-fluoresceina (48). A
una solucion de 1,3,3"-tri- N-(terc-butoxicarbonil)-kanamicina-6’-N-hexinoato (46) (9 mg, 10 umol) en DMSO (81 ul),
se afiadieron 3-azidopropilamina (6 pl, 50 pmol) y soluciones de TRIS<HCI (1 pl, 1 M en agua), CuSOa4 (10 pl, 0,01 M
en agua), acido ascorbico (1 ml, 0,1 M en agua), y TBTA (1 ml, 0,01 M en DMSO/terc-butanol, 1:4). La mezcla se
incub6é a 60 °C durante la noche y se concentré hasta sequedad. El residuo se disolvi6 en DMSO (0,2 ml), y se
afnadieron a la solucion isotiocianato de fluoresceina ("FITC") (8 mg, 20 umol) y trietilamina (7 pl, 50 pmol). La
reaccion se incub6 a 40 °C durante 1 h y después se concentrd hasta sequedad. El residuo se disolvié en metanol y
se purific6 por HPLC preparativa. Las fracciones combinadas se concentraron hasta sequedad, y al residuo se
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afadié una mezcla de TFA/DCM/agua (60:40:2, 0,5 ml). La solucién se agité suavemente a temperatura ambiente
durante 1 h y se concentré hasta sequedad. Después de liofilizacion del agua, se obtuvieron 7,3 mg (5,2 mmol) del
producto (sal de tris-trifluoroacetato). MS-ESI (+) 1068 (100 %, M+H*), 535 (50 %, M+2H").

[0139] El protocolo general para la sintesis de peptoide se describe a continuacién. Los oligémeros peptoides
se sintetizaron a temperatura ambiente (22 °C) en columnas de cromatografia BioRad POLY-PREP™ (0,8x4 cm)
ortogonalmente instaladas en una placa del agitador Thermolyne MAXI-MIX IIITM. La resina de poliestireno-amida
Rink protegida con Fmoc (AnaSpec) con un nivel de sustituciéon de 0,45 mmol/g (23 mg, 10 mmol) se hinch6 en DCM
(2 ml) durante 20 min, se dren6 y se desprotegié con 1 ml de piperidina al 20 % en DMF durante 40 min con
agitacion a 800 rpm, seguido de drenaje y después lavado con DMF (6x3/6x3 ml).

[0140] La etapa de acoplamiento se llevé a cabo como sigue. A la amina unida a la resina se afiadieron acido
bromoacético (0,2 ml, 1 M en DMF) y diisopropilcarbodiimida ("DIC") (0,2 ml, 1 M en DMF). La resina se agit6
durante 20 min a 1000 rpm, se drend y después se lavé con DMF (5x2/5x2 ml).

[0141] La etapa de desplazamiento implicaba un procedimiento en dos etapas. En una etapa, se introdujo por
adicién secuencial en la columna, un homélogo del procedimiento clic, DMF (0,2 ml) y la amina correspondiente (20
ml de 3-azidopropilamina o propargilamina). La resina se agité durante 3 h a 1000 rpm, se drend y después se lavo
con DMF (5x2/5x2 ml). En la otra etapa, la cadena se extendid con un espaciador por adicion secuencial en la
columna, de DMF (0,2 ml) y propilamina (50 ml). La resina se agit6 durante 20 min a 1000 rpm, se drend y después
se lavé con DMF (5x2/5x2 ml).

[0142] Se siguié el siguiente protocolo general para la introduccion de ligando post-oligomerizacion del
peptoide, procedimiento de quimica clic. El oligdmero unido a la resina se lavé con metanol (3x2 ml) y diclorometano
(3x2 ml) y se secé bajo una corriente de aire, y una pequefia parte de la resina se escindié y se analizé por HPLC y
MS-ESI antes de una etapa de conjugacién. Después, en una columna que contenia el oligémero unido a resina, se
afiadido un homologo del procedimiento clic (4 equivalentes por sitio de conjugacion). La columna se cerrd con un
septum de caucho y se purgd con argon durante 20 min. Después la columna se tap6 de otro lado, y se cargaron 2
ml de solucién de catalizador previamente preparada (acetato de cobre 0,1 M, diisopropiletilamina 1 M, acido
ascorbico 0,1 M, y TBTA 0,01M en piridina/DMF, 3:7) en la columna en atmdsfera de argén. La reaccion se traté con
ultrasonidos (Branson BRANSONIC™ 5210, 140 vatios, 47 kHz) en la oscuridad a 40 °C con mezcla con voértice
perioddica durante 36 h. La solucién del procedimiento clic se dreno; y la resina se lavé con DMF (5x2 ml), acido
ascorbico al 2 % en piridina (5x2 ml), y DMF (5x2/5x2 ml) y se lavo con metanol (3x2 ml) y diclorometano (3x2 ml). El
producto se escindié de la resina en una mezcla de TFA/DCM/agua (60:40:2, 2x1 ml) con agitacion (600 rpm) a
temperatura ambiente durante 1 h. El filtrado se concentrd bajo una corriente de aire, el residuo se disolvié en agua
y el producto se aislé por HPLC preparativa. Se analizaron las fracciones por MS-ESI. Las fracciones combinadas
del producto se concentraron hasta sequedad y el producto se liofilizé del agua.

[0143] Se sigui6 el siguiente protocolo general para el marcaje con fluoresceina post-oligomerizacion del
peptoide. El oligbmero unido a la resina se lavé con metanol (3x2 ml) y DCM (3x2 ml) y se sec6 bajo una corriente
de aire; y se afiadieron acido Fmoc-6-aminohexanoico ("Fmoc-e-Ahx-OH") (18 mg, 50 mmol) y DIC (0,2 ml, 1 M en
DMF). La resina se agitd a temperatura ambiente durante 2 h a 800 rpm, se drend, se aclaré6 con DMF (5x2/5x2 ml),
y se desprotegid con 1 ml de piperidina al 20 % en DMF durante 50 min con agitacién a 800 rpm, seguido de drenaje
y después aclarado con DMF (6x3/6x3 ml). Después, se afiadieron en una columna 4(5)-carboxi-fluoresceina (19
mg, 50 umol), N-hidroxibenzotriazol (11 mg, 80 umol), DMF (0,1 ml), y DIC (0,2 ml, 1 M en DMF). La resina se agité
a temperatura ambiente durante 2 h a 800 rpm, se drend y se lavé con DMF (6x3 ml), y se aclaré con DMF (5x2/5x2
ml). El oligdmero unido a resina con marcador de fluoresceina resultante después se conjugd con el correspondiente
ligando.
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LISTA DE SECUENCIAS

[0145]
<110> Disney, Matthew D.

<120> COMPUESTOS QUE SE DIRIGEN A ARN Y PROCEDIMIENTOS PARA HACERLOS Y USARLOS

<130> 007.00172 (R-6170A/B)

<140> US 12/072.291
<141> 2008-02-25

<150> US 60/903,212
<151> 2007-02-23

<150> US 61/004,389
<151> 2007-11-27

<160> 6

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 46

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de ARN que presenta motivo de bucle interno

<400> 1

gggagagggu uuaaucugua cgaaaguacu gauuggaucc gcaagg 46
<210>2

<211>40

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de casete

<400> 2

gggagagggu uuaauuacga aaguaauugg auccgcaagg 40
<210> 3

<211>18

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de tallo

<400> 3
gggagagggu uuaauuac 18

<210>4
<211>18
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<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de tallo

<400> 4

guaauuggau ccgcaagg 18
<210>5

<211>10

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de bucle de horquilla

<400>5

Cgcgaaagcg 10
<210>6

<211>87

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Repeticion CUG

<400> 6

cugcugcugc ugcugcugcu gcugcugcug cugcugcugc ugcugcugcu gcugcugcug

cugcugcugc ugcugcugcu gcugcug
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que se dirige a ARN capaz de unirse a un motivo de repeticién de ARN, comprendiendo
dicho compuesto una cadena principal de polimero peptoide que tiene una estructura que se repite -C(O)-N-CHa-
representada por la férmula [-C(O)-N-CH2-]; donde z es un namero entero mayor o igual a 2, y dos o mas ligandos
de unién a ARN colgantes, en donde dichos dos o mas ligandos de unidn a ARN colgantes estan unidos a algunos o
todos de dichos atomos de nitrégeno de la cadena principal de polimero peptoide y esos atomos de nitrégeno en la
cadena principal de polimero peptoide que no estan unidos a ligandos de uniéon a ARN colgantes estan sustituidos
con grupos alquilo o arilo que pueden estar sustituidos o no, y en el que dichos dos o mas ligandos de union a ARN
colgantes son iguales o diferentes y se seleccionan de azUcares aminoglucdsidos y bisbencimidazoles, en el que
cada uno de dichos dos 0 mas ligandos de unién a ARN colgantes se unen a un motivo de repeticion triplete de ARN
0 motivo de tetra repeticion de ARN.

2. Un compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dichos dos o mas
ligandos de union a ARN colgantes se unen a motivos estructurales de ARN.

3. El compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dichos dos o mas
ligandos de unién a ARN colgantes se unen a un motivo de bucle interno de ARN.

4, El compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que
cada uno de dichos dos o mas ligandos de uniéon a ARN colgantes se unen a un motivo de repeticion triplete de
ARN.

5. El compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que
cada uno de dichos dos 0 mas ligandos de union a ARN colgantes se unen a un motivo de repeticion triplete CUG de
ARN.

6. El compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que
cada uno de dichos dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes son iguales.

7. El compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que
dichos dos o mas ligandos de unién a ARN colgantes son azdcares aminoglucésidos.

8. El compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que
dichos dos 0 mas ligandos de union a ARN colgantes se seleccionan de kanamicina A, tobramicinas, neaminas y
neomicinas.

9. Una composicién que comprende el compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Un compuesto que se dirige a ARN de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la
composicion de la reivindicacion 9 para usar en el tratamiento de una enfermedad causada por repeticiones triplete o
tetra repeticiones de ARN en un sujeto.

11. El compuesto que se dirige a ARN para usar de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la enfermedad
se selecciona del grupo que consiste en distrofia mioténica, ataxia espinocerebelosa tipo 1, tipo 2, tipo 3, tipo 7, tipo
7 o tipo 12, sindrome del X fragil, ataxia de Friedreich, atrofia muscular espinobulbar, enfermedad de Huntington,
atrofia dentato-rubro-palido-luisiana o distrofia mioténica tipo 2.
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Fig. 2 (continuacién)
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Fig. 2 (continuacion)
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Fig. 2 (continuacion)
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Fig. 74
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