ES2712090 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 712 090
Eint. a1

A61K 38/00 (2006.01)
A61K 31/496 (2006.01)
C07D 233/22 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 29.08.2014  PCT/US2014/053520
Fecha y numero de publicacién internacional: 05.03.2015 WO15031819

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  29.08.2014  E 14841286 (9)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 16.01.2019  EP 3038637

Tl'tulo: Moléculas pequefias ensambladas modularmente para el tratamiento de la distrofia
mioténicatipo 1

Prioridad: @ Titular/es:

29.08.2013 US 201361871483 P THE SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE (100.0%)
10550 North Torrey Pines Road

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la La Jolla, CA 92037, US
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

09.05.2019 DISNEY, MATTHEW D. y
RZUCZEK, SUZANNE

Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2712090 T3

DESCRIPCION
Moléculas pequefias ensambladas modularmente para el tratamiento de la distrofia miotdnica tipo 1
Antecedentes

El ARN es una diana importante para sondas moleculares pequefias funcionales o con fines terapéuticos. Sin
embargo, muy pocos ARNs se han valorado como tal. Dianas validadas, incluyen el ARN ribosomal, 22 que
constituyen el 80-90% del ARN celular total,®5 y riboconmutadores, que se conocen como aglutinantes de
metabolitos que se pueden imitar como disefio inhibidor auxiliar. &£ Los compuestos que se dirigen al ribosoma y a
riboconmutadores han sido sondas extremadamente Utiles para ayudar a entender la funcién del ARN. Un cambio
principal en la biologia quimica del ARN es como aprovechar otros ARNs en el transcriptoma de una manera similar.
Este es un cambio considerable dado la poca abundancia celular de estos ARNsgy a la falta de moléculas pequefias
guia.?

En un esfuerzo por valorar otras dianas de ARN en el transcriptoma con moléculas pequefias, hemos desarrollado
una estrategia “ascendente” para disefiar moléculas que se unan a un ARN de interés. Esto es, definimos elementos
estructurales secundarios del ARN discreto, pequefio que son privilegiados para unirse a moléculas pequefias;1%-14
las interacciones se depositan después en una base de datos. Los elementos estructurales secundarios en nuestros
estudios de seleccién se mantuvieron intencionadamente pequefios para que fueran componentes similares a los
ARNSs celulares mas grandes. La estructura secundaria de un ARN diana se compara con nuestra base de datos de
interacciones, proporcionando compuestos guia. Las guias se pueden optimizar empleando varias estrategias que
incluyen la busqueda de semejanza quimica 1516 y/o el ensamblado modular. 21722 Una aplicacion de esta
estrategia ha sido el disefio racional de moléculas pequefias bioactivas que se dirigen al ARN que causa distrofia
miotonica de tipo 1 (DM1, de sus siglas en inglés).1517.18

La DM1 es una enfermedad neuromuscular incurable actualmente causada por un una expansion de r(CUG),
r(CUG)®®, en la region 3’ no traducida (UTR) del ARNm de la proteina quinasa mioténica (DMPK).232¢ E| ARNm se
pliega en una estructura en horquilla que muestra una repeticion regular de bucles internos de 1 x 1 nucleétido
(motivos 5'CUG/3'GUC; Figura 1)2526 que son flexibles conformacionalmente.£2Z Los bucles son sitios de unién de
alta afinidad por la proteina muscleblind-1 (MBNL1), y el secuestro de MBNL1 causa su inactivacion y posterior
desregulacion del splicing del pre-ARNm alternativo.283 |a formacion del complejo r(CUG)®*-MBNL1 causa varios
defectos asociados a la enfermedad que incluyen (Figura 1): (i) defectos de splicing al pre-ARNm;2832:34 (jj)
formacion de un foco nuclear que consiste en los complejos r(CUG)**®-proteina; 2537; vy, (iii) defectos de traduccion
del ARNm DMPK debido a un pobre transporte nucleo-citoplasmatico.38-42

Ya que la causa fundamental de la DM1 es r(CUG)®®, se han empleado una variedad de estrategias para alterar los
complejos r(CUG)®**-MBNLA1, liberando por tanto el MBNL1 y restaurando la regulacién del splicing alternativo. Los
oligonucledtidos que se dirigen al r(CUG)®®, mejoran los defectos asociados a la DM1 tras la inyeccién en modelos
de ratén de DM1. 334142 Sg han desarrollado pequefias moléculas que se dirigen a la diana r(CUG)*® incluyendo
pentamidina, bis-benzimidazoles, naftil piridinas, y triazinas.1315.17-19.43-46 | o5 mas potentes son los compuestos
ensamblados modularmente que se dirigen a la repeticion natural de r(CUG)®*, uniendo los motivos multiples
5’CUG/3'GUC simultaneamente.21712 Estos compuestos se componen de una estructura de ensamblado modular
que indica multiples copias de un modulo de union a ARN en una cadena simple 131719

Compendio

Los transcriptomas proporcionan una infinidad de ARNs potenciales que podrian ser dianas terapéuticas o sondas
de funcidn genética quimica. Sin embargo, las moléculas pequefias permeables celulares, generalmente no
aprovechan estas dianas, debido a la dificultad en el disefio de alta afinidad, ARN dirigido a pequefias moléculas
especificas. Como parte de un programa general para estudiar la funcion del ARN empleando moléculas pequenas,
se disefiaron moléculas pequefias ensambladas modularmente bioactivas que se dirigen a la repeticion de ARN
expandido no codificante que causa la distrofia mioténica tipo 1 (DM1), r(CUG)®***. En la presente memoria, se
presenta un estudio riguroso para aclarar las caracteristicas de los compuestos ensamblados modularmente que
proporcionan bioactividad.

Se investigaron diferentes estructuras de ensamblado modular incluyendo poliamidas, a-péptidos, (-péptidos, y
amidas terciarias peptidicas (PTAs, de sus siglas en inglés). En base a la actividad segun lo evaluado por la mejora
de los defectos asociados a la DM1, la estabilidad frente a las proteasas, permeabilidad celular, y toxicidad,
descubrimos que son O6ptimas estructuras limitadas, principalmente las PTAs. En particular, determinamos que
r(CUG)®® es la diana del PTA 6ptimo en modelos celulares y que la PTA 6ptima mejora los defectos asociadas a
DM1 en un modelo de ratdn. Se emplearon analisis biofisicos para investigar fuentes potenciales de bioactividad.
Estas investigaciones muestran que compuestos ensamblados modularmente tienen mayores tiempos de
permanencia sobre sus dianas y tasas mas rapidas que los modulos de union a ARN de los que se derivan; y tasas
mas rapidas que la proteina a la que se une r(CUG)®®, la inactivacion que da lugar a los defectos asociados a la
DM1. Estos estudios proporcionan informacién acerca de las caracteristicas de las moléculas pequefias que son
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programables para el ARN diana, permitiendo la facil optimizacion de terapias o sondas quimicas frente a otras
dianas de ARN celular. Véase, por ejemplo, la Patente US2008/0227213 A1.

En la presente memoria, se describen estudios detallados que ayudan al entendimiento de las caracteristicas en las
estructuras de ensamblado modular que proporcionan bioactividad. Esto demuestra que la naturaleza de la
estructura afecta significativamente a la potencia y a la bioactividad. Mediante el estudio de diferentes estructuras
incluyendo poliaminas, a-péptidos, B-péptidos, y amidas terciarias peptidicas (PTAs), determinamos que la PTA es
la estructura éptima en base a la bioactividad en dos ensayos celulares diferentes, de la estabilidad frente a las
proteasas, permeabilidad celular, y toxicidad. Estos estudios definen las caracteristicas que se pueden programar en
moléculas pequefias para proporcionar bioactividad y que se pueden aplicar para otras dianas potenciales ARN en
el transcriptoma.

En varias realizaciones, la invencion proporciona un compuesto de unién r(CUG)®*® dimérico de férmula (l)
H-Y-H (1)

en donde H es un grupo de férmula

Q
O\/\)Ljs

(H)

Z. ZT
Iz i
=z
O

en donde la linea ondulada indica una posicién de unién, y en donde Y es un 1,w-diaminoalcano que tienen grupos
amino primarios o secundarios en ambos extremos de un segmento de alcano lineal o ramificado, estos grupos
amino primarios o secundarios tienen enlaces de amida formados con los respectivos grupos carbonilo de los dos
grupos H de férmula (I), y que comprenden de manera opcional otros grupos amino, carboxamida, o peptidilo
adicional; o una sal aceptable farmacéuticamente de la misma. Mas especificamente, un enlazador Y puede ser un
1,w-diaminoalcano, que comprende opcionalmente otros grupos amino, carboxiamido, o peptidilo adicional; por
ejemplo, Y puede comprender ademas uno o mas segmentos a-peptidilo, segmentos (-peptidilo, segmentos
poliamina, segmentos amida terciaria peptidilo, o cualquier combinacion de los mismos.

La invencion puede proporcionar también un método de alteracion del complejo r(CUG)12-MBNL1, que comprende
administrar una cantidad eficaz de un compuesto de la invenciéon a una célula mamifera viva. La célula mamifera
viva esta en el tejido corporal de un paciente humano.

La invencion puede proporcionar también un método de tratamiento de la distrofia mioténica de tipo 1 en un paciente
humano, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema de la patologia de la enfermedad de DM1. Una expansion de repeticiones de r(CUG) (r(CUG)=*;
SEQ ID NO:9) localizada en la regién 3’ no traducida (UTR) del ARNm de la DMPK se pliega en una estructura en
horquilla que se une y secuestra una proteina muscleblind-1 (MBNL1), un regulador de splicing al pre-ARNm. Esta
reduccion en la MBNL1 funcional da como resultado la desregulacion del splicing alternativo de los pre-ARNm
controlados mediante MBNL1. Otros defectos asociados con la DM1 incluyen el descenso en la traduccién del pre-
ARNmM DMPK y la formacion del foco nuclear. Las moléculas pequefias ensambladas modularmente que se dirigen
al r(CUG)®*® tienen el potencial de mejorar los defectos mediante el splicing al MBNL1.

Figura 2. Estructuras de primera y segunda generacion de compuestos ensamblados modularmente que se unen al
r(CUG)®®. El compuesto de primera generacion 2H-4 contienen una estructura de ensamblado peptoide. Las clases
de compuestos de segunda generacion consisten en poliaminas, a-péptidos, B-péptidos, y amidas terciarias
peptidicas (PTAs).

Figura 3. ICso de los compuestos ensamblados modularmente de segunda generacion para alterar el complejo
r(CUG)12-MBNL1. Las potencias se determinaron empleando un ensayo TR-FRET (transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia de tiempo resuelto, de sus siglas en inglés). 1847 | os compuestos mas potentes para
cada tipo de clase son: 2H-SPM, 2H-3G = 2H-4G, y 2H-3NPr, 2H-3NMe, y 2H-K4NPr (=2H-K1NPr).

Figura 4. Efecto de la estructura de ensamblaje modular para mejorar el splicing al pre-ARNm asociado con DM1 y a
defectos de traduccion. (A) Representacion del patrén de splicing al pre-ARNm observado para el mini-gen cTNT en
presencia y ausencia del mini-gen DM1. Después de la infeccion las células se trataron con 10 uM del compuesto en

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2712090 T3

el medio de cultivo. El splicing alternativo se ensayé mediante RT-PCR. (B) Cuantificacion del analisis RT-PCR. Los
compuestos de segunda generacion se compararon con el compuesto original, 2H-4. El compuesto mas activo en
este ensayo es el 2H-K4NPr, que tiene una estructura de ensamblado PTA (p=0,03; indicado mediante “*”). (C)
Esquema del modelo celular empleado para estudiar los defectos de traduccién. Una linea celular C2C12
transfectada establemente expresa ARNm de luciferasa de luciérnaga con r(CUG)sq en el 3° UTR. El r(CUG)goo
causa el transcrito que se retiene principalmente en el nucleo y, por tanto, no se traduce de manera eficaz. Si una
molécula pequefia se une a El r(CUG)sqo y desplaza o inhibe la union de MBNL1, entonces el transcripto se exporta
de manera mas eficaz desde el nicleo y se traduce en el citoplasma. (D) Cuantificacion del efecto de compuestos de
segunda generacion sobre el defecto de traduccion en DM1 como medida de la actividad de la luciferasa. Los
compuestos se ensayaron a 10 yM y se compararon con el compuesto de origen, 2H-4. La mejora en la actividad
luciferasa esta relacionada con las células sin tratar. (Sin cambio en la actividad luciferasa es igual al 0%). Los
compuestos de segunda generacion eran menos eficaces que el 2H-4 en la mejora de los defectos de traduccion.
Todos los compuestos de segunda generacion tienen actividades similares.

Figura 5. Bioactividad de los compuestos de tercera generacion ensamblados modularmente. La mayoria de los
derivados del compuesto de segunda generacion, 2H-K4NPr, se disefiaron para investigar el efecto de los
sustituyentes sobre la amida terciaria. (A) Estructuras de los compuestos de tercera generacion. Los derivados de
2H-K4NPr que se prepararon consistian en estructuras peptidicas, PTA y peptoides. (B) ICso de los compuestos
ensamblados modularmente de tercera generacion para alterar el complejo r(CUG)12-MBNL1. 2H-K4NMe, que tiene
una estructura PTA N-metilo es el mas potente. “*” indica p<0,05 como se determina mediante un ensayo de t-
Student de dos colas. (C) Cuantificacion de la mejora de los defectos de splicing del pre-ARNm alternativo asociado
a DM1 de los compuestos de tercera generacion. 2H-K4NPr mejora la desregulacion del defecto de splicing del pre-
ARNm cTNT en la mayor medida posible. (D) Cuantificacion de la mejora de los defectos de traduccion asociado a
DM1 de los compuestos de tercera generacion. Los compuestos demostraron una actividad comparable a la del
compuesto de origen, 2H-4. (E) Permeabilidad celular y toxicidad de los compuestos ensamblados modularmente de
tercera generacion. “+” indica Hoechst 33258, que se empled como control positivo para la compuerta.

Figura 6: Experimentos desplegados para identificar las dianas de ARN celular de la molécula pequefa disefiada
2H-K4NMe-Biotina. Arriba, la estructura del compuesto que se sujetd a perlas de agarosa de estreptavidina
funcionalizada para proporcionar una matriz de afinidad. Abajo, izquierda, gel de agarosa desnaturalizado tefiido con
SYBR oro. Abajo a la derecha, Northern blot gel tefiido con SYBR oro con una sonda para r(CUG)***. Calle 1, 1 Kb
de escala; arriba cuatro bandas (de arriba abajo) son: 3 Kb, 2 Kb, 1,5 Kb y 1 Kb; Calle 2, ARN total recolectado de
las células; Calle 3, vacia; Calle 4, llevado a cabo empleando 5’-Biotina d(CAG)+; Calle 5, fraccion unida a KANMe-
Biotina (molécula pequefa control que no deberia unirse a r(CUG)®*®); Calle 6, fraccion unida a 2H-K4NMe-Biotina;
Calle 7, lavado final de la resina antes de la elucién de la union de ARN de la Calle 6.

Figura 7. 2H-K4NMe mejora los defectos de splicing del pre-ARNm alternativo asociado a DM1 en un modelo de
raton de DM1. El modelo DM1 de ratdon expresa la actina del esqueleto humano (HSA, de sus siglas en inglés)
transgen que contiene 250 repeticiones CTG (HSAR; donde LR indica la longitud de las repeticiones). El tipo salvaje
(WT) se refiere a ratones FVB. (A) Arriba, esquema de splicing alternativo Cicn1 en ratones WT y con DM1. Abajo,
analisis del splicing alternativo Clcn1 mediante RT-PCR donde los ratones se trataron durante cada dia durante 7
dias con 100 mg/kg de 2H-K4NMe. (B) Arriba, esquema del splicing alternativo Serca? (Atp2a1) en ratones WT y
con DM1. Abajo, analisis del splicing alternativo Serca’ mediante RT-PCR cuando los ratones se trataron con 100
mg/kg/d de 2H-K4NMe. “**” indica p<0,01 como se determina mediante un ensayo t de Student de dos colas.

Figura 8. Auto-radiografia en gel representativa que muestra el efecto de moléculas pequefias ensambladas
modularmente sobre los defectos de splicing en un modelo de cultivo celular de DM1. Las células Hela se co-
transfectaron con un mini-gen que codifica 960 repeticiones CTG interrumpidas y un mini-gen de splicing alternativo
CTNT A

Figura 9. Efecto de la composicién con estructura de ensamblado sobre la permeabilidad celular y la toxicidad. Las
células Hel a se trataron con de 10 uyM y 1 uM del compuesto durante 24 horas. La toxicidad se ensay6 mediante la
tincion con yoduro de propidio (PI, de sus siglas en inglés). Todos los compuestos de segunda generacion han
mejorado la permeabilidad en comparacién con el compuesto original 2H-4. Los compuestos con estructuras
peptidicas y PTA tuvieron la absorcion celular mas grande con baja toxicidad. Las entradas para la tincién positiva
se crearon en relacion con las células sin tratar, no tefiidas; células sin tratar, células tefiidas con PI; y células
tratadas con Hoechst 33258 (indicadas mediante “+” en el grafico).

Figura 10. Estudio de las cinéticas de la molécula pequefia de unidon al ARN diana. Arriba, las estructuras
secundarias de los ARN que se emplearon en los experimentos SPR para estudiar la unién de las moléculas
pequefas al ARN diana (SEQ ID Nos:10-14). Abajo, un modelo para la ken aumentada y la Kot mas lenta observada
para las moléculas pequefias ensambladas modularmente debido al efecto bisagra.

Figura 11. Auto-radiografia en gel representativa que muestra el efecto de 2H-K4NMe sobre los defectos de splicing
en un modelo de ratén con DM1. Arriba: Resultados del analisis Cicn1, Abajo: Resultados del analisis Serca.
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Las Figuras 12-13 muestran las graficas empleadas para determinar las poblaciones de (A) células viables, (B)
células tefidas con yoduro de propidio, (C) células con fluorescencia Hoechst, y (D) células con fluorescencia
Hoechst y compuesto con tincion de yoduro de propidio y controles como se ha sefialado antes. El primer grupo (A)
— (D) para cada una de las Figuras se refiere al subgrupo A-Hoechst Rojo, y el segundo grupo (A) — (D) para cada
una de las Figuras se refiere al subgrupo A-Hoechst Violeta.

Las Figuras 14-24 muestran los graficos para determinar la poblacion de (A) células viables, (B) células tefidas con
yoduro de propidio, (C) células con fluorescencia Hoechst, y (D) células con fluorescencia a la tincion Hoechst y
yoduro de propidio, para células control Hoechst 33258, y los compuestos indicados 2H-4, 2H-SPM, 2H-3G, 2H-
3NPr, 2H-3NMe, 2H-K4NPr, 2H-K4NMe, 2H-K4NH, 2H-K4NiBu, y 2H-K4, a concentraciones de 10 uyM y 1 pM.

Las Figuras 25 (A) — (D) muestran las isotermas de unién a partir de los experimentos de resonancia plasmonica de
superficie para 2H-K4NMe con las secuencias de ARN r(CUG)12, (CAG)12, r(AU)12, y r(CG)g, respectivamente.

Descripcion detallada
La invencion proporciona, en varias realizaciones, un compuesto de unién a r(CUG)®® dimérico de férmula (1)
H-Y-H (1)

en donde H es un grupo de férmula

(H)

en donde la linea ondulada indica una posicién de unién, y en donde Y es un 1,w-diaminoalcano que tiene grupos
amino primarios o secundarios en ambos extremos de un segmento de alcano lineal o ramificado, estos grupos
amino primarios o secundarios tienen enlaces de amida formados con los respectivos grupos carbonilo de los dos
grupos H de férmula (I), y que comprenden de manera opcional otros grupos amino, carboxamida, o peptidilo
adicional; o una sal aceptable farmacéuticamente de la misma. El enlazador bifuncional que comprende los dos
grupos amino reactivos forman enlaces amida con los grupos carbonilo respectivos de las 2 unidades H de la
férmula 1.

Mas especificamente, un enlazador Y puede ser un 1,w-diaminoalcano, que comprende opcionalmente otro amino,
carboxamido, o peptidilo adicional; por ejemplo, Y puede comprender ademas uno o mas segmentos a-peptidilo,
segmentos B-peptidilo, segmentos poliamina, segmentos amida terciaria peptidilo, o cualquier combinacion de los
mismos.

Por un 1,w-diaminoalcano se entiende un alcano que tiene grupos amino primarios o secundarios en ambos
extremos de un segmento de alcano lineal o ramificado. Cuando uno o mas grupos amino adicionales se presentan
en el alcano, el enlazador Y es una poliamina. En el segmento del alcano se pueden presentar uno o mas grupos
carboxamido, es decir, un grupo de formula C(=O)NR, en donde R es H o alquilo, por ejemplo (C1-C6)alquilo. El
término segmento a-peptidilo como se emplea en la presente memoria se refiere a un resto o a un oligémero de
restos de a-aminoacido, y el término segmento B-peptidilo como se emplea en la presente memoria se refiere a un
resto o a un oligdmero de restos de -aminoacido. Un segmento de amida terciaria de peptidilo se refiere a un resto
0 a un oligdmero de péptidos que tienen sustituyentes que no son hidrégeno sobre sus grupos amino peptidilo.

Mas especificamente, Y se selecciona del grupo que consiste en
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en donde las lineas onduladas indican un punto de unién a un respectivo grupo H, y n es un nimero entero que
oscila de 1 a aproximadamente 20.

5 Por ejemplo, el compuesto puede tener la formula



ES 2712090 T3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2712090 T3

En varias realizaciones, la invencion proporciona un método para alterar el complejo r(CUG)>-MBNL1, que
comprende administrar una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién a una célula mamifera viva. Por
ejemplo, la célula mamifera puede estar en el tejido corporal de un paciente humano.

En varias realizaciones, la invencién proporciona un método de tratamiento de la distrofia mioténica tipo 1 en un
paciente humano, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion.

Disefio de compuestos ensamblados modularmente.

Previamente se presentd el disefio de compuestos de ensamblado modularmente que inhiben el complejo
r(CUG)®-MBNL1 in vitrol2 e in vivol8. Los compuestos se comprenden de una estructura peptidica que muestra
multiples copias de bis-benzimidazol Ht separado por cuatro médulos de espaciado, o compuestos nH-4 (Figura 2).
El compuesto 2H-4 es el mas eficaz en los modelos de cultivo de células con DM1, mejorando varios defectos
asociados con la DM1 (Figura 1). 2 En un esfuerzo por comprender las caracteristicas de los compuestos
ensamblados modularmente que proporcionan una alta afinidad de union y bioactividad por r(CUG)®*®, se disefiaron
y sintetizaron una serie de compuestos de segunda generacion en los que se vario la estructura de ensamblado. En
particular, se estudiaron estructuras de ensamblado de poliaminas, a-péptidos, B-péptidos, péptidos, y amidas
terciarias peptidicas (PTA) (Figura 2). Estas estructuras nos permitieron estudiar el efecto de: (i) formacion de
interacciones favorables con una estructura fosfodiéster cargada negativamente (poliaminas); (ii) unién de espaciado
amida (a- y B-péptidos); (iii) N-alquilacion (o- y B-péptidos, péptidos y PTAs); y (iv) quiralidad de un atomo de
carbono C-a (PTAs y péptidos).

Las PTAs estan restringidas de manera conformacional, las cuales se pueden pre-organizar para el reconocimiento
de un ARN diana (Figura 2). Ya que el compuesto mas potente de primera generacion era un dimero (2H-4),28 nos
centramos en los dimeros de cada estructura de ensamblado. Los compuestos se sintetizaron sobre una resina de
fase sélida y se acoplé a un derivado Ht que contiene un carboxilato. (Ht se une a 5CUG/3'GUC, y, por tanto, es el
modulo de unién al ARNZ). Cabe sefialar que todos los compuestos de segunda generacion son solubles en agua a
una concentracion =210 mM y una concentracion =100 uM en un medio de cultivo celular.

Los compuestos de segunda generacion se denominan 2H-X donde 2H indica dos médulos de unién de ARN Hy X
es especifico para cada estructura. La nomenclatura para cada estructura es: (i) poliaminas: 2H-P donde P indica la
polimanina en particular (ED es etilendiamina; BD es butanodiamina; HD es hexanodiamina; SPD es espermidina;
SPM es espermina); (ii) a-péptidos: 2H-nG donde nG indica el numero de restos de glicina; (iii) B-péptidos: 2H-nBA
donde nBA indica el nimero de restos de (-alanina; y (iv) PTAs: 2H-nNX donde NX indica el médulo de espaciado
N-alquilado en particular y n indica el niumero de modulos.

Efecto de la estructura de ensamblado sobre la potencia in vitro.

Como se mencion6 anteriormente, la DM1 esta causada por el secuestro de MBNL1 por r(CUG)®*®.28.3237 Por |o
tanto, la potencia in vitro se determind mediante la medicion del desplazamiento de MBNL1 a partir del complejo
r(CUG)+2>-MBNL1 empleando un ensayo FRET de resolucion de tiempo (TR-FRET).Z54Z Cada compuesto dimérico
altera el complejo r(CUG)12-MBNL1 con un ICs entre ~3 y ~300 uM (Figura 3). Los compuestos mas potentes son:
2H-SPM, 2H-3G, y 2H-4G. Las polimainas y a-péptidos (poliglicinas) tienen una media mas potente que las PTAs y
los péptidos. Esto puede ser debido a la presencia de protones imino que pueden interactuar favorablemente con la
estructura fosfodiéster del ARN (Figura 2).

El espaciado entre los médulos de unién de ARN a H afecta a la potencia in vitro por mas de un orden de magnitud
en casi todas las clases de estructuras (Figura 3), como se observé anteriormente.21921 Por gjemplo, 2H-SPM
tienen un ICsp de ~3 pM mientras que 2H-ED tienen un I1Csy de ~30 pM. Los a-péptidos mas potentes son 2H-3G y
2H-4G (ICs0= 3 pM) mientras que 2H-6G es el menos potente (ICso= 30 uM). Se observaron diferencias similares
para 2H-nA, 2H-nNMe, y 2H-KnNPr. En resumen, el compuesto mas potente en cada clase de estructura de
ensamblado es: poliaminas, 2H-SPM; péptidos, 2H-3G = 2H-4G (sdlo se investigé 2H-3G), PTAs, 2H-3NPr, 2H-
3NMe, y 2H-K4NPr.

Efecto de la estructura del ensamblado sobre la estabilidad proteolitica.

Investigamos la estabilidad proteolitica del compuesto mas potente en cada clase mediante la medicion de su
susceptibilidad a la digestion de la pronasa a pH 7,8 y pH 9,0 durante 18 horas.2é El compuesto mas estable
proteoliticamente es 2H-SPM (no se observé degradacion) mientras que 2H-3NMe es el menos estable (degradado
completamente). La estabilidad intermedia frente a la digestion de pronasa se observd para los compuestos
restantes, véase la Tabla 1, de abajo.

La estabilidad proteolitica de los compuestos de segunda y tercera generacion se ensay6é empleando la pronasa
como se describio anteriormente.2 Pronasa es un grupo de = 10 proteasas aisladas de Streptomyces griseus K-1.
Como tal, la degradacion proteolitica se midié en dos pHs, 7,8 y 9,0. En resumen, la pronasa (1 unidad) se afadio al
compuesto de interés (400 uM en 40 pL) en un tampoén de digestion 1X (Tris-HCI 50 mM, pH 7,8 6 9,0, y CaCl; 10
mM), y la reaccion se incub6 a 37°C durante 18 horas. Las reacciones se pararon mediante la adicion de 4 pL de
acido acético al 25%, y los productos de la digestion por pronasa se analizaron mediante HPLC. Se empled un
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gradiente lineal de 0-100% de metanol en H>O con TFA al 0,1% (v/v) y una velocidad de flujo de 1 mL/min. Los
resultados se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1: Actividad proteolitica de compuestos seleccionados con respecto a la pronasa

Compuesto Degradacion por pronasa (pH 7,8) Degradacion por pronasa (pH 9,0)
2H-4 ++ ++
2H-SPM + +
2H-3G ++ ++
2H-3NPr ++ ++
2H-3NMe +H+ +H+
2H-K4NPr ++ ++
2H-K4NMe ++ ++
2H-K4H +++ +++
2H-K4iBu +++ +++
2H-K4 ++ ++

+Pronasa estable, ++ Pronasa con estabilidad intermedia, +++ Pronasa inestable
Efecto de la estructura de ensamblado sobre la bioactividad.

El mejor compuesto de cada estructura se estudié para mejorar los defectos asociados a la DM1 en dos modelos
celulares de DM1 (Figura 4A y C y 8). Como se menciona anteriormente, el secuestro de MBNL1 por r(CUG)®*®
causa defectos de splicing al pre-ARNm.283234 Por |o tanto, se estudio el splicing alternativo regulado por MBNL del
pre-ARNm del exdn 5 de la troponina T cardiaca (¢TNT). 22 82| as células Hela se transfectaron transitoriamente con
un mini-gen de DM1 que codifica r(CUG)*® y un mini-gen ¢cTNT%5L seguido por el tratamiento con 10 uM del
compuesto. En ausencia de r(CUG)®®, la tasa de inclusion del exén 5 es ~45% mientras que en presencia de
r(CUG)**®, la tasa de inclusion del ex6n 5 es ~85% (Figura 4A y B). Curiosamente, no todos los compuestos
ensayados mejoran el defecto de splicing al pre-ARNm cTNT (Figura 4B). Existe alguna relacion entre la potencia y
la mejora de los defectos de splicing in vitro (Figuras 3 y 4B). En base a la potencia in vitro, se predecirian las
siguientes potencias in vitro: 2H-3G = 2H-SPM>2H-3NPr > 2H-3NMe = 2H-K4NPr. Aunque generalmente se
observaron estas tendencias, 2H-K4NPr es atipico y es actualmente el mas potente in vivo para mejorar el defecto
de splicing a cTNT.

A continuacion, se estudiaron los compuestos para mejorar los defectos de traduccion asociados con DM1 (debido al
pobre transporte nucleocitoplasmatico de los transcritos que contienen r(CUG)®®).3840 En particular, se empled un
sistema modelo celular en la que la linea celular C2C12 expresa de forma estable r(CUG)soo embebida en el 3' UTR
de la luciferasa de luciérnaga.’® De manera afin al ARNm DMPK en células afectadas con DM1, la repeticion
expandida afecta al transporte nucleocitoplasmatico del ARNm de luciferasa y, por tanto, reduce la expresion de
luciferasa. Los compuestos que se unen a r(CUG)®*® y alteran el complejo r(CUG)®**-MBNL1 pueden estimular el
transporte citoplasmatico del ARNm luciferasa y, por tanto, estimular la traduccion de la luciferasa (Figura 4C). Se
observa un incremento significativo de la actividad luciferasa (y por lo tanto, mejora del defecto de traduccion
asociado a DM1) para todos los compuestos (Figura 4D). Existe poca diferencia entre las potencias de los
compuestos, con 2H-SPM teniendo menor mejora que los otros. Mayormente, los compuestos no afectan a la
actividad luciferasa de células que expresan de manera estable el ARNm sin r(CUG)goo de la luciferasa de luciérnaga
(10uM del compuesto).

Efecto de la estructura de ensamblado sobre la permeabilidad celular y la toxicidad.

A continuacion, se estudié el efecto de la estructura de ensamblado sobre la permeabilidad celular y la toxicidad
mediante citometria de flujo (Figura 9). La permeabilidad se monitore6 empleando la fluorescencia intrinseca del
moddulo H mientras que la toxicidad se midi6 mediante tinciéon con yoduro de propidio (PI). Las células se trataron
con 1 6 10 pM del compuesto durante 24 horas y después se analizd. Existe una pequefa diferencia en la
permeabilidad celular o la toxicidad de los compuestos de segunda generacion cuando se dosifican con 10 uM del
compuesto (Figura 9), con la excepcion del 2H-SPM, que muestra una toxicidad significativa. La permeabilidad
celular no cambia a dosis 1 M, excepto para 2H-SPM, la cual se reduce al 50%. Tomados en conjunto, los datos de
la permeabilidad y a toxicidad sugieren que las poliaminas pueden ser estructuras de ensamblado modular sub-
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optimas. Con la excepcion del 2H-SPM, todos los compuestos son mas permeables y menos téxicos que el
compuesto original, 2H-4, cuando las células se tratan con 1 uM del compuesto (Figura 9). Se ha demostrado que
las glicinas N-alquiladas, tales como los péptidos y las PTAs entran en las células en mayores cantidades que en los
péptidos®?%3 y que los péptidos limitados estructuralmente son mas permeables que sus equivalentes sin
estructurar. 9457

Efecto de las cadenas laterales N-alquilo en PTAs.

Considerando todos los datos in vivo, el compuesto 6ptimo es 2H-K4NPr (Figuras 3, 4, y 9). Los defectos de splicing
mejoran de manera mas eficaz (Figura 4B), tienen una actividad comparable para mejorar los defectos de traduccion
(Figura 4D), es altamente permeable y tienen baja toxicidad (Figura 9), y es estable proteoliticamente (y similar
metabolicamente?8). Por lo tanto, investigamos el impacto del modulo de espaciado en la bioactividad del 2H-K4NPr.
Especificamente, se estudiaron las influencias de N-alquilacion y la sustitucion del carbono-a (Figura 5A). Estudios
anteriores han demostrado que el médulo de espaciado afecta a la afinidad, potencia, permeabilidad celular, y
localizacion.2?

Las potencias in vitro se determinaron empleando el ensayo de TR-FRET descrito anteriormente. Los valores 1Csp
oscilan de 20 a 55 pM. ElI N-metil PTA, 2H-K4NMe, es el mas potente, mientras que el 2H-K4NiBu es el menos
potente (Figura 5B). Esto sugiere que sustituyentes voluminosos pueden obstaculizar la asociacion estrecha entre
r(CUG)12y la molécula pequefa. Resulta interesante, que 2H-K4NH y 2H-K4NiBu sean inestables proteoliticamente
(Tabla 1).

Los compuestos se ensayaron para mejorar los defectos de splicing del pre-ARNm asociado al DM1 cuando las
células se dosificaron a 10 pM. Los compuestos mas eficaces son el original 2H-K4NPr y 2H-K4NH (amida no
terciaria) seguido por el 2H-K4NMe y el 2H-K4 (sin sustituyente sobre el C-a); 2H-K4iBu es inactivo. Los derivados
de 2H-K4NPr se evaluaron también para la mejora de los defectos de traduccion empleando el sistema indicador de
luciferasa. Todos los derivados incrementan significativamente la expresion de la luciferasa de una forma similar
cuando las células se tratan con 10 uM del compuesto. A continuacion, se determinaron la permeabilidad celular y la
toxicidad de cada uno de los derivados de 2H-K4NPr a través de citometria de flujo (Figura 5E). Como se observa
para los compuestos de segunda generacion, existe una pequefa diferencia en la permeabilidad cuando las células
se dosifican con 10 uM del compuesto con la excepcién del 2H-K4, un péptido. Se observa una marcada diferencia
para 2H-K4 y los compuestos de tercera generacion a la dosis de 1 yM, son ~4 veces mas permeables que los otros
derivados (péptidos y PTAs). En general, se observa una pequefa toxicidad para los derivados de 2H-K4NPr con la
excepcion del 2H-K4NiBu, que tienen una toxicidad significativa en ambos a 1 y 10 uyM. Y el 2H-K4, que muestra
algo de toxicidad cuando las células se tratan con 10 uM del compuesto (Figura 5E).

En resumen, la sustitucion iBu es desfavorable para la bioactividad, produciendo el compuesto inactivo en ambos
ensayos celulares (Figura 5C y D) y aumentando la toxicidad celular (Figura 5E). La sustitucién de Pr por H o Me es
mejor tolerada, aunque la sustitucion Me desciende la mejora de los defectos de splicing (Figura 5C). Por el
contrario, 2H-K4NH tiene una actividad comparable a 2H-K4NPr como se ensayé mediante el restablecimiento de
los patrones de splicing al pre-ARNm. La permeabilidad celular y la toxicidad son similares para 2H-K4NPr, 2H-
K4NMe, y, 2H-K4NH. La eliminacion del grupo metilo en el carbono-a, proporcionando el 2H-K4, afecta
negativamente en la permeabilidad celular (Figura 5E).

Otros analisis de 2H-K4NPr y 2H-K4NMe.

Investigamos ademas el 2H-K4NPr y 2H-K4NMe en base a sus capacidades para mejorar los defectos asociados a
DM1 y debido a sus mayores permeabilidades celulares (Figura 5E) y a las mayores estabilidades
proteoliticas/metabdlicas (Tabla 1) que la de 2H-K4NH y 2H-K4. Primero, se midi6 la respuesta a la dosis para
mejorar los defectos de splicing del pre-ARNm. Ambos compuestos mejoran el defecto de splicing a cTNT a 5 yM
pero no a 1 uyM. Curiosamente, 2H-K4NMe es ligeramente mejor que 2H-K4NPr a esta concentracion (Tabla 2).
Ningun compuesto afecta al splicing de cTNT en las células que no expresan r(CUG)®*.

Tabla 2: Comparacion de la bioactividad de 2H-K4NMe con la bioactividad de 2H-K4NPr.
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(A) Cuantificacion del analisis RT-PCR comparando los compuestos de segunda y tercera generacion para

mejorar los defectos de splicing del pre-ARNm asociado a DM1. Hay una pequefia diferencia entre el compuesto 2H-
K4NPr de segunda generacion y el compuesto 2H-K4NMe de tercera generacion a 5 pM. (B) Grafica que compara la
actividad luciferasa relacionada a la mejora de los defectos de traduccién asociados a DM1 entre 2H-4 y 2H-K4NMe.
K4NMe es la estructura sin conjugar (sin médulos de unién a ARN).

Se completé también la respuesta a la dosis para mejorar los defectos de traduccién para 2H-K4NMe. Se observo
una actividad significativa cuando las células se trataron con un poco del compuesto 1 pM (Tabla 2). Tanto 2H-
K4NPr como 2H-K4NMe parecen mejorar los defectos de splicing y traduccion del pre-ARNm alternativo a
concentraciones algo menores que sus ICsg in vitro. Estas observaciones podrian deberse a: (i) los ensayos in vivo e
in vitro miden fendmenos muy diferentes: inhibicion de la interaccion r(CUG)®*-MBNL1 (in vitro) como se compard a
la actividad del MBNL1 libre (in vivo); (ii) se observa también un efecto pequefio en el efecto de traduccion para la
estructura del PTA (K4NMe; Tabla 2); y (iii) un reciente estudio por Jog et al. indica que una vez que se alcanza el
umbral critico de la concentracion de MBNL1, cambios relativamente pequeios en la cantidad del MBNL1 activo
afecta significativamente al nimero vy la intensidad de los defectos de splicing.2€ Por ejemplo, cuando no se afectan
los niveles de MBNLA1, el porcentaje de inclusion del exén 5 al cTNT es del 49,5%. Cuando los niveles de MBNL1 se
aumentan al 79%, 87%, 97%, y 98% a través del bloqueo de siARN, los porcentajes de inclusion del exén son del
48,2% (no cambia en comparacion con las células tratadas con siARN ensambladas), 54,3%, 81,5%, y 88,4%.%
Cabe sefialar que estos efectos son Unicos para cada sustrato de pre-ARNm.-28 Teniendo en cuenta la actividad,
estabilidad, toxicidad y facilidad de sintesis, el 2H-K4NMe es mas 6ptimo que el 2H-K4NPr.

Se completaron experimentos control adicionales con 2H-K4NMe. Para asegurar que el splicing alternativo de los
pre-ARNm no regulados por MBNL1 no se afectan, se estudi6 el splicing alternativo del dominio con homologia a
pleckstrina que contiene, familia H miembro 2 (PLEKHH2) empleando un constructo de mini-gen. % El splicing del
PLEKHH?2 no se afecté a 10 uM, demostrando la selectividad del 2H-K4NMe por r(CUG)®*® y a eventos de splicing a
pre-ARN alternativos regulados por MBNL1. Por otra parte, la estructura PTA sin conjugar, K4NMe, muestra una
pequeia actividad en el ensayo de traduccion (Tabla 2).

La unién de 2H-K4NMe a varios ARNs que incluyen r(CUG)s2, r(CAG)12, r(AU)12 y r(GC)s se estudié mediante
espectrometria de resonancia plasménica de superficie (SPR). Se examiné el efecto de la composicion de estructura
de ensamblado sobre la permeabilidad celular y la toxicidad. Las células HelLa se trataron con 10 uyM y 1 yM del
compuesto durante 24 horas. Se ensayo la toxicidad mediante tincion con yoduro de propidio(Pl). Todos los
compuestos de segunda generacion mejoraron la permeabilidad en comparacion con el compuesto de origen 2H-4.
Los compuestos con estructuras peptidicas y PTA tenian la absorcion celular mayor con escasa toxicidad. Las
puertas para la tincion positiva se crearon en relacion con las células sin tratar, sin tefir; sin tratar, células, tefiidas
con PI; y células tratadas con Hoechst 33258. En resumen, 2H-K4NMe es ~30-100 veces selectivo por r(CUG)12 que
los otros ARNs estudiados (Tabla 2). En general, tiene una tasa de asociacion (Kon) mas rapida y una tasa de
disociacion (Kor) mas lenta cuando se une a r(CUG)12 comparado con otros ARNS.
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sobre el médulo de union de ARN monomérico y MBNL1 (Tabla 3).

Tabla 3. Caracterizacion de la unién de ligandos para varios ARNs ensayados por SPR.2
2H-K4NMe

ARN Koff (1) Koff (2) Kon (1) Kon (2) Kobs (1) Selectividad

para r(CUG)12

(s (s (M7s™) (MTs™) (M)

r(CUG)12° 3,43x10°3 5,00x107? 2,61x10° 1,87x103 1,31x108 -

r(CAG)2° 6,95x1072 8,47x107? 8,38x10% 1,63x103 8,29x107 63

r(AU)q2° 1,65x1072 3,59x10" 4,13x10* 1,98x10* 4,00x107 30

r(GC)s® 8,22x107? 1,05x10" 5,86x10% 2,48x10* 1,40x10© 107
2H-K4NMeS

r(CUG)12° 6,00x1072 4,20x1072 2,73x10* 1,44x10° 2,2x106 -
H mondémero

r(CUG)42° 3,69x107? - 1,76x10* - 2,10x10® -
MBNL1

r(CUG)42° 2,03x103 - 3,28x10° - 6,19x107 -

@ Las desviaciones estandar para cada una de las mediciones es <+10% y las estructuras secundarias de los ARNs
se proporcionan en la Figura S-5.  Los datos se adaptaron mejor a dos componentes de la isoterma de union. ¢ Los
datos se adaptaron mejor a un componente de la isoterma de union.

Por ejemplo, H se une a r(CUG)12 con una Ky de 2000 nM, o 15 veces mas débil que 2H-K4NMe. Estudios previos
muestran que 2H-4 sélo tiene afinidad extra de 1,5 veces en comparacion con el monémero. X2 La afinidad
incrementada de 2H-K4NMe podria deberse a las interacciones mejoradas de la estructura del PTA con el ARN o a
la naturaleza mas organizada de la estructura de PTA. Los PTAs tienen una flexibilidad limitada debido a la cadena
1,3-alilica introducida mediante los sustituyentes en ambos carbonos a y el nitrégeno imino y, por tanto, la muestra
tiene menos espacio conformacional cuando se encuentra con el modo de uniéon 6ptimo para r(CUG)+2.

Las estructuras secundarias de los ARNs empleados en estos estudios se proporcionan en la Figura 10.
Adicionalmente, las tasas kon y Kot SOn 10 veces mas rapidas y 10 veces mas lentas para 2H-K4NMe que para H, lo
que sugiere que un efecto bisagra (Figura 10) proporciona beneficios para ambas tasas de la formacién del complejo
y para la disociacion del complejo para compuestos ensamblados modularmente. 2H-K4NMe se une 5 veces mas
fuerte a r(CUG)12 que a MBNL1. La alta afinidad de union es ventajosa para los compuestos que se dirigen a
r(CUG)®™® a menores concentraciones del compuesto de manera similar a la que se requiere para la bioactividad
minimizando, por tanto, los efectos potenciales no especificos a dosis eficaces. 2H-K4NMe también tiene ventajas
cinéticas para unirse a r(CUG)s2 que a MBNL1, su tasa de activacion es 79 veces mas rapida que para MBNL1
(Tabla 3).

Estas observaciones cinéticas de union pueden deberse a la naturaleza en la que la molécula pequefia y MBNL1 se
unen a los ARNs diana. Como un regulador de unién alternativo, MBNL1 debe interaccionar especificamente con el
ARN y hacerlo a través de cuatro dominios de dedos de zinc (ZnF). Recientemente se ha presentado una estructura
cristalina del dominio ZnF3/4 acomplejado con dos copias de la cadena Unica de r(CGCUGU).22 Ambos dedos de
zinc interaccionan con una molécula de ARN formando contactos con ZnF3 con la etapa 5GC y ZnF4 formando
contactos para 5’GCU. Las moléculas de ARN se orientan anti-paralelas las unas a las otras. Estos resultados
sugieren que la union a MBNL1 induce una trayectoria de la cadena transversal y descomprimen la unién al ARN. Es
probable que el MBNL1 abra el sistema de horquilla de r(CUG) para proporcionar dos regiones de cadena sencilla,
que se ve apoyado por el hecho de que el MBNL1 se une de forma débil a todos los pares de bases de los ARNs.&
El incremento en la tasa para el disefio de la molécula pequefa en el r(CUG)®*® puede ser una consecuencia de tal
reconocimiento molecular. Esto es, la molécula pequefa se une a la estructura en horquilla original del r(CUG)®*® y
la estabiliza mientras que el MBNL1 interacciona inicialmente con r(CUG)®®, después altera o remodela la estructura
en horquilla para proporcionar la conformacién de unién final.

Identificacion de las dianas celulares de 2H-K4NMe.
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Se identificaron las dianas celulares del compuesto que se dirige al r(CUG)*® 6ptimo empleando una version
modificada de un experimento seleccionado (Figura 6). En resumen, se sintetizé un derivado biotinilado de 2H-
K4NMe (2H-K4NMe-Biotina) y se presentd en una resina de estreptavidina para proporcionar una matriz de
purificacion por afinidad. Se extrajo el ARN total a partir del modelo celular de DM1 y se incubd con la matriz de
afinidad. Después de un lavado profundo, el nothern blotting revelé que r(CUG)®* esta altamente enriquecido en el
ARN eluido unido mediante 2H-K4NMe-Biotina (Figura 6). Curiosamente, r(CUG)®* no se destruyo por las perlas de
estreptavidina que muestran un oligonucleétido complementario para r(CUG)®®, 5’-biotina-d(CAG)+2. Esto se debe
probablemente a la elevada naturaleza estructurada del r(CUG)®® diana.8.2527.60-62 pyesto que los oligonucledtidos
reconocen la secuencia, la formacién del duplex entre el r(CUG)®® y un oligonucleétido complementario, sélo puede
ocurrir después de que la estructura intramolecular se haya desdoblado, una barrera significativa para la formacion
del complejo. Las moléculas pequefias que reconocen la estructura no tendrian esta barrera para unirse a las dianas
de ARN altamente estructuradas.

2H-K4NMe mejora los defectos de splicing en un modelo de ratén de DM1.

Se seleccionod el 2H-K4NMe para estudios animales en base al rendimiento general en ensayos basados en células,
la actividad proteolitica aumentada en comparacion con el 2H-KNH, y la menor complejidad estructural en
comparacion con 2H-K4NPr. Se ha presentado un modelo de ratén de DM1 en el que se expresan 250 repeticiones
de rCUG empleando un promotor de actina (repeticion larga de la actina esquelética humana, HSAR).?* La
presencia de estas repeticiones da como resultado una desregulacion del splicing alternativo en el canal idnico de
cloruro especifico del musculo (Clen1) y de los pre-ARNm ATPasa 1 calcica del reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico (Serca1/Atp2at). El exén 7a de Clcn1 es excluido ~100% en el ARMm de los
ratones adultos normales; los ratones con DM1 tienen una tasa de exclusion de ~50%. Después de que los ratones
con DM1 se trataran durante 7 dias con 100 mg/kg/d de 2H-K4NMe, la tasa de exclusion del exén 7A se restauro al
71% (p-valor = 0,007) (Figura 7 y 11). Se recuperd también la union del exén 21 Sercal. La tasa de inclusion del
exon 22 es ~100% en ratones adultos normales y ~11,8% en ratones con DM1. Después del tratamiento con 2H-
K4NMe, la tasa de inclusiéon incrementa hasta el 21,5% (p-valor = 0,008). Notablemente, 2H-K4NMe no afecto al
splicing alternativo de los ARNm ltgb1y CapZB, que no se regularon por MBNL1.

Compendio y planteamiento

En este estudio investigamos el papel de la estructura de ensamblado modularmente sobre las actividades in vitro e
in vivo de compuestos disefiados para dirigirse al ARN que causa la distrofia miotonica de tipo 1. En base a una
variedad de criterios, que incluyen la potencia in vitro e in vivo, la estabilidad proteolitica, la permeabilidad celular, y
la toxicidad, la estructura 6ptima es una PTA. Mayormente, unas cinéticas de investigacion mostraron que las
moléculas pequefias de ensamblado modularmente tienen tasas de activacion mas rapidas y tasas de desactivacion
mas lentas que las moléculas pequefias monomeéricas o la proteina MBNL1, quizas debido al efecto bisagra para
diferenciar la naturaleza de la molécula pequefia de union y la proteina para r(CUG)®®. Estas ventajas cinéticas
explican probablemente los potentes efectos bioldgicos de nuestros compuestos divalentes, los mdédulos de union al
ARN a partir de los que se componen por si solos son inactivos. Tales efectos se pueden programar en el disefio de
otras moléculas pequefias que se dirigen a otros ARNs celulares.

Ademas, aprovechamos la quimica permitida por el planteamiento del ensamblado modular para incorporar un
marcador de biotina. Esta modificacion permite seleccionar dianas celulares de una molécula pequefia empleando
perlas de estreptavidina y demuestra que r(CUG)®*® es en efecto una diana de nuestros compuestos disefiados. Este
es el primer estudio que identifica r(CUG)®® como una diana celular de moléculas pequefias que mejora los defectos
asociados a DM1 y ademas respalda nuestra estrategia de disefio. Otros marcadores que se pueden incorporar en
los compuestos de ensamblado modularmente incluyen cabeza para la separacion dirigida o la union entrecruzada
covalente 8364 Notablemente, nuestro compuesto dptimo mejora los defectos de splicing alternativo asociados a DM1
en un modelo de ratén y, por tanto, tienen potencial terapéutico.
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1. Métodos generales

A continuacién se pueden encontrar descripciones experimentales detalladas para la sintesis y caracterizacion del
compuesto, analisis RT-PCR, citometria de flujo, experimentos SPR, diana seleccionada y Northern blotting.

Ensayo de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia de tiempo resuelto (TR-FRET).

Se ensayo6 la actividad in vitro inicial de los compuestos de ensamblado modularmente mediante la alteracion del
complejo r(CUG)®*-MBNL1 empleando un ensayo TR-FRET anteriormente presentado.’24Z Para calcular el
porcentaje de inhibicién se empled la proporcion de la intensidad de fluorescencia de 545 y 665 nm en presencia y
ausencia del compuesto. Las curvas resultantes se ajustaron a la siguiente ecuacion para determinar los valores
|C5oZ

A-B
1+(1c¥) ladera

y=B+

donde y es la proporcion de las intensidades de fluorescencia a 545 nm y 665 nm (F545/F665), x es la concentracion
de la molécula pequefia, B es la proporcion F545/F665 reflejo de la cantidad maxima del FRET observado (ausencia
de molécula pequefa); A es la proporcién F545/F665 reflejo de la cantidad minima de FERT observado (ausencia de
ARN, proteina, y molécula pequefa; so6lo estan presentes los anticuerpos); y el ICsy es la concentracion de la
molécula pequefia cuando la mitad de la proteina es desplazada por la molécula pequena.

Mejora de los defectos de splicing asociados a DM1 en un modelo de cultivo celular DM1 empleando RT-PCR.

Se ensayaron los defectos de splicing al pre-ARNm alternativo asociado a DM1 empleando un sistema modelo
anteriormente presentado.?2 En resumen, las células Hela crecieron como monocapas en placas de 96 pocillos en
un medio de cultivo (1X DMEM, FBS 10%, y 1X Glutamax (Invitrogen)). Las células se transfectaron con un 90-95%
de confluencia con 200 ng del plasmido total empleando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun el protocolo estandar
del fabricante. Se emplearon cantidades iguales del plasmido que expresan un mini-gen de DM1 con 960
repeticiones CTG interrumpidas®! y un mini-gen de interés (cTNTE. o PLEKHH245). Después de 5 horas, el coctel de
transfeccion se elimind y se reemplazé por medio de cultivo que contiene el compuesto de interés. Después de 20-
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24 horas, las células se lisaron, y el ARN total se recogiéo empleando un kit miniprep de ARN de mamifero de Sigma-
Aldrich GeneElute. Se realizé la digestion de ADN en una columna segun el protocolo recomendado del fabricante.
Una muestra de ADN se sometié a RT-PCR como se describié anteriormente.’2

Mejora de los defectos de traduccién asociados a DM1 empleando un sistema modelo de luciferasa.

Se cultivaron lineas celulares de C2C12 que expresan 800 6 O repeticiones en el 3' UTR de la luciferasa como
monocapas en placas de 96 pocillos en medio de cultivo (1X DMEM, FBS 10%, 1X Glutamax, (Invitrogen) y 1X de
penicilina/estreptomicina (MP Biomedicals LLC)). Después de 24 horas, se afiadio el compuesto de interés en 50 pL
de medio de cultivo. Las células se trataron con el compuesto durante 24 horas. Se determiné la actividad luciferasa
como se describio anteriormente. &

Tratamiento en ratones.

Todos los procedimientos experimentales, manipulacion, y la cria del ratén se realizaron segun la Asociacion de
Evaluacion y Acreditacion del Cuidado de los animales de laboratorio. Se empled un modelo de ratén para DM1,
HSALR en linea 20b.24Los ratones con HSAMR expresan ARN de actina esquelética humana con 250 repeticiones
CUG en el 3' UTR. Los ratones emparejados por edad y sexo se inyectaron intraperitonealmente con 100 mg/kg de
2H-K4NMe en agua para el tratamiento o con NaCl al 0,9% para el control una vez al dia durante 7 dias. Los ratones
se sacrificaron un dia después de la ultima inyeccion, y se obtuvo el musculo vasto. Se extrajo el ARN del tejido
vasto, y se sintetizo el ADNc como se describié anteriormente.&

Sintesis.

Se adquirié una resina de Fmoc-Rink amida (0,59 mmol/g) de Advanced ChemTech. Se adquirieron una resina de
Wang (0,93 mmol/g), una resina 2-clorotritil cloruro (1,2 mmol/g), y Fmoc-L-glicina de Novabiochem. Se adquirio N,
N-dimetilformamida (DMF, anhidra) de EMD y se empled sin purificacion adicional. Las poliaminas, 1-propilamina,
piperidina, acido trifluoroacético (TFA), N,N-diisopropiletilamina (DIEA), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) y acido 2-bromoacético se adquirieron de Sigma Aldrich. Se adquirieron N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC), 1-
hidroxibenzotriazol (HOBt), 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt), Fmoc-L-alanina, y Fmoc-B-Alanina de Advanced
ChemTech. O-(Benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU) y trifosgeno, se adquirieron de
Oakwood Chemicals. El acido (S) 2-cloropropidnico y 2,4,6-colidina se adquirieron de Alfa Aesar. N-Fmoc
etilendiamina, N®-Boc-N2-Fmoc-L-Lisina y Fmoc-N-metil-L-alanina se adquirieron de Combi-Blocks. El carboxilato
Hoechst se sintetizo como se presenta anteriormente-..-Los N-metilpéptidos se sintetizaron empleando un
microondas Biotage Initiator+ SP Wave.

Purificacion y analisis del compuesto.

La HPLC preparatoria se realizé empleando una bomba de HPLC Waters 1525 Binary equipada con un sistema
detector de la absorbancia Waters 2487 dual y una columna Waters Sunfire C18 OBD 5 pm 19 x 150 mm. La
absorbancia se controlé a 345 y 220 nm. Para la purificacion del compuesto se empled un gradiente de metanol al
20-100% (MeOH) en H>O Con TFA al 0,1% (v/v) durante 60 minutos. La HPLC analitica se realiz6 empleando una
columna Waters Symmetry C18 5 pm 4,6 x 150 mm. Las poliaminas, PTAs y peptoides se analizaron empleando un
gradiente de MeOH en H,O de 0-100% con TFA 0,1% (v/v) durante 60 minutos. Los péptidos se analizaron
empleando acetonitrilo al 0-100% en H>O con TFA al 0,1% (v/v) durante 60 minutos. Todos los compuestos
evaluados tenian una pureza 295% mediante HPLC analitica. La espectrometria de masas se realizé6 con una
Analizador Applied Biosystems MALDI ToF/ToF 4800 Plus utilizando una matriz de acido a-hidroxicinamico.
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Esquema 5. Sintesis de amidas terciarias peptidicas de lisina.
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Esquema 6. Sintesis de Amida terciaria peptidica de lisina estable.

Sintesis de moléculas pequefias ensambladas modularmente
Sintesis de poliaminas.

Una disolucién de diamina (0,02 mmol) en DMF (200 yL) se traté con una disolucion de carboxilato H (20 mg, 0,04
mmol), EDC (12 mg, 0,06 mmol) y DIEA (10 pL, 0,06 mmol) en DMF (200 pL). La reaccion se agité a temperatura
ambiente durante la noche y después se eliminé el disolvente a vacio. La mezcla de reaccion se purific6 empleando
HPLC en fase inversa. 2H-ED (CgoHssN1404): MS calculado: 1045,5; MS encontrado :1045,6; tr = 31 min;
rendimiento = 5%; 2H-BD (Cs2HssN1404): MS calculado: 1073,6; MS encontrado: 1073,8; tr = 31 min; rendimiento =
2%; 2H-HD (Ce4H72N1404): MS calculado: 1101,6; MS encontrado: 1101,9; tr = 32 min; rendimiento = 1%; 2H-SPD
(CesH75N1504): MS calculado: 1131,4; MS encontrado: 1131,0; tr = 44 min (CH3CN/H20); rendimiento = 0,2%; 2H-
SPM (CesHs2N1604): MS calculado: 1188,5; MS encontrado: 1188,1; tr = 31 min; rendimiento = 3%.

Sintesis de la resina de etilendiamina.
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La resina de 2-clorotritil cloruro (3 g, 3,66 mmol, 1,22 mmol/g) se traté con una disolucion de N-Fmoc etilendiamina
(1,5 g, 5,32 mmol) y DIEA (3,2 mL, 18,3 mmol, 5 eq) en DMF (10 mL). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante la noche, y después la resina se lavé con DMF. La resina se traté con MeOH durante 10 minutos, y después
se desprotegié con piperidina 20%/DMF (2 x 20 min).

Sintesis de péptidos a y B.

La resina de etilendiamina (1,25 g, 1,5 mmol) se traté con una disolucién de HBTU (2,28 g, 6 mmol), HOBt (811 mg,
6 mmol), DIEA (2,1 mL, 12 mmol), y bien Fmoc-glicina o bien Fmoc B-alanina (6 mmol) en DMF (15 mL) y se agit6 a
temperatura ambiente durante la noche. Después, la resina se lavd con DMF y se desprotegidé con piperidina
20%/DMF (5 mL, 2 x 20 min). Este ciclo se repitio cinco veces, y después de cada ciclo se elimind una porcion de la
resina (100 mg). 2H-1G (Ce2He7N150s5): MS calculado: 1102,5; MS encontrado: 1102,5; tr = 42 min; 2H-2G
(CesH70N1606): MS calculado: 1159,6; MS encontrado: 1159,5; tr = 42 min; 2H-3G (CesH73N1707): MS calculado:
1216,6; MS encontrado: 1216,2; tr = 42 min; 2H-4G (CesH7eN180s): MS calculado: 1273,6; MS encontrado: 1273,7; tr
= 41 min; 2H-5G (C7oH79N190¢): MS calculado: 1330,6; MS encontrado: 1330,4; tr = 41 min; 2H-6G (C72Hs2N20010):
MS calculado: 1387,7; MS encontrado: 1387,7; tr = 45 min; 2H-1BA (Ce3HesN1505): MS calculado: 1116,6; MS
encontrado: 1116,2; tr = 43 min; 2H-2BA (CesH74N1606): MS calculado: 1187,6; MS encontrado: 1187,7; tr = 43 min;
2H-3BA (CegH7gN1707): MS calculado: 1258,6; MS encontrado: 1258,7; tr = 43 min; 2H-4BA (C72HgiN1gOs): MS
calculado: 1329,7; MS encontrado: 1329,5; tr = 44 min; 2H-5BA (C7sHsoN19Og): MS calculado: 1400,7; MS
encontrado: 1400,4; tr = 43 min; 2H-6BA (C78Hg4N20010): MS calculado: 1471,8; MS encontrado: 1471,3; tr = 43 min.

Sintesis de amidas terciarias peptidicas.

La resina de Wang (1 g, 0,93 mmol) se agité con acido (S)-2-cloropropiénico (500 pL, 5,4 mmol) y DIC (845 pL, 5,4
mmol) en DMF a temperatura ambiente durante 3 horas. La resina se lavd después con DMF, se traté con una
disolucién de 1-propilamina (500 pL, 6 mmol) en DMF (5 mL), y se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. La
resina se lavd con DMF, y una porcion de la resina (200 mg) se elimin6 después de cada ciclo. La resina restante se
sometié a cuatro ciclos adicionales de emparejamiento y desplazamiento. 2H-1NPr (CesH7sN1505): MS calculado:
1158,6; MS encontrado: 1158,6; tr = 33 min; 2H-2NPr (C72HssN1606): MS calculado: 1270,7; MS encontrado: 1270,9;
tr = 35 min; 2H-3NPr (CzsHg7N1707): MS calculado: 1385,7; MS encontrado: 1385,8; tr = 31 min; 2H-4NPr
(Cs4H108N180s): MS calculado: 1496,9; MS encontrado: 1496,8; tr = 35 min.

Sintesis de amidas terciarias N-metil peptidicas.

La resina de etilendiamina (250 mg, 0,31 mmol) se traté con una disolucion de DIC (143 uL, 0,92 mmol), HOAt (125
mg, 0,92 mmol), DIEA (313 pL, 1,8 mmol), y Fmoc-N-metil-L-alanina (300 mg, 0,92 mmol) en DMF anhidro (2 mL).
La mezcla de reaccién se calentd a 75°C mediante un microondas durante 20 minutos. La resina se lavo después
con DMF y se desprotegié con piperidina 20%/DMF (2,5 mL, 2 x 10 min). Este ciclo se repitio tres veces, y después
se elimin6 la mitad de la resina. La resina restante se sometié a un ciclo adicional. 2H-3NMe (C72HgsN1707): MS
calculado: 1300,7; MS encontrado: 1300,8; tr = 32 min; 2H-4NMe (CrgHo2N180s): MS calculado: 1386,7; MS
encontrado: 1386,0; tr= 31 min.

Sintesis de amidas terciarias peptidicas de lisina: método DIC.

Una resina de Rink amida desprotegida (1 g, 0,59 mmol) se tratd con una disolucion de Nf-Boc-N?-Fmoc-L-lisina
(829 mg, 1,8 mmol, 3 eq), HBTU (880 mg, 2,4 mmol, 4 eq), HOBt (320 mg, 2,4 mmol, 4 eq), y DIEA (820 uL, 4,7
mmol, 8 eq) en DMF (10 mL). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 4 horas. Después la resina se lavo
con DMF y se traté con piperidina 20%/DMF (5 mL, 2 x 20 min). La resina se traté con DIC (1 mL, 6,4 mmol), y acido
(S) 2-cloropropiénico (500 pL, 0,6 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente durante 3 horas. La resina se lavd
después con DMF y se resuspendié en 5 mL de DMF. A continuacion, se afiadio 1-propilamina (500 pL, 12 mmol), y
la resina se agit6 a temperatura ambiente durante 4 horas seguido del lavado con DMF. Se eliminé una porcion de la
resina (200 mg), y este ciclo se repitid cuatro veces mas. 2H-K1NPr (C7oHs2N160¢): MS calculado: 1243,7; MS
encontrado: 1243,5; tr = 33 min; 2H-K2NPr (C7eHg3sN1707): MS calculado: 1356,7; MS encontrado: 1356,1; tr = 34
min; 2H-K3NPr (Cs2H104N180s): MS calculado: 1469,8; MS encontrado: 1469,6; tr = 35 min; 2H-K4NPr
(CssH11sN1909): MS calculado: 1582,9; MS encontrado: 1582,7; tr = 35 min; 2H-K5NPr (Cgo4H126N20010): MS
calculado: 1696,0; MS encontrado: 1696,4; tr = 35 min.

Sintesis de amidas terciarias peptidicas de lisina: método trifosgeno.

Una resina de Rink amida desprotegida (250 mg, 0,05 mmol, 0,2 mmol/g) se traté con una disolucién de N®-Boc-N?-
Fmoc-L-lisina (65 mg, 0,14 mmol), HBTU (69 mg, 0,19 mmol), HOBt (25 mg, 0,19 mmol), y DIEA (65 pL, 0,37 mmol)
en DMF (1 mL) y se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. Después la resina se lavé con DMF, seguido de
la eliminacion del Fmoc mediante tratamiento con piperidina 20%/DMF (2 mL, 2 x 20 min) y se lavé con DCM y THF.
(La etapa de lavado con THF se completd con agitacion durante 5 min). La mayoria del disolvente se drend de la
resina, y se anadié DIEA (87 pL, 0,5 mmol). Se disolvié trifosgeno (75 mg, 0,25 mmol) en THF anhidro (3,65 mL) y
acido (S) 2-cloropropiodnico (23 uL, 0,25 mmol). Esta disolucion se incub6 a -80°C durante 15 minutos. Después, se
afadié 2,4,6-colidina (66 pL, 0,5 mmol), proporcionando la precipitaciéon de un sdlido blanco. Se afiadio esta
disolucion fria a la resina y se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. Después, la resina se lavé con DCM y
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DMF, y luego se afiadioé una disolucion de 1-propilamina (250 yL, 6 mmol) en DMF (3 mL). La resina se agité a
temperatura ambiente durante 4 horas y se lavd después con DMF y DCM. Este ciclo se repitié un total de cuatro
veces. 2H-K4NiBu (Cgo2H123N190g): MS calculado: 1639,0: MS encontrado: 1639,2: tr = 31 min.

Sintesis de amida terciaria peptidica de N-metil lisina.

Una resina de Rink amida desprotegida (200 mg, 0,12 mmol) se agité con una disolucion de N6-Boc-N?-Fmoc-L-
lisina (262 mg, 0,56 mmol), HBTU (203 mg, 0,56 mmol), HOBt (75 mg, 0,56 mmol), y DIEA (98 uL, 0,56 mmol) en
DMF (2 mL) durante 4 horas, y después el Fmoc se elimin6 con piperidina 20%/DMF (3 mL, 2 x 20 min). Se afadié
una disolucion de Fmoc-N-metil-L-alanina (100 mg, 0,3 mmol), DIC (48 uL, 0,9 mmol), HOAt (41 mg, 0,9 mmol), y
DIEA (104 uL, 0,9 mmol), en DMF (2 mL), y la reaccion se calentd a 75°C mediante un microondas durante 10
minutos. La resina se lavé con DMF, y el Fmoc se eliminé con piperidina 20%/DMF (2 x 10 min). Este ciclo se repitio
un total de cuatro veces. K4NMe (C22H43N7Os): MS calculado: 486,3: MS encontrado: 486,4: tr = 10 min; 2H-K4NMe
(CsoHgaN1909): MS calculado: 1470,8; MS encontrado: 1470,6; tr = 32 min.

Sintesis peptidicas de lisina alanina.

Una resina de Rink amida desprotegida (250 mg, 0,15 mmol) se agité con una disolucion de N6-Boc-N?-Fmoc-L-
lisina (275 mg, 0,6 mmol), HBTU (247 mg, 0,6 mmol), HOBt (88 mg, 0,6 mmol), y DIEA (226 pL, 0,6 mmol) en DMF
(2 mL) durante 4 horas, y después el Fmoc se elimind con piperidina 20%/DMF (3 mL, 2 x 20 min). A continuacion la
resina se traté con una disolucion de Fmoc-L-alanina (200 mg, 0,6 mmol), HBTU (247 mg, 0,6 mmol), HOBt (88 mg,
0,6 mmol), y DIEA (226 pL, 0,6 mmol), en DMF (2 mL) durante 4 horas seguido por la desproteccion del Fmoc con
piperidina 20%/DMF (3 mL, 2 x 20 min). Este ciclo se repitio tres veces mas. 2H-K4NH (C76Ho1N190g): MS calculado:
1414,7; MS encontrado: 1414,6; tr = 31 min.

Sintesis del peptoide lisina.

Una resina de Rink amida desprotegida (250 mg, 0,15 mmol) se agité con una disolucion de N6-Boc-N?-Fmoc-L-
lisina (275 mg, 0,6 mmol), HBTU (247 mg, 0,6 mmol), HOBt (88 mg, 0,6 mmol), y DIEA (226 pL, 0,6 mmol) en DMF
(2 mL) durante 4 horas, y después el Fmoc se eliminé con piperidina 20%/DMF (3 mL, 2 x 20 min). La resina se lavo
con DMF (3 x 5 mL) y se hizo reaccionar dos veces con una disolucion de acido bromoacético 1 M (2 mL) y DIC (250
pL, 1,5 mmol) en DMF (2 mL) mediante irradiacion por microondas (3 x 15s) empleando una microonda 700 W
ajustada al 10% de potencia. La resina se lavé con DMF (3 x 5 mL) y se hizo reaccionar dos veces con una
disolucion de 1-propilamina (250 pL, 0,6 mmol) en DMF (2 mL) mediante una irradiaciéon microonda (3 x 15s) 700 W
ajustada al 10% de potencia. La resina se lavd con DMF (3 x 5 mL), y las etapas de emparejamiento y
desplazamiento se repitieron durante tres ciclos mas. 2H-K4 (CgsH107N1909): MS calculado: 1526,9; MS encontrado:
1526,7; tr = 35 min.

Sintesis de 2H-K4NMe biotinilado.

Una resina de Rink amida desprotegida (200 mg, 0,12 mmol) se hizo reaccionar con una disoluciéon de acido 2-
bromoacético (2 mL) 1 M y DIC (60 pL, 0,4 mmol) por calentamiento a través de un microondas a 75°C durante 5
min. La resina se lavé con DMF, se tratd con una disolucion de 3-azidopropilamina (40 mg, 0,4 mmol) en DMF, y se
calento un el reactor de microondas a 75°C durante 5 minutos. La resina se lavo con DMF y después se afiadio una
disolucion de Nf-Boc-N?-Fmoc-L-lisina (164 mg, 0,35 mmol), DIC (60 uL, 0,4 mmol), HOAt (50 mg, 0,4 mmol), y
DIEA (60 pL, 0,4 mmol) en DMF (2 mL). La reaccion se calenté mediante un microondas a 75°C durante 10 min,
seguido del lavado de la resina con DMF. A continuacion, se eliminé el Fmoc con 20% piperidina/DMF (2 x 10 min),
una disolucion de Fmoc-N-metil-L-alanina (100 mg, 0,3 mmol), DIC (60 yL, 0,4 mmol), HOAt (50 mg, 0,4 mmol), y
DIEA (60 pL, 0,4 mmol) en DMF (2 mL), y la reaccion se calentd mediante un microondas a 75°C durante 10 min. La
resina se lavé con DMF y el Fmoc se elimin6 con 20% piperidina/DMF (2 x 10 min). Este ciclo se repiti6 un total de
cuatro veces. Después se unié la biotina al péptido a través de una reaccién de click empleando un método descrito
anteriormente.2En resumen, las perlas se calentaron en el microondas con una disolucion de biotina alcalina (166
mg, 0,6 mmol), catalizador cobre () (20 mg, 0,08 mmol), y trietilamina (200 yL) en una mezcla 1:1 de DMF y agua (2
mL) a 110°C durante 2 horas. K4ANMe Biotina (C4oH70N140sS): MS calculado: 907,52; MS encontrado: 907,44; tr =
17 min. El compuesto 2H-K4NMe Biotina (CesH126N26012S) se obtuvo después del acoplamiento del H-carboxilato
como se describe para 2H-K4NMe. 2H-K4NMe Biotina (CgogH126N26012S): MS calculado: 1891,98; MS encontrado:
1891,85; tr = 33 min.

Sintesis de 2H-K4NMeS (Amida terciaria del péptido estable de lisina).

Una resina de Rink amida desprotegida (1 g, 0,59 mmol) se hizo reaccionar con una disoluciéon de acido 2-
bromoacético (500 mg, 3,6 mmol) y DIC (554 pL, 3,6 mmol) en DMF seco (5 mL). Esto se hizo reaccionar en un
microondas convencional 3 x 15 s al 10% de potencia. Esto se repitié una vez. Después, la resina se lavé con DMF
seco y luego se traté con una disolucion de éster terc-butilico del acido N-(4-aminobutil)-N-metil carbamico (200 mg,
1 mmol) en DMF seco (5 mL). Esto se hizo reaccionar en un microondas convencional 3 x 15 s al 10% de potencia y
después se agitdé a temperatura ambiente durante 15 min. Después se tratdé con una disolucion de Fmoc-N-
metilalanina (290 mg, 0,89 mmol), DIC (277 uL, 1,77 mmol), HOAt (241 mg, 1,77 mmol) y DIEA (308 uL, 1,77 mmol)
en DMF seco (5 mL) y se hizo reaccionar a 75°C durante 10 min empleando el sintetizador de microondas Biotage
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SP-Wave. La resina se transfirio después a un vaso de sintesis peptidico y se lavé con DMF. Después el Fmoc se
desprotegié mediante agitacion a temperatura ambiente con 20% de piperidina/DMF (5 mL) durante 2 x 10 min. El
ciclo se repitié 3 veces mas. Después de un total de 4 acoplamientos y desprotecciones la resina se hizo reaccionar
con una disolucion de carboxilato de Hoechst (300 mg, 0,59 mmol), DIC (277 uL, 1,77 mmol), HOAt (241 mg, 1,77
mmol) y DIEA (308 uL, 1,77 mmol) en DMF seco (5 mL) mediante calentamiento al microondas a 75°C durante 10
min empleando un sintetizador de microondas Biotage SP-Wave. Después la resina se lavé con DMF y DCM y se
separ6 con 30% TFA/DCM a temperatura ambiente durante 10 min. Inmediatamente se concentré y se formo el
azeotropo con tolueno 3x. La radiacion UV indicé aproximadamente 20 pmoles del producto. El aceite amarillento se
disolvio en DMF seco (1,5 mL) y se afadio carboxilato de Hoechst (10 mg, 20,3 pymoles), HOAt (3 mg, 22,3 pmoles),
DIC (6 pL, 44,6 pmoles) y DIEA (250 pL). Esto se calenté al microondas a 75°C durante 10 minutos empleando un
sintetizador de microondas Biotage SP-Wave, y la disolucion se concentré después a vacio. Después se purifico
mediante HPLC en fase inversa como se describe anteriormente. Se aislaron 2,52 ymoles del producto, 3,7 mg. 2H-
K4NMeS (Cg1H102N190g): MS calculado: 1484,80; MS encontrado: 1484,55; tr = 31min.

Procedimiento general para la conjugacion de carboxilato de Hidrogeno a péptidos y amidas terciarias peptidicas.

Una resina libre en amina (100 mg, 0,12 mmol) se traté con una disolucién de carboxilato de Hoechst (81 mg, 0,16
mmol, 1,3 eq), HBTU (185 mg, 0,5 mmol, 4 eq), HBOt (68 mg, 0,5 mmol, 4 eq) y DIEA (0,2 mL, 1,2 mmol, 10 eq) en
DMF (5 mL) a temperatura ambiente durante la noche. La disolucion se eliminé. La resina se lavé con DMF y DCM,
se tratd después con 30% TFA/DCM (2 mL) durante 10 min. La disolucidon se concentré a vacio y se formo el
azeotropo con tolueno tres veces. La cantidad del producto se calculé aproximadamente mediante absorbancia UV.
La resina se tratdé con una disolucion Hoechst de carboxilato (5,5 mg, 0,01 mmol, 2 eq), HBTU (8 mg, 0,01 mmol, 2
eq), HBOt (2mg, 0,01 mmol, 2 eq) y DIEA (70 pL, 0,4 mmol, 80 eq) en DMF (1 mL) durante la noche a temperatura
ambiente. El disolvente se elimin6é a vacio, y el producto se purific6 empleando HPLC en fase inversa como se
describe anteriormente.

Datos analiticos.

Se obtuvieron para todos los compuestos datos de pureza de HPLC y de espectroscopia de masa 2H-ED, 2H-BD,
2H-HD, 2H-SPD, 2H-SPM, 2H-1G, 2H-2G, 2H-3G, 2H-4G, 2H-5G, 2H-6G, 2H-1BA, 2H-2BA, 2H-3BA, 2H-4BA, 2H-
5BA, 2H-6BA, 2H-1NPr, 2H-2NPr, 2H-3NPr, 2H-4NPr, 2H-3NMe, 2H-4NMe, 2H-K1NPr, 2H-K2NPr, 2H-K3NPr, 2H-
K4NPr, 2H-K5NPr, K4ANMe, 2H-K4NMe, 2H-K4NH, 2H-K4NiBu, 2H-K4, K4ANMe Biotina, y 2H-K4NMe Biotina.

Amplificacién PCR para ensayar la mejora de los defectos splicing en un modelo celular

Se transcribieron inversamente 300 ng del ARN total a 42°C empleando 5 unidades de transcriptasa inversa AMV
(Life Sciences). La mitad de la reaccion RT se someti6 a PCR empleando un cebador directo marcado
radiactivamente. Los productos de PCR-RT se observaron después de 30-35 ciclos a 95°C durante 1 minuto, 55°C
durante 1 minuto, 72°C durante 2 minutos y una extension final a 72°C durante 10 minutos. Los productos se
separaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizada al 5% y se visualiz6 empleando un generador de imagenes
Molecular Dynamics Typhoon 9410 en modo variable. Los cebadores RT-PCR para el mini-gen c¢TNT fueron
5’ GTTCACAACCATCTAAAGCAAGATG (directo; SEQ ID NO:1) y 5GTTGCATGGCTGGTGCAGG (opuesto; SEQ
ID NO:2). Los cebadores RT-PCR para el mini-gen PLEKKH2 fueron
5CGGGGTACCAAATGCTGCAGTTGACTCTCC (directo; SEQ ID NO:3) y
5’ CCGCTCGAGCCATTCATGAAGTGCACAGG (opuesto; SEQ ID NO4).

Descripcion de los estudios de permeabilidad celular y toxicidad

Se cultivaron células HelLa en placas de 12 pocilllos en medio de cultivo (1X DMEM, 10% FBS, y 1X Glutamax
(Invitrogen)) durante 24 horas hasta que alcanzaron el 90-95% de confluencia. El medio de cultivo se eliminé y se
reemplazé con 750 yL de medio fresco que contiene el compuesto de interés. Las células se trataron durante 24
horas y se lavaron después con 1X DPBS. Las células se sometieron a tripsinizacion, se granularon, y lavaron dos
veces con hielo 1X DPBS. Las células se resuspendieron en 1X DPBS que contiene 1 yg/mL de yoduro de propidio
(Sigma Aldrich) y se incubaron sobre hielo durante 30 min. El analisis de 10.000 acontecimientos se completd
empleando un citémetro de flujo BD LSRIl empleando estandares directos y mediciones de dispersion lateral. Las
células se compararon con los controles tratados con el medio en solitario. La tincién con yoduro de propidio se
empled para detectar células que estaban totalmente intactas pero que eran permeables. El Pl se detectd
empleando un laser de 561 nm. El colorante Hoechst 33258 se empled como un control positivo para conmutar
compuestos 2H-X. El H se detecté empleando un laser UV (355 nM). Las entradas para el tinte positivo se crearon
en relacion a las células sin tratar, sin tefir; células tefiidas con PI, sin tratar; y células tratadas con Hoechst 33258.

Estudios cinéticos empleado Resonancia plasménica de superficie

Se midieron las tasas de activacion, las tasas de desactivacion y Koes empleando un espectrofotémetro ForteBio
OctetRed y biosensores para sumergir y leer Estreptavidina SA (ForteBio). Los sensores se pre-equilibraron en un
Tampodn Kinetics 1X (ForteBio) antes de comenzar las mediciones. El 5 r(CUG)42 Biotinilado se plegd mediante
calentamiento en un Tampodn Kinetics 1X a 60°C durante 5 min seguido por enfriamiento lento a temperatura
ambiente en la superficie del banco de trabajo. Las mediciones se completaron mediante la incubacién de los
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sensores de manera secuencial en 200 L de: Tampodn Kinetics 1X, ARN 5'-biotinilado 540 nM, Tampdn Kinetics 1X,
compuesto de interés de MBNL1 (a concentraciones variables; siete diluciones 1:2 en Tampoén Kinetics 1X), y
finalmente Tampon Kinetics 1X. Los datos se ajustaron empleando un programa informatico 7.0 de Analisis de Datos
de ForteBio. Los datos de MBNL1 y de H (mondmero) se ajustaron empleando un modelo 1:1. Este modelo ajusta
un analito en disolucion de unién a un sitio de union en la superficie. Los datos de 2H-K4NMe y 2H-4 se ajustaron
empleando un modelo de ligando heterogéneo 2:1. Este modelo ajusta la unién de un analito en disolucion a dos
sitios de unién en la superficie diferentes. Se calcularon los parametros cinéticos para ambas interacciones. Las
estructuras secundarias de los ARNs empleadas en estos estudios se proporcionan en la Figura 10. En la Figura 25
(A)-(D) se muestran las graficas de las isotermas de union a partir de los experimentos de resonancia plasmonica de
superficie.

2. Diana seleccionada y Northern Blotting.

Se cultivaron células HeLa como monocapas en un matraz de 75 cm? en medio de cultivo para una confluencia
aproximada del 95%. Las células se transfectaron con un plasmido que expresa un mini-gen de DM1 con 960
repeticiones CTG# empleando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) segun el protocolo del fabricante. Aproximadamente
24 horas después de la transfeccion, se aisld el ARN total empleando el reactivo Trizol (Ambion) segun el protocolo
del fabricante.

2H-K4NMe-Biotina y 5'-biotina-d(CAG)+2 (adquirida en Integrated DNA Technologies (IDT) y utilizada sin purificacion
adicional) se conjugaron a perlas de agarosa-estreptavidina (Sigma, 15 yg/mL de carga de biotina) mediante el
tratamiento de 2 nmoles de perlas con 50 nmoles del compuesto u oligonucleétido en agua durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se determind la saturacién de la perla con el compuesto mediante absorbancia a 345 nm en
el sobrenadante indicando que contienen 2H-K4NMe-Biotina. Las perlas se lavaron con agua hasta que no se eluyé
mas compuesto de la resina mediante el control de la absorbancia a 345 nm. Las perlas tratadas con 5-biotina-
d(CAG)12 se lavaron con agua hasta que no se detecté mas la presencia de ADN mediante absorbancia a 260 y 280
nm (empleando un espectrofotometro nanodrop).

Aproximadamente 30 pug del ARN total se doblé en 1 X PBS durante 5 min a 95°C durante 5 minutos y después se
enfrié a temperatura ambiente sobre el banco de trabajo. El ARN doblado se incub6 con las perlas durante 1 hora a
temperatura ambiente con agitacion a 500 rpm. La disolucion se eliminé y las perlas se lavaron con alicuotas de 300
ML de 1X PBST hasta que no se detect6 mas la presencia de ARN mediante absorbancia a 260 y 280 nm
(empleando un espectrofotdmetro nanodrop). Las perlas se lavaron después con agua para eliminar toda la sal y los
detergentes. El ARN unido se liber6é de las perlas calentando las perlas a 95°C durante 5 minutos en 100 pL de
formamida al 95%, EDTA 10 mM, pH 8,2.

Se separaron aproximadamente 2 uyg de ARN por muestra en un gel de agarosa 1,25% (p/v) que contiene 6,66%
(v/v) de formaldehido y de tampon 1X MESA (MOPS 20 nM, acetato de sodio 8 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). El gel se
sometioé a electroforesis a 50 V durante 2 horas. Después de la electroforesis, el gel se sumergié en NaOH 50 mM
durante 20 minutos y después de la tincion empleando SYBR oro 10 pg/mL, se sumergié en tampon TBE 0,5X
durante 30 minutos. Después de la tincion, el gel se destifié en tampdén TBE 0,5X durante 30 minutos y después se
visualizaron con un detector de imagenes molecular Bio-Rad gel doc XR + sistema de captura de imagenes.

El ARN se transfiri6 a una membrana de nylon (Hybond N+, Amersham) segun el protocolo de blotting capilar del
fabricante empleando SSC 20X(NaCl 3M, citrato de sodio 300 mM, pH 7,0). El ARN transferido se entrecruzo
después a la membrana mediante desplazamiento de la membrana en un Strategene UV Stratalinker 2400 (120.000
pjulios a 0 pjulios en 30 segundos). La membrana se lavé con SDS 0,1% en ebullicion durante 10 minutos a 37°C. El
blot se hibridd después con una sonda d(CAG):o marcada con 2P (10 millones de recuentos) en un Tampon de
Hibridacion 1X (Disolucion Denhart 7,5X, SSPE 5X, y SDS 0,1%) durante 18 horas a 37°C. El exceso de sonda se
eliminé mediante lavado con una Disolucion de Lavado 1 (SSPE 5X, SDS 0,1%) seguido del lavado a 37°C con una
Disolucion de Lavado 2 ( SSPE 0,5X, SDS 0,1%) 2 x 10 min. Se continud el lavado adicional con la Disolucion de
Lavado 1 hasta que la radiactividad de la disolucion de lavado alcanzé los niveles de fondo. La membrana se secé al
aire y se visualizé empleando un detector de imagenes de Dinamica Molecular Typhoon 9410 de modo variable.

Amplificacién RT-PCR para ensayar el defecto de splicing en un modelo de ratén con DM-1

La amplificacion PCR se llevd a cabo durante 26-30 ciclos con los siguientes pares de cebadores: Clcn1 directo 5'-
TGAAGGAATACCTCACACTCAAGG (SEQ IN NO:5) y opuesto 5-(6FAM)CACGGAACACAAAGGCACTG (SEQ ID
NO:6); Secral directo 5-(6FAM)CTCATGGTCCTCAAGATCTCAC (SEQ ID NO:7) y opuesto 5-
GGGTCAGTGCCTCAGCTTTG (SEQ ID NO:8). Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis de gel
de agarosa. El gel se escane6 con un laser fluorimager (Typhoon, GE Healthcare), y los productos se cuantificaron
empleando ImageQuant.
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<170> FastSEQ para Version Windows 4.0

<210>1

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 1
gttcacaacc atctaaagca agatg

<210> 2

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 2
gttgcatggc tggtgcagg

<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 3
cggggtacca aatgctgcag ttgactctcc

<210> 4

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 4
ccgctcgagc cattcatgaa gtgcacagg

<210>5
<211> 24
<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 5
tgaaggaata cctcacactc aagg

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 6
cacggaacac aaaggcactg

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400>7
ctcatggtcc tcaagatctc ac

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Un cebador sintético

<400> 8
gggtcagtgc ctcagctttg

<210>9

<211> 36

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Una secuencia de ARN atrtificial

<400> 9
cugcugcuge ugcugecugeu geugeugeug cugeug

<210> 10

<211> 36

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Una secuencia de ARN atrtificial

<400> 10
gcgeugeuge ugcugeugeu geugeugeug cugege

<210> 11
<211> 36
<212> ARN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Una secuencia de ARN atrtificial

<400> 11
gcgcagcagc agcagcagcea gcagcagcag cagege

<210> 12

<211> 28

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Una secuencia de ARN artificial

<400> 12
auauauauau augaaaauau auauauau

<210> 13

<211> 20

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Una secuencia de ARN atrtificial

<400> 13
gcgegegega aagegegege

<210> 14

<211> 36

<212> ARN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Una secuencia de ARN atrtificial

<400> 14
cugcugcuge ugcugecugeu geugeugeug cugeug
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de unién r(CUG)®*® dimérico de féormula (1)
H-Y-H (1),

en donde H es un grupo de férmula

en donde la linea ondulada indica una posicion de unién, y

en donde Y es un 1,w-diaminoalcano que tiene grupos amino primarios o secundarios en ambos extremos de un
segmento de alcano lineal o ramificado, estos grupos amino primarios o secundarios tienen enlaces de amida
formados con los respectivos grupos carbonilo de los dos grupos H de féormula (1), y que comprenden de manera
opcional otros grupos amino, carboxamido, o peptidilo adicionales; o una sal adecuada farmacéuticamente de la
misma.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde Y comprende ademas uno o mas segmentos a-peptidilo,
segmentos B-peptidilo, segmentos poliamina, segmentos amida terciaria peptidilo, o cualquier combinacion de los
mismos.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde Y se selecciona del grupo que consiste en
N N
TN S ;’;*'N/\/\/\/ s
H H
N H
;SIN/\/\/ 55{ S,S'H/\/\H/\/\/N“{
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en donde las lineas onduladas indican cada una un punto de unién a un respectivo grupo H, y n es un nimero
entero que oscila de 1 a 20.

4, El compuesto de la reivindicacion 1 de férmula:
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5. Un método in vitro para alterar el complejo r(CUG):>-MBNL1 que comprende administrar una cantidad
eficaz de un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 a una célula mamifera viva.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde la célula mamifera viva esta en el tejido corporal de un paciente
humano.
7. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para usar en el tratamiento de la distrofia

miotodnica tipo 1 en un paciente humano.
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Compuesto de Primera generacion
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Porcentaje de inclusion del exon 22
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