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DESCRIPCION
Acidos nucleicos peptidicos gamma que contienen miniPEG preorganizados conformacionalmente
Antecedentes de la invencion

Los PNA son una clase de miméticos de acidos nucleicos en los que la cadena principal de fosfodiéster y aziicar de origen
natural se reemplaza con unidades de N-(2-aminoetil) glicina. Ver Nielsen, P. E.; y otros, Science 1991, 254, 1497-1500.
Debido a la naturaleza homomorfa de la cadena principal y el enlazador, los PNA pueden hibridarse a ADN y ARN
complementarios a través del apareamiento de bases de Watson-Crick normal al igual que los equivalentes naturales,
pero con mayor afinidad y selectividad de secuencia. Ver Egholm, M., y otros, Nature 1993, 365, 566-568.

Los PNA también son capaces de invadir secuencias seleccionadas de ADN bicatenario (ADNbc) lo que se atribuye en
gran parte a la falta de repulsion electrostatica entre el PNA y las cadenas de ADN. Si bien el mecanismo subyacente
para la alta selectividad de secuencia de un hibrido de PNA con ADN o ARN no se entiende completamente, los estudios
estructurales sugirieron que la hidratacion puede desempefiar un papel fundamental en la unién y la selectividad. Por
ejemplo, los datos estructurales de rayos X de los duplex de PNA-ADN y PNA-ARN indican que una molécula de agua
une el protén de la amida en la cadena principal con la nucleobase adyacente lo que hace mas rigida la cadena principal
de los PNA y evita errores de apareamiento de secuencia lo que hace que el error de apareamiento de secuencia tenga
menos cabida.

Ademas de la capacidad de los PNA de hibridarse a ADN o ARN con alta selectividad de secuencia, los estudios
bioquimicos indican que los PNA poseen una mayor estabilidad nucleolitica y proteolitica, muy probablemente debido a
su cadena principal poco natural que evita o hace mas lenta la degradacion fisiolégica de los PNA por proteasas o
nucleasas.

A pesar de las muchas caracteristicas atrayentes que hacen que los PNA sean atractivos como reactivos moleculares
para biologia, biotecnologia y medicina, los PNA tienen algunos inconvenientes en comparaciéon con otras clases de
oligonucledtidos. Los PNA tienen una cadena principal de carga neutra como resultado de lo cual los PNA tienen poca
solubilidad en agua, tendencia a agregarse y adherirse a las superficies y a adherirse a otras macromoléculas de una
manera no especifica. Esta propiedad inherente de agregacion no especifica y adherencia a las superficies presenta un
desafio técnico para la manipulacion y el procesamiento de los PNA.

Si bien se han realizado esfuerzos considerables para abordar estos problemas, varios de los esfuerzos del estado de la
técnica se han centrado en la incorporacion de residuos de aminoacidos cargados en los extremos o en el interior de un
oligébmero de PNA, la inclusion de grupos polares en la cadena principal, el reemplazo del esqueleto de la cadena principal
original de amino etilglicilo con un andamio cargado negativamente, la conjugacion de polietilenglicol (PEG) de alto peso
molecular con uno de los extremos del oligémero, o la fusion de un PNA a un ADN para generar un oligémero quimérico
para mejorar la solubilidad en agua. Sin embargo, estas modificaciones quimicas a menudo se logran a expensas de la
afinidad de unidn y/o la especificidad de secuencia.

Ademas, los altos costos asociados con la sintesis de PNA han limitado su incorporacién como reactivos de uso habitual
en ensayos de diagnostico, terapia génica y otros ensayos bioquimicos.

Resumen de la invencion

La presente invencion se define en las reivindicaciones anexas. La presente invencién aborda los inconvenientes de la
tecnologia convencional al proporcionar un resto de PNA hidréfilo con propiedades de hibridacion, solubilidad en agua y
biocompatibilidad mejoradas. Mas particularmente, la invencion se refiere al disefio, sintesis, y usos de una unidad de
PNA (R)-miniPEG hidrdfila que tiene una cadena lateral de polietilenglicol (miniPEG o "MP") en el carbono y de la cadena
principal de los PNA.

De acuerdo con una modalidad, por lo tanto, la descripcion proporciona un compuesto de acuerdo con la Férmula |

B
(N0
R Ri, R N o
oy %J\O—Rﬁ
P R Ry 1

En la Férmula I, B es una base de acido nucleico seleccionada de adenina, guanina, citosina, timina o uracilo. Cada uno
de los grupos sustituyentes R4, Rz y Rs se selecciona independientemente del grupo que consiste en H, (C4-Cg)alquilo
lineal o ramificado, (C2-Cs)alquenilo, (C2-Csg)alquinilo, (C+-Cs)hidroxialquilo, (Cs-Cs)arilo, (Cs-Cg)cicloalquilo, (C3-Cg)aril(C1-
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Ce)alquileno, (Cs-Cg)cicloalquil(C4-Cs)alquileno, -CHz-(OCH2-CH2)qOP1, -CH2-(OCH2-CHa)o-NHP4, -CH2-(OCH2-CH2-O)q-
SP1 y -CHz-(SCHz-CHz)q-SP1.

Los sustituyentes R3 y R4 son cada uno independientemente H mientras Rs se selecciona del grupo que consiste en H,
(C4-Cs)alquilo lineal o ramificado, (Cs-Cs)arilo sustituido o no sustituido y (Cs-Cg)aril(C+-Csg)alquileno.

De acuerdo con la Foérmula I, P se selecciona del grupo que consiste en H, 9-fluorenilmetiloxi carbonilo, Boc,
benciloxicarbonilo, tosilato, bencilo, aloc, tritilo, dimetoxitritilo y monometoxitritilo y el sustituyente P se selecciona del
grupo que consiste en H, (C4-Csg)alquilo, (C2-Cg)alquenilo, (C2-Csg)alquinilo, (Cs-Cs)arilo, (Cs-Csg)cicloalquilo, (Cs-Csg)aril(C+-
Cs)alquileno y (Cs-Cs)cicloalquil(C4-Cs)alquileno. Los subindices n y g son cada uno independientemente nimeros enteros
entre 0 y 10 incluidos.

De acuerdo con una modalidad, cada uno de Ry y Rz en un compuesto de Férmula | es independientemente -CH,-O-(CHz-
CH>-O)4P+. Para algunos compuestos de Férmula | cada uno de Ry es -CH2-(O-CH2-CH.-),OP1 y R2 se selecciona del
grupo que consiste en H, (C4-Cg)alquilo lineal o ramificado, (C2-Cs)alquenilo, (C2-Cs)alquinilo, (C4-Csg)hidroxialquilo, (Cs-
Csg)arilo, (Cs-Cg)cicloalquilo, (Cs-Cg)aril(C1-Cs)alquileno, (Cs-Cs)cicloalquil(C+-Ce)alquileno, -CH-(OCH2-CH2)-NHP1, -
CH3-(OCH2-CH2-0)¢-SP1 y -CH2-(SCH2-CH.)4-SP+. Para ciertos compuestos de Férmula | R1 es -CHa-(O-CH2-CH,-),OP4,
Rz es H y el sustituyente P4 es H o (C4-Csg)alquilo.

Los compuestos de Férmula | son quirales. La pureza estereoquimica de un compuesto de Férmula | esta en el intervalo
de aproximadamente 80 % a aproximadamente 99 % en la posicién Cy. En una modalidad la pureza estereoquimica es
al menos 90 % en la posicién Cy. De acuerdo con aun otra modalidad la pureza estereoquimica de un compuesto de
Férmula | es al menos 99 % en la posicion Cy.

La presente descripcion proporciona ademas un método para preparar un compuesto de acuerdo con la Féormula |. De
acuerdo con el método de la invencion, un compuesto de Férmula Il

0]

HoN . ORg
R3 /R4

auy

se pone en contacto con un compuesto de Férmula Ill

Ri Rz
ReN ALY

P (111)

para obtener un compuesto de acuerdo con la Férmula IV

0]
Ri Rz H
N N
R5 N)\/ )%LO_RG

P Rs R4 v

El compuesto de Férmula IV se pone en contacto con un compuesto de acuerdo con la Férmula V

i
%HO (V)

para proporcionar un compuesto de Formula I. Los grupos sustituyentes B, R1, Rz, Rs, R4, Rs, Rs, P y P1 se definieron
anteriormente. El sustituyente Y en la Férmula Il se selecciona del grupo que consiste en bromo, yodo, 4-toluenosulfonato
y metanosulfonato.

De acuerdo con la metodologia de sintesis de la invencion, la etapa de poner en contacto un compuesto de Férmula IV
con un compuesto de Formula V se efectia en presencia de un agente de acoplamiento seleccionado del grupo que
consiste en diciclohexilcarbodiimida, carbonildimidazol, hexafluorofosfato de O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N'N'-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2745504 T3

tetrametiluronio (HBTU), hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP) y hexafluorofosfato de
O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N'N'-tetrametiluronio (HATU) en un solvente aproético polar.

En una modalidad, la presente descripcién proporciona un método para sintetizar un compuesto de Férmula Il al ponerlo
en contacto

H

H
_-OH
RsN

P 0]

con un grupo CH3-(0-CH2-CH,-)qOX para obtener

fosr

q H
: OH
RsN

P O

El grupo de acido carboxilico del producto polietilenoxi se reduce adicionalmente al alcohol correspondiente; y después
se pone en contacto con un reactivo para obtener el compuesto de Férmula lll.

De acuerdo con una modalidad el alcohol se pone en contacto con un reactivo seleccionado del grupo que consiste en
cloruro de metanosulfonilo, cloruro de 4-toluenosulfonilo y yoduro de sodio en un solvente aprético. Cuando el alcohol se
pone en contacto con yoduro de sodio la etapa de contacto se efectia en presencia de un catalizador, tal como cloruro
de circonio (1V).

La presente invencion proporciona un método para sintetizar un oligémero de acido nucleico peptidico (PNA) que tiene
una secuencia predeterminada, al poner en contacto un soporte sélido con un enlazador alilico de acuerdo con la Férmula
\i

O
[]VlT*O\/\/\ O/\)ko_' VI

Desproteger el grupo DMT para obtener el alcohol correspondiente que después se pone en contacto con un primer
monomero de PNA o un monémero de yPNA en dependencia de la secuencia del oligémero de PNA. El grupo de acido
carboxilico del primer monémero se activa antes del contacto con la resina que contiene enlazador alilico. Después del
acoplamiento del primer residuo de PNA a la resina, desproteger el grupo amino del primer residuo de PNA.

Activar el grupo de acido carboxilico de un segundo monémero de PNA o monémero de yPNA especifico de secuencia y
poner en contacto este PNA con acido carboxilico activado con el grupo amino del residuo de PNA unido a la resina. Las
etapas descritas anteriormente se repiten para sintetizar el oligémero de acido nucleico peptidico (PNA) que comprende
al menos un monémero de YPNA.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 (A) Espectros de CD de PNA5 y PNA2 (Recuadro) en funcién de la temperatura. Transicion de fusion (Tr) de
PNA2 a 5 como se determina por CD, supervisada a 260 nm. La concentracion de oligémero fue 5 pM, preparado en
tampon de fosfato de sodio 10 mM a pH 7 4.

La Figura 1 (B) es un grafico que correlaciona la estabilidad de los oligémeros de PNA con el niumero de monémeros R-
MP-yPNA de la invencion en el oligémero.

Figura 2 Perfiles de fusion UV de duplex hibridos de (A) PNA-ADN y (B) PNA-ARN a una concentracion de cadena de 5
MM cada uno en tampon de fosfato de sodio 10 mM a pH 7,4. Si bien se realizaron tanto los experimentos de calentamiento
como de enfriamiento debido a que ambos tienen perfiles casiidénticos solo se muestra la fusidon UV para los experimentos
de calentamiento.

La Figura 3 ilustra la correlacion entre la energia libre de union de Gibbs (AG®) y el numero de unidades de miniPEG en
los duplex de PNA-ADN y PNA-ARN.

La Figura 4 ilustra los sensogramas de resonancia de plasmones de superficie (SPR) (lineas negras continuas) y los
ajustes (lineas discontinuas) para la hibridacion de sondas de PNA a ADN complementario inmovilizado. Las soluciones
contenian PNA 30 nM. Las barras de error a t = 420 segundos ilustran las desviaciones estandar para tres ensayos
separados.
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La Figura 5 muestra los espectros fluorescentes de los pares (A) PNA1X/PNA1Y y (B) PNA4X/PNA4Y a diferentes
concentraciones. Las muestras se prepararon mediante la mezcla de relaciones equimolares de los oligdmeros en tampdn
de fosfato de sodio 10 mM a pH 7,4. Las muestras se excitaron a 475 nm (Amsx de FITC) y las emisiones se registraron de
480 a 700 nm. Los espectros se normalizaron con respecto a la emision de FITC.

La Figura 6 ilustra los resultados de un ensayo de cambio en gel no desnaturalizante que tenia como objetivo evaluar el
grado de unién no especifica para un oligdmero de PNA no modificado (PNA6) y un oligdmero que contiene el monémero
R-MP-yPNA de la invencion (PNA10). Se observé una reduccion drastica en la intensidad de la banda de ADN con
concentraciones crecientes de PNAG.

Descripcion detallada de las modalidades preferidas

La presente invencion se refiere a una nueva clase de monémeros de yPNA que contienen MiniPEG preorganizados
conformacionalmente, que poseen buena solubilidad en agua, exhiben propiedades de hibridacién superiores,
biocompatibilidad, pueden invadir facilmente el ADN bicatenario y estructuras secundarias de ARN, y son capaces de
experimentar diversificacion quimica facil, tal como mediante la introduccién de grupos quimicos funcionalmente diversos
en uno o ambos extremos del monémero de PNA o dentro de la cadena principal de los PNA. Por lo tanto, la invencion
proporciona compuestos de acuerdo con la Férmula |, asi como la metodologia para sintetizar un monémero de yPNA de
Férmula | y también para sintetizar un monémero de PNA que tiene uno o mas monémeros de yPNA de Férmula I.

Definiciones

Dentro del contexto de la presente descripcion, los términos "miniPEG" o "MP" se usan indistintamente y se refieren a una
unidad de polietilenglicol (PEG) individual o un polimero de PEG que comprende de 2-50 monémeros de PEG. De acuerdo
con una modalidad, el término miniPEG incluye sin limitacion un grupo -CH,-(OCH>-CH,),OP+ donde el subindice q es un
numero entero entre 1-50 y P4 se selecciona del grupo que consiste en H, (C+4-Cg)alquilo, (C2-Cs)alquenilo, (C2-Csg)alquinilo,
(Cs-Cs)arilo, (C3-Cs)cicloalquilo, (C3-Cs)aril(C1-Ce)alquileno y (Cs-Csg)cicloalquil(C+-Ceg)alquileno. Los ejemplos de unidades
de miniPEG incluyen sin limitacion los grupos -CHz-(OCH3-CH3)1450H, -CH2-(OCH2-CH3)1.400H, -CH2-(OCH2-CH2)1.350H,
-CHa-(OCH2-CHz)1.300H, -CH2-(OCH2-CH2)1.250H, -CH2-(OCH2-CH3)1.200H, -CH2-(OCH2-CH>)1.15s0H, -CH2-(OCH2-CH>)1-
1oOH, y -CHz-(OCHz-CH2)1.5OH.

Otros ejemplos de la clase minPEG son los grupos -CHz-(OCH2-CH2)1450(C1-Cg)alquilo,-CH2-(OCH2-CHz2)1-40(C1-
Cg)alquilo, -CH2—(OCH2—CH2)1.35O(C1-C8)alquilo, -CH2—(OCH2—CH2)1.3oO(C1-C8)anuiIo, -CHz-(OCHz-CH2)1.250(C1-
Cg)alquilo, -CH2—(OCH2—CH2)1.200(C1-C8)alquilo, -CH2—(OCH2—CH2)1.15O(C1-C8)alquilo, -CHz-(OCHz-CH2)1.1oO(C1-
Cs)alquilo, y -CH2-(OCH.-CH>)150(C+-Cg)alquilo.

"Alquilo" se refiere a grupos hidrocarbilo ciclicos de cadena lineal o ramificada que incluyen de 1 a aproximadamente 20
atomos de carbono. Por ejemplo, un alquilo puede tener de 1 a 10 atomos de carbono, 1-8 atomos de carbono, 0 1a 5
atomos de carbono. El alquilo ilustrativo incluye grupos alquilo de cadena lineal como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo,
hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo y similares, e incluye ademas isémeros de cadena ramificada de
grupos alquilo de cadena lineal, por ejemplo sin limitacion, -CH(CHs3),, -CH(CH3)(CH2CHj3), -CH(CH2CHj3),, -C(CHa)s, -
C(CH2CHg3)3, -CH2CH(CH3)2, -CH2CH(CH3)(CH2CH3), -CH2CH(CH.CHzs),, -CH2C(CHgs);, -CH>C(CH2CHgs)s;, -
CH(CHs3)CH(CHs3)(CH2CHgs), -CH2CH2CH(CHs)2, -CH2CH2CH(CH3)(CH2CH3), -CH2CH2CH(CH>CHs)2, -CH2CH2C(CH3)s, -
CH2CH,C(CH2CHj3)3, -CH(CH3)CH2CH(CHj3)2, -CH(CH3)CH(CH3)CH(CHzs),, y similares. Por lo tanto, los grupos alquilo
incluyen grupos alquilo primarios, grupos alquilo secundarios y grupos alquilo terciarios.

La frase "alquilo sustituido" se refiere a alquilo sustituido en 1 o mas, por gjemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o incluso 6 posiciones,
cuyos sustituyentes estan unidos en cualquier atomo disponible para producir un compuesto estable, con una sustitucion
como se describe en la presente. "Alquilo opcionalmente sustituido" se refiere a alquilo o alquilo sustituido.

Cada uno de los términos "halégeno”, "haluro" y "halo" se refiere a -F, -Cl, -Br, o -I.

Los términos "alquileno" y "alquileno sustituido" se refieren a alquilo divalente y alquilo divalente sustituido,
respectivamente. Ejemplos de alquileno incluyen sin limitacion, etileno (-CH,-CHz-). "Alquileno opcionalmente sustituido"
se refiere a alquileno o alquileno sustituido.

"Alqueno o alquenilo” se refiere a grupos hidrocarbilo de cadena lineal, ramificada o ciclica que incluyen de 2 a
aproximadamente 20 atomos de carbono que tienen uno o mas enlaces dobles carbono a carbono, talcomo 1a 3, 1 a2,
o al menos un enlace doble carbono a carbono. "Alqueno sustituido" se refiere a alqueno sustituido en 1 o mas, por
efemplo, 1, 2, 3, 4, 5, o incluso 6 posiciones, cuyos sustituyentes estan unidos en cualquier atomo disponible para producir
un compuesto estable, con una sustitucion como se describe en la presente. "Alqueno opcionalmente sustituido" se refiere
a alqueno o alqueno sustituido.

El término "alquenileno” se refiere a alqueno divalente. Ejemplos de alquenileno incluye sin limitacion, etenileno (-CH=CH-
) y todas las formas estereoisoméricas e isoméricas conformacionales del mismo. "Alquenileno sustituido" se refiere un
alqueno divalente sustituido. "Alquenileno opcionalmente sustituido" se refiere a alquenileno o alquenileno sustituido.
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"Alguino o "alquinilo" se refiere a un hidrocarburo insaturado de cadena lineal o ramificada que tiene el numero indicado
de atomos de carbono y al menos un enlace triple. Ejemplos de un grupo (C2-Csg)alquinilo incluyen, pero no se limitan a,
acetileno, propino, 1-butino, 2-butino, 1-pentino, 2-pentino, 1-hexino, 2-hexino, 3-hexino, 1-heptino, 2-heptino, 3-heptino,
1-octino, 2-octino, 3-octino y 4-octino. Un grupo alquinilo puede ser no sustituido u opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes como se describe en la presente descripcion mas abajo.

El término "alquinileno" se refiere a alquino divalente. Ejemplos de alquinileno incluye sin limitacion, etinileno, propinileno.
"Alquinileno sustituido" se refiere a alquino divalente sustituido.

El término "alcoxi" se refiere a un grupo -O-alquilo que tiene el numero indicado de atomos de carbono. Por ejemplo, un
grupo (Cq-Cs)alcoxi incluye -O-metil (metoxi), -O-etilo (etoxi), -O-propilo (propoxi), -O-isopropilo (isopropoxi), -O-butil
(butoxi), -O-sec-butil (sec-butoxi), -O-terc-butil (terc-butoxi), -O-pentilo (pentoxi), -O-isopentilo (isopentoxi), -O-neopentilo
(neopentoxi), -O-hexilo (hexiloxi), -O-isohexilo (isohexiloxi) y -O-neohexilo (neohexiloxi).

El término "hidroxialquilo" se refiere a un grupo (C+-Co)alquilo en donde uno o mas de los atomos de hidrégeno del grupo
alquilo se reemplaza con un grupo -OH. Ejemplos de grupos hidroxialquilo incluyen, pero no se limitan a, -CH,OH, -
CHzCHzOH, -CHzCHzCHzOH, -CHzCHzCHzCHzOH, -CHzCHzCHzCHzCHzOH, -CHzCHzCHzCHzCHzCHzOH, y versiones
ramificadas de estos.

El término "éter" o "éter de oxigeno" se refiere a un grupo (C4-Cqp)alquilo en donde uno o mas de los atomos de carbono
del grupo alquilo se reemplaza con un grupo -O-. El término éter incluye compuestos -CH-(OCH>-CH2)OP1 donde P1 es
un grupo protector, -H, o un (C4-Cp)alquilo. Los éteres ilustrativos incluyen polietilenglicol, dietiléter, metilhexil éter y
similares.

El término "tioéter" se refiere a un grupo (C+-Cqp)alquilo en donde uno o mas de los atomos de carbono del grupo alquilo
se reemplaza con un grupo -S-. El término tioéter incluye compuestos -CH>-(SCH,-CHz)4-SP+1 donde P1 es un grupo
protector, -H, o un (C4-Cqp)alquilo. Los éteres ilustrativos incluyen dimetiltioéter, etilmetiltioéter.

El término "arilo," solo o en combinacion se refiere a un sistema de anillo aromatico monociclico o biciclico tal como fenilo
o naftilo. "Arilo" también incluye sistemas de anillos aromaticos que se fusionan opcionalmente con un anillo cicloalquilo
como se define en la presente descripcion.

Un "arilo sustituido" es un arilo que es independientemente sustituido con uno o mas sustituyentes unidos en cualquier
atomo disponible para producir un compuesto estable, en donde los sustituyentes son como los descritos en la presente
descripcién. "Arilo opcionalmente sustituido" se refiere a arilo o arilo sustituido.

"Arileno" denota arilo divalente y "arileno sustituido" se refiere un arilo divalente sustituido. "Arileno opcionalmente
sustituido" se refiere a arileno o arileno sustituido.

El término "heteroatomo" se refiere a N, O y S. Los compuestos inventivos que contienen atomos de N o S se pueden
oxidar opcionalmente a los correspondientes compuestos de N-6xido, sulféxido o sulfona.

El término "cicloalquilo" se refiere a sistemas de anillos monociclicos, biciclicos, triciclicos o policiclicos, de 3 a 14
miembros, los cuales son saturados, insaturados o aromaticos. El grupo cicloalquilo se puede unir a través de cualquier
atomo. Cicloalquilo también contempla anillos fusionados en los que el cicloalquilo se fusiona a un anillo arilo o hetroarilo
como se definié anteriormente. Los ejemplos representativos de cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo. Un grupo de cicloalquilo puede ser no sustituido o opcionalmente sustituido con uno
0 mas sustituyentes como se describe en la presente descripcion mas abajo.

El término "cicloalquileno” se refiere a cicloalquilo divalente. El término "opcionalmente sustituido cicloalquileno” se refiere
a cicloalquileno que esta sustituido con 1 a 3 sustituyentes, por gjemplo, 1, 2 o 3 sustituyentes, unidos en cualquier atomo
disponible para producir un compuesto estable, en donde los sustituyentes son como los descritos en la presente
descripcion.

El término 'nitrilo o ciano" se puede usar indistintamente y se refieren a un grupo -CN que esta unido a un atomo de
carbono de un anillo heteroarilo, anillo arilo y un anillo heterocicloalquilo.

El término "oxo" se refiere a un atomo =0 unido a un resto (C3-Cs) ciclico saturado o insaturado o un resto (C+-Cg) aciclico.
El atomo =0 puede estar unido a un atomo de carbono, azufre y nitrdgeno que es parte del resto ciclico o aciclico.

El término "amina o amino" se refiere a un grupo -NRR® e donde R R® cada uno independientemente se refiere a un
grupo hidrégeno, (C1-Cg)alquilo, arilo, heteroarilo, heterocicloalquilo, (C1-Cg)haloalquilo y (C+-Ce)hidroxialquilo.

El término "amida" se refiere a un grupo -NR'R"C(O)- en donde R' y R" cada uno independientemente se refiere a un
hidrégeno, (C4-Cg)alquilo, o (Cs-Ce)arilo.
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Un "hidroxilo" o "hidroxi" se refiere a un grupo -OH.

El término "(Cs-Csg)aril-(C1-Ceg)alquileno" se refiere a un alquileno divalente en donde uno o mas atomos de hidrégeno en
el grupo C4-Cs alquileno se reemplaza por un grupo (Csz-Cg)arilo. Ejemplos de grupos (Cs-Cs)aril-(C1-Cg)alquileno incluyen
sin limitacion 1-fenilbutileno, fenil-2-butileno, 1-fenil-2-metilpropileno, fenilmetileno, fenilpropileno, y nattiletileno.

El término "(Cs-Cs)cicloalquil-(C1-Ce)alquileno” se refiere a un alquileno divalente en donde uno o mas atomos de
hidrégeno en el grupo C4-Cs alquileno se reemplaza por un grupo (Cs-Cs)cicloalquilo. Ejemplos de grupos (Cs-
Cs)cicloalquil- (C+-Cg)alquileno incluyen sin limitacion 1-cicloproilbutileno, cicloproil-2-butileno, ciclopentil-1-fenil-2-
metilpropileno, ciclobutilmetileno y ciclohexilpropileno.

Un "acido nucleico peptidico" se refiere a un mimético de ADN o ARN en el que la cadena principal de fosfodiéster y
azucar del ADN o el ARN se reemplaza por una unidad de N-(2-aminoetil)glicina.

Algunos compuestos descritos aqui pueden tener centros asimétricos y, por lo tanto, existen en diferentes formas
enantioméricas y diastereoméricas. Un compuesto de la descripcion puede estar en forma de un isémero 6ptico o un
diasteredmero. En consecuencia, la invencion abarca los compuestos de la invencion y sus usos como se describe en la
presente descripcion en forma de sus isémeros Opticos, diastereoisdmeros y mezclas de estos, que incluyen una mezcla
racémica. Los isdmeros 6pticos de los compuestos de la descripcidon pueden obtenerse mediante técnicas conocidas tales
como sintesis asimétrica, cromatografia quiral, tecnologia de lecho movil simulado o mediante separacién quimica de
estereoisdmeros a través del empleo de agentes de resolucion opticamente activos.

A menos que se indique lo contrario, "estereoisomero" significa un estereoisdbmero de un compuesto que esta
sustancialmente libre de otros estereoisdmeros de ese compuesto. Por lo tanto, un compuesto estereoméricamente puro
que tenga un centro quiral estara sustancialmente libre del enantidmero opuesto del compuesto. Un compuesto
estereoméricamente puro que tenga dos centros quirales estara sustancialmente libre de otros diasteredmeros del
compuesto. Un compuesto estereoméricamente puro tipico comprende mas de aproximadamente 80 % en peso de un
estereoisdomero del compuesto y menos de aproximadamente 20 % en peso de otros estereocisémeros del compuesto, por
ejemplo mayor que aproximadamente 90 % en peso de un estereoisdmero del compuesto y menos de aproximadamente
10 % en peso de los otros estereoisémeros del compuesto, o mayor que aproximadamente 95 % en peso de un
estereoisdmero del compuesto y menos de aproximadamente 5 % en peso de los otros esterecisémeros del compuesto,
0 mayor que aproximadamente 97 % en peso de un estereoisomero del compuesto y menos de aproximadamente 3 %
en peso de los otros estereoisémeros del compuesto.

Si hay una discrepancia entre una estructura representada y un nombre dado a esa estructura, entonces la estructura
representada controla. Ademas, si la estereoquimica de una estructura o una porcién de una estructura no se indica, por
ejemplo, en negrita o con lineas discontinuas, la estructura o porcion de la estructura debe interpretarse como que abarca
todos los estereoisémeros de esta. En algunos casos, sin embargo, donde existe mas de un centro quiral, las estructuras
y los nombres pueden representarse como enantibmeros individuales para ayudar a describir la estereoquimica
relacionada. Los expertos en la técnica de la sintesis organica conoceran si los compuestos se preparan como
enantiomeros individuales a partir de los métodos usados para prepararlos.

Compuestos

Los monémeros de y-PNA de la presente descripcion son compuestos que contienen etilenglicol preorganizados
conformacionalmente de acuerdo con la Férmula I.

B
(L).Qfo
RoR [ @
R5\l}l }\/ N){lkO_RG

P R Ry 1

Para los compuestos de Férmula |, B es una base de acido nucleico seleccionada de adenina, guanina, citosina, timina o
uracilo. Cada uno de los grupos R1, Rz y Rs se selecciona independientemente del grupo que consiste en H, (C+-Cg)alquilo
lineal o ramificado, (C2-Cs)alquenilo, (C2-Cs)alquinilo, (Cs-Csg)arilo, (Cs-Cs)cicloalquilo, (Cs-Cg)aril(C1-Ce)alquileno, (Cs-
Ca)cicloalquiI(C1-Ca)alquileno, -CHz-(OCHz-CHz)qOP1, -CHz-(OCHz-CHz)q-NHP1, -CHz-(OCHz-CHz)q-SP1 y -CHz-(SCHz-
CH3)q-SP4. De acuerdo con una modalidad, Ry y R> son cada uno independientemente -CH,-(OCH>-CH.)OP1. Por
ejemplo, Ry puede ser un grupo -CHx>-(OCH,-CH2)qOP1 y R> puede seleccionarse del grupo que consiste en H, (Cs-
Cs)alquilo lineal o ramificado, (Cx-Cs)alquenilo, (Cz-Cs)alquinilo, (Cs-Cg)arilo, (Cs-Cg)cicloalquilo, (Cs-Cg)aril(C+-
Ce)alquileno, (Cs-Cg)cicloalquil(C4-Cs)alquileno, -CHz-(OCH2-CHz)q-NHP1, -CH2-(OCH2-CH2)q-SP+ y -CH2-(SCH2-CH2)q-
SP1. En una modalidad, R es un grupo -CHx-(OCH>-CH2),OH y el subindice q es un nimero entero entre 1-25 ambos
numeros enteros incluidos, entre 1-20 ambos numeros enteros incluidos, entre 1-15 ambos ndmeros enteros incluidos y
entre 1-10 ambos numeros enteros incluidos.
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De acuerdo con una modalidad, la presente descripciéon proporciona compuestos de Férmula | en los que cada uno de
los grupos Rs3 y R4 es independientemente H. Para los compuestos de Férmula | Rs se selecciona del grupo que consiste
en H, (C4-Cg)alquilo lineal o ramificado, (Cs-Csg)arilo sustituido o no sustituido y (Cs-Cs)aril(C+-Cs)alquileno.

El sustituyente P en el grupo amino terminal de un compuesto de Férmula | puede ser hidrogeno o un grupo protector de
amino. Ejemplos de tales grupos protectores incluyen sin limitacién un grupo 9-fluorenilmetiloxi carbonilo (Fmoc), -
butiloxicarbonilo (Boc), benzhidriloxicarbonilo (Bhoc), benciloxicarbonilo (Cbz), O-nitroveratriloxicarbonilo (Nvoc), bencilo
(Bn), aliloxicarbonilo (aloc), tritilo (Trt), 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxaciclohexilideno)etilo (Dde), diatiasuccinoilo (Dts),
benzotiazol-2-sulfonilo (Bts), dimetoxitritilo (DMT) y monometoxitritilo (MMT).

Para ciertos compuestos de Formula | el sustituyente P4 se selecciona del grupo que consiste en H, (C4-Csg)alquilo, (Cz-
Cs)alquenilo, (C2-Cs)alquinilo, (Cs-Cs)arilo, (Cs-Cs)cicloalquilo. (Cs-Cs)aril(C1-Cs)alquileno y (Cs-Cs)cicloalquil(C+-
Cs)alquileno. Los subindices ny q en la Férmula | son independientemente nimeros enteros entre 0 y 50 ambos nimeros
enteros incluidos. De acuerdo con una modalidad, el subindice n es 1 mientras que el subindice p es un nimero entero
entre 1-45, preferentemente entre 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, o 1-10.

De acuerdo con una modalidad, el compuesto de Férmula | es como se muestra en el Cuadro 1:

Cuadro 1. Composiciones quimicas de las invenciones.

A
0
O
P RI)@M
"N 7, OH
H R /RJ
MONOMEROS
Fi.Pz Ps X R1, Rz, Ra, R
H CH:  Adenina
F Citosi
mac um.na (Rzv R: solamente)

Boc Guanina
Chz Timina
Bn Mucleobases modificadas

% CH3[O(CH3)2l1.100P3
Tos Fluoraforos
Aloc Ligandos aromaticos

E CH2[O(CHz)2ly.10NP3
Trt
MMT

CH-[O(CH SP

OMT % 2[O(CHz)2)1.105P2

Los compuestos que se ajustan a la Férmula | son quirales en virtud de la diversidad de grupos sustituyentes en C-y. Un
compuesto de Férmula | estereoméricamente puro tipico comprende mas de aproximadamente 80 % en peso de un
estereoisdomero del compuesto y menos de aproximadamente 20 % en peso de otros estereoisomeros del compuesto. De
acuerdo con una modalidad, un compuesto de Férmula | estereoméricamente puro comprende mas de aproximadamente
90 % en peso de un estereoisdmero del compuesto y menos de aproximadamente 10 % en peso de los otros
estereoisdmeros del compuesto, o mas de aproximadamente 95 % en peso de un estereoisémero del compuesto y menos
de aproximadamente 5 % en peso de los otros estereoisémeros del compuesto, o0 mas de aproximadamente 97 % en
peso de un estereoisomero del compuesto y menos de aproximadamente 3 % en peso de los otros estereoisomeros del
compuesto o mas de aproximadamente 99 % en peso de un estereoisdmero del compuesto y menos de o igual a
aproximadamente 1 % en peso de los otros estereoisémeros respectivamente.

Si bien el MP y las unidades de polietilenglicol (PEG) de peso molecular mas grande se han incorporado en una serie de
sistemas macromoleculares que incluyen, por ejemplo, péptidos y proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, polimeros
sintéticos, dendrimeros, liposomas, y nanoparticulas, los presentes inventores descubrieron inesperadamente que la
introduccion de un grupo dietilenglicol, cominmente denominado 'miniPEG' o MP, en la cadena principal de PNA mejoré
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la solubilidad acuosa, la biocompatibilidad y la especificidad de unidn junto con la reduccién de la agregacion y la union
no especifica del PNA.

La cadena principal de PNA ofrece una opcion de tres sitios (C-a, C-B y C-y), para introducir un grupo miniPEG (MP).
Estudios anteriores de los presentes inventores han indicado que la instalaciéon de un centro quiral en la posiciéon C-y
dentro de la cadena principal de PNA induce la organizacion helicoidal (helicidad) en el oligémero y proporciona un medio
para el ajuste preciso de la estabilidad termodinamica de los PNA. La conformacién helicoidal adoptada por un oligémero
que contiene mondémeros de PNA depende en parte de la estereoquimica de los monémeros de PNA usados. Son posibles
dos conformaciones helicoidales, especificamente, una conformacion a la derecha y una conformacion a la izquierda. Los
YPNA preparados a partir de L-aminoacidos adoptan una hélice derecha, mientras que los preparados a partir de D-
aminoacidos adoptan una hélice izquierda. Sin embargo, los estudios bioanaliticos indican que solo los yPNA con hélice
derecha se hibridan a ADN y ARN con alta afinidad y selectividad de secuencia.

Sintesis
A. Protocolos de sintesis generales

Las rutas tradicionales para sintetizar los PNA han sido tediosas, e involucran la preparacion de nucleobases de A, C, y
G protegidas, y el uso de productos quimicos toxicos y multiples etapas para obtener un mondmero de PNA protegido
ortogonalmente que puede usarse para sintetizar oligémeros con el uso de una resina. Como se ilustra en el Esquema 1,
los presentes inventores han desarrollado metodologias de sintesis que no requieren la proteccion de las nucleobases.
En lugar de esto, los monémeros de PNA de acuerdo con la Féormula | se preparan faciimente con el uso de nucleobases
desprotegidas baratas, disponibles comercialmente, que se acoplan directamente a una cadena principal de yPNA
protegida con Boc o Fmoc.

Esquema 1
o
Q CNH
NH ND
- RO 4
1.NaH DMF, J§ © Iy
2. NaOHMaOH, PyHN OH
o HCI DCM NH;
NHz
N
N I
L NTTO
1.NaH. OMF, N © R ]' 0. o
2, NaOH/MeOH, N, -
i o HE/DCM PyHY CH
R_O o MH
MH2
N e 2 N
PHN o NN N
Py= Boc, Fmoo o Aoy NTON
Pa=CHaCHa, G(CHals 1. NaH. DMF, N° 1 R } o o
R=0{CHZCHZ0)5CHs 2. NaOHMaOH, N
2CHzZ o HC.DCM PyHN CH
0
cl |
HN M
N N I
| - HaN- N N
1.NaH, DMF,  H:N - NT R | 0. o
2. NaOHMeOH, g HCI, DCM PLHN N oy

Se proporciona ademas un método eficiente para sintetizar las cadenas principales de PNA protegidas con Boc y/o Fmoc.
En comparacion con la ruta de sintesis tradicional de Mitsunobu que se usa en la preparacion de cadenas principales de
PNA, la sintesis de cadenas principales de PNA de acuerdo con los métodos descritos en la presente descripcion se
realiza en unas pocas etapas simples a partir de aminoacidos protegidos con Boc y Fmoc relativamente baratos y
disponibles comercialmente, por ejemplo, alanina, treonina, cisteina, o serina protegidas con Boc o Fmoc de acuerdo con
el protocolo (Esquema 2). Como se muestra en este esquema, no es necesaria una purificacion por cromatografia en
columna complicada para obtener cadenas principales de PNA que tengan la pureza requerida para el acoplamiento a
nucleobases desprotegidas.
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Esquema 2
AMINOACIDOS UNIDADES DE
POLIETILENGLICOL
) Lo} o
L HM o L . L MO ] P
PHN gy PN gy PN Sy =4 o2
OH OH OH OH M=0y ol MNHP3
1
= oossossssssssosssossssosees H
|Pegilacion M o N__. NP3
1.6
o o o NHE
JHM ] J X ] MeO] } SP
FsHK aH FyHM OH FaHN._ OH 0 » 2
OR OR OR OR
Reduccien Proteccin F .= =
Lado Oeste Lado Este
L5} '~ k|
FyHN By HN PyHM - o o o o
OH OH < OH I . | I H I
[ PyHN oP; PyHM 0Py PyHN OP, PyHN oF,
OR OR OR OR I
OR OR OR OR
IYodacién 1. Desproteccion del amino (eliminacion de P1)
.Fﬁl-N | PHN | PyHN . | 2. Reaction de desolazamiento
QR OR OR OR
IReaocién de desplazamiento (permutacion)
[s]
R.\ R H
PyHN 0Py
H:/ Ry

CADENAS PRINCIPALES QUIRALES

La presente descripcidon proporciona ademas una secuencia de reacciones en fase solida optimizada para sintetizar
oligdmeros que contienen PNA que es mas eficiente y reduce o elimina una serie de etapas peligrosas de transformacion
quimica que acompafian habitualmente a la sintesis en fase soélida tradicional (Esquema 3). Las metodologias de sintesis
descritas en la presente descripcion, han conducido a reducciones significativas de los costos en la produccion de
monomeros y oligdmeros de YPNA.

El protocolo de sintesis que se ilustra en el Esquema 3 esta optimizado para acoplar eficazmente los monémeros de PNA
de acuerdo con la Férmula | a un soporte sélido de resina con reacciones secundarias minimas (menos de 1 %) o
reacciones de entrecruzamiento minimas entre los grupos amino exociclicos desprotegidos de la nucleobase de adenina,
citosina, o guanina y el grupo carboxilo activado de un mondmero de PNA. Debido a que la sintesis en fase sélida de
acuerdo con el protocolo usa nucleobases desprotegidas no es necesaria la desproteccion de las nucleobases en el
producto oligomérico final antes de la escision del oligdmero del soporte solido. Ademas, las etapas de neutralizacion y
proteccion de piridinas necesarias para la sintesis en fase soélida de oligémeros de ADN o ARN con el uso de métodos
convencionales se omiten en el presente método sin ningun efecto sobre el rendimiento general o la pureza de los
oligdmeros de MP-yPNA finales.

La omisidn de estas etapas no solo reduce significativamente el tiempo de sintesis, sino que también reduce los costos

de la sintesis de oligdbmeros y los costos asociados con la eliminacion de desechos peligrosos, tales como piridina y
anhidrido acético, omitidos del protocolo que se muestra en el Esquema 3.

10
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Esquema 3
(A) Quimica Boc de SPPS (B) Quimica Fmoc de SPPS
Q e Q-
HATU, MDCHA, HATU, MDCHA,
Monomero 1, DMF Monomero 1, DMF
O O
() NHMI)-NHBoc (D NHMI-NHFmoc
Desproteccion Desprateccion
TFA/m-cresol pipernidina al 10 %
(2, 4 min cada unc) {2X, 15 min cada uno)
| |
| | Avardns |
Lavado con DCM (3x)
Lavado con DMF (3X)
-] l—‘ l—l -]
3 3
v 4 (a] (8] v 4
() NH= MY —NH5" () NH—M1)—NH;
Meutralizacion i sity & acoplamiento Acoplamiento
{i) Activacidn: (i) Activacitn:
300 yl de mendmere 0,2 K (MMP) = 300 ul de mondmere 0.2 M (MMP) | =
150 pl de DIEA 0,52 M (DMF) = 150 pl de DIEA 0,39 M (DMF) E
150 pl e HETU 0,39 M (DMF) = 150 pl de HETU 0,39 M (DMF) m
(i) Acoplamienta: 13 min (i) Acoplamientz: 15 min
(i) Lavado: DMF (4X), DCM (13) (i) Lavado: DMF (4X), DCM (1X)
o | o
@ NH—D - - M)-NHBoc QD NH—MD) - MO -NHFmoe
Escisidn E=cisidn
TFMSAMTFA/m-cresoltioanisol TFA/m-cresol
(2:1:1:6) (95:5)

| |

O Oliodmero de PNA
HaN"= R0 - Mn)—NHy"

El esquema 3 ilustra una sintesis en fase sélida para monémeros de PNA de Férmula | con el uso de monémeros de PNA
protegidos con Boc (Esquema 3A) y protegidos con Fmoc (Esquema 3B). Como se indico anteriormente, una ventaja de
llevar a cabo la sintesis de oligdmeros con el uso de un soporte sélido es que permite la neutralizacion in situ del ion
amonio generado por la escision con acido trifluoroacético (TFA) del grupo protector Boc. De acuerdo con los presentes
inventores la neutralizaciéon in situ es superior a la secuencia estandar de lavado/neutralizacién de piridinas usada
convencionalmente debido a que mejora el rendimiento general y la pureza de los oligdmeros de MP-yPNA.

Otra ventaja del método de sintesis de acuerdo con la presente descripcion es el uso en las reacciones de acoplamiento
de un mondédmero de PNA activado con tioéster en el C-terminal. Las rutas de sintesis tradicionales no emplean monémeros
de tioéster en el C-terminal para la sintesis debido a la consiguiente esterificacion intramolecular y truncamiento del N-
terminal. Por el contrario, la sintesis de oligdmeros con el uso de un método de acuerdo con la presente descripcion no
presenta estos inconvenientes. Esto es asi debido a que la neutralizacion del ion amonio se lleva a cabo in situ y también
debido a que la rigidez de los oligdmeros de PNA modificados en y es mayor que la de sus equivalentes aquirales. El
aumento de la rigidez del oligdmero no favorece la esterificacion intramolecular y los productos de truncamiento del N-
terminal.

Como se indico anteriormente, el uso de monémeros de PNA que tienen nucleobases desprotegidas durante la sintesis
en fase solida de un oligémero permite la escision del producto oligomérico del soporte de resina en condiciones suaves.
De acuerdo con una modalidad, los inventores han desarrollado un enlazador alilico novedoso para conectar el primer
bloque de construccion de PNA al soporte sélido de resina. Ver el Esquema 4A. La principal ventaja del enlazador alilico
es que permite la liberacién del oligémero final del soporte sdélido en condiciones casi neutras mediante el tratamiento de
la resina con tetrakis trifenilfosfina de paladio (Pd(PPhs)s) y cantidad estequiométrica de morfolina (Esquema 4B).

11
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Esquema 4
DMT-CI, Mak, BrCHoCH, CO5Et,
HO o piridina DMTO oM DMF .
0 0
DMTO o Yo MeOH/ZM NaOH (1:1)  pMTO a on A

HATU, MDCHA,

o
enlazador alilico, DMF (1) TFA/m-cresol
ODMT
O NH o ﬁ‘}k/\om

{2) HETU, DIPEA,
DMF

(WD —NHBoG {(Frmoc)

Q -
| Cluimica Boc o Fmoc de
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Los oligémeros de PNA son herramientas moleculares importantes en ensayos analiticos y como reactivos terapéuticos
y de diagnéstico para el tratamiento y deteccién de enfermedades genéticas. Muchos ensayos de diagndstico se basan
en la hibridacion especifica del oligémero de PNA al ADN o ARN monocatenarios o en duplex. Otros ensayos usan una
sonda quimica unida covalentemente al oligdmero de PNA para detectar una macromolécula biolégica de interés. Ambos
métodos de ensayo se basan en la liberacion posterior del hibrido de PNA-ADN o PNA-ARN, o la liberacion del complejo
de macromolécula bioldgica y sonda de la superficie sélida para permitir su deteccion y cuantificacion.

Sin embargo, los reactivos usados tradicionalmente para liberar los complejos de PNA del soporte soélido, son fuertes e
inadecuados para su uso con muchas muestras biolégicas. Los presentes inventores han abordado este problema
mediante el desarrollo de un enlazador alilico novedoso para unir oligémeros de PNA a un soporte sélido para facilitar la
liberacion suave del biocomplejo de PNA formado durante el ensayo en condiciones casi neutras.

B. Sintesis de monémeros de yPNA especificos

En una modalidad, los monoémeros #MPyPNA protegidos con Boc que contienen las cuatro nucleobases naturales (A, C,
G, T) se sintetizaron de acuerdo con los procedimientos que se exponen en el Esquema 5.
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Esquema 5
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Por lo tanto, la alquilacién de la L-serina (1) protegida con Boc con 1-bromo-2-(2-metoxietoxi)etano o 2-(2-
metoxietoxi)etano metanosulfonato (2) se llevd a cabo de la siguiente manera. A una solucion fria vigorosamente agitada
de DMF que contenia 2 equivalentes de hidruro de sodio, se le afiadié lentamente compuesto (1), seguido de la adicion
de 1-bromo-2-(2-metoxietoxi)etano o 2-(2-metoxietoxi)etano metanosulfonato (2). Después de agitar a 0 °C durante 1
hora, la mezcla se inactivd mediante la adicion de agua a 0 °C. Los solventes (DMF y agua) se eliminaron a presion
reducida a temperatura ambiente. Se afiadié agua a la mezcla cruda y el pH se ajust6é a ~ 3 con el uso de HCl al 5 %. La
solucién acuosa se extrajo con acetato de etilo y se secd sobre Na;SOs. El producto resultante es serina pegilada
protegida con Boc, el compuesto 3, que se obtiene con alta pureza optica.

Se determind que tanto la estequiometria como el orden de adiciéon de los reactivos son importantes para obtener un
producto 6pticamente puro. La adicién lenta de Boc-serina es necesaria para garantizar la desprotonacion completa del
grupo carboxilo antes de la eliminacion del protéon hidroxilo. La formacion del anién carboxilato reduce la acidez del proton
en a lo que lo hace menos susceptible a la desprotonacién por base.

La esterificacion del producto alquilado (3) seguido de la reduccién con borohidruro de sodio produce el alcohol
correspondiente, serinol (4). La conversion del resto de acido carboxilico en un alcohol hace que el protdn del Ca sea
inerte a la desprotonacion y la racemizacion en las etapas de reaccion posteriores. El serinol (4) se dejé reaccionar con
yoduro de sodio en presencia de cloruro de circonio (IV) (ZrCls) como catalizador para obtener el yoduro correspondiente
(5). El desplazamiento posterior del yoduro por glicinato de etilo produjo la cadena principal de PNA (6).

El acoplamiento mediado por diciclohexilcarbodiimida (DCC) de 6 con las carboximetilnucleobases adecuadas (A, C, G,
y T), seguido de la hidrdlisis del grupo éster resultante proporcioné los mondmeros de yPNA de Férmula | deseados (8a-
d).

Las purezas opticas de los intermediarios fundamentales y los mondmeros de yPNA finales de acuerdo con la Férmula |
se determinaron mediante '"°F-NMR después de la derivatizacion quimica como se describe en la bibliografia. Ver Seco y
otros, Chem. Rev. 2004, 104, 17-117. La cromatografia de gases acoplada a la deteccion por espectrometria de masas
(GC/MS) se ha descrito en la bibliografia para determinar el exceso enantiomérico (ee) de mondémeros de a-PNA quirales
y sus oligémeros. Ver Corradini y otros, Tetrahedron: Asymmetry 1999, 10, 2063-2066.

Los presentes inventores descubrieron que la "®F-NMR es un método alternativo conveniente y exacto para determinar
los valores de ee de mondmeros de yPNA de Férmula | e intermediarios de la sintesis de monémeros de yPNA. El andlisis
por "®F-RMN requirié la eliminacién del grupo protector Boc y el acoplamiento posterior del grupo amino libre de un
monomero de yPNA de Férmula I, un intermediario de la sintesis del mondmero de yPNA con cloruro de (+)-1-metoxi-1-
(trifluorometil)fenilacetilo (MTPA-CI, reactivo de Mosher).
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Se us6 Boc-D-serina como reactivo de partida para sintetizar el estereoisomero de PNA correspondiente (monémero -
MPYPNA), que se requiere como control para cuantificar el exceso enantiomérico del monémero *PyPNA deseado. La
inspeccién del grafico espectral de '°F-NMR del mondémero R MPyPNA y el mondmero S-MPyPNA derivatizados con MTPA
no revelo residuos del monomero S-MPyPNA lo que indica que el compuesto de Férmula | deseado es dpticamente puro.
En base a los datos espectrales se llego a la conclusién de que el monémero de PNA de Formula | deseado tenia una
pureza optica de 99 % de ee dentro del limite de deteccion de "°F-NMR.

Si bien el monémero #MPyPNA de timina mostré dos picos de rotameros a -68,80 y -68,95 ppm en el espectro de NMR,
el SMPyPNA de timina correspondiente mostré solamente un rotamero. La existencia de los dos rotameros para el
monomero #MPyPNA de timina no esta clara.

Los mondmeros de yPNA fabricados de acuerdo con los protocolos de sintesis descritos anteriormente tienen una pureza
enantiomérica de al menos 90 % en peso de un estereoisémero del compuesto y menos de aproximadamente 10 % en
peso del otro estereoisomero del compuesto, 0 mas de aproximadamente 95 % en peso de un esterecisémero del
compuesto y menos de aproximadamente 5 % en peso del otro estereoisbmero del compuesto, o mas de
aproximadamente 97 % en peso de un estereoisémero del compuesto y menos de aproximadamente 3 % en peso del
otro estereoisomero del compuesto o mas de aproximadamente 99 % en peso del estereoisémero del compuesto y menos
de o igual a aproximadamente 1 % en peso del otro estereocisémero respectivamente.

Los monomeros FMPyPNA basados en el andamio de L-alanina se sintetizaron como se describe en Rapireddy y otros, J.
Am. Chem. Soc. 2007, 129, 15596-15600 y He y otros, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 12088-12090.

Si bien los oligomeros de yPNA derivados de L-alanina (S*'2yPNA) son capaces de invadir el ADN de forma B de doble
hélice (ADN B) de secuencia mixta y son prometedores como reactivos antisentido y antigenes, los SA2yPNA son poco
solubles en agua y tienen una tendencia a agregarse, presumiblemente debido a la cadena principal de carga neutra y al
caracter hidréfobo del y-Me. De acuerdo con una modalidad, por lo tanto, el reemplazo del grupo metilo de la cadena
lateral con miniPEG, por ejemplo, una unidad de etilenglicol [(OCH>CHz),, donde n=1-10] en C-y da como resultado un
monomero de PNA (R)miniPEG de acuerdo con la Férmula I. La introduccién del monémero de PNA (R)miniPEG en una
cadena oligomérica induce una hélice derecha en el oligémero de PNA resultante. Tales oligémeros tienen una solubilidad
en agua mejorada y una agregacion reducida al tiempo que retienen propiedades de hibridacion superiores.

Anadlisis bioquimico

Para evaluar si un oligodmero de PNA que contiene uno o mas mondémeros de YPNA de acuerdo con la Férmula | influye
en la conformacion y las propiedades de hibridacion del oligémero de PNA o influye en las propiedades de solubilidad en
agua y agregacion de un oligdmero de PNA, los presentes inventores sintetizaron oligémeros de PNA cuyas secuencias
se muestran en la Tabla 1 mas abajo.

Tabla 1. Secuencia de oligdmeros de PNA

Oligémero Secuencia # de Unidades de MP
PNA1 H-GCATGTTTGA-NH; 0
PNA2 H-GCATGTITTGA-NH; 1
PNA3 H-GCATGTTTGA-NH; 3
PNA4 H-GCATGTTTGA-NH; 5
PNA5 H-GCATGTTTGA-NH; 10
PNAB6 H-ACGGGTAGAATAACAT-NH; 0
PNA7 H-ACGGGTAGAATAACAT-NH; 1
PNAS8 H-ACGGGTAGAATAACAT-NH; 3
PNA9 H-ACGGGTAGAATAACAT-NH; 5
PNA10 H-ACGGGTAGAATAACAT-NH, 8
PNA1X H-tOrn(X)--Lys-GCATGTTTGA-NH; 0
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PNA1Y H-LLys-GCATGTTTGA- Om(Y)-NH; 0
PNA4X H-LOrn(X)-'Lys-GCATGTTTGA-NH; 5
PNA4Y H-'Lys-GCATGTTTGA-"Om(Y)-NH; 5

La letra subrayada indica una modificacion R-MP-y-cadena principal. X = fluoresceina (FITC),
Y = tetrametilrodamina (TAMRA).

El primer conjunto de oligdmeros (PNA1 a 5), se disefio para probar los efectos de miniPEG sobre la conformacion y las
propiedades de hibridacion de los PNA. El segundo conjunto de oligémeros (PNA6 a 10), se disefio para probar el efecto
de miniPEG sobre la solubilidad en agua. Se elige una secuencia hexadecameérica para el estudio de la solubilidad acuosa
debido a que una secuencia de este tipo representa una longitud estadistica que se requeriria para reconocer un sitio
Unico dentro del genoma o transcriptoma de mamiferos. El tercer conjunto incluia dos oligodmeros (PNA1 y 4). Cada
oligébmero en este conjunto se disefid para probar el efecto de miniPEG sobre la tendencia a la autoagregacion de
oligdmeros que contienen PNA con el uso de la transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET). Por lo tanto,
los PAN 1 y 4 se unieron por separado a la fluoresceina (FITC) en el N-terminal (PNA1X y PNA4X) y al grupo
tetrametilrodamina (TAMRA) en el C-terminal (PNA1Y y PNA4) de cada oligémero. Se introdujo un residuo de lisina en el
C-terminal para mejorar la solubilidad en agua y ayudar a la purificacion y caracterizacion de los oligémeros marcados.

Todos los oligémeros de PNA, con y sin cadenas laterales de MP, se sintetizan en soporte sélido de acuerdo con los
protocolos descritos en la presente descripcion o publicados en la bibliografia. A diferencia de los PNA con modificaciones
realizadas en el a de la cadena principal que requieren una optimizacién adicional de las condiciones de reaccién de
acoplamiento a la fase sélida de resina para reducir al minimo la racemizaciéon, no son necesarias precauciones ni
modificaciones del protocolo de sintesis para el acoplamiento de los monémeros FMPyPNA de Férmula | de la invencion
en la resina.

Por otra parte, después de acoplar el ultimo mondmero el oligémero resultante puede escindirse facilmente de la resina 'y
precipitarse con etiléter. Los sedimentos secados al aire de los oligdmeros crudos se disuelven en una mezcla de
agua/acetonitrilo (80/20), y se purifican por HPLC de fase reversa y se caracterizan por espectrometria de masas MALDI-
TOF.

1. Efecto de MiniPEG sobre la conformacién & la hibridacién del oligomero

Los oligdmeros PNA1 a 5 se analizaron mediante espectroscopia de CD para determinar el efecto de minPEG sobre la
conformacion de oligoémeros de PNA. En consistencia con los hallazgos anteriores (Dragulescu-Andrasi, A. y otros; J. Am.
Chem Soc. 2006, 128, 10258-10267), no se observaron sefiales de CD dentro de las regiones de absorcion de las
nucleobases para el PNA1 que no contiene un grupo R-MP-yPNA de Férmula |. Ver la Figura 1A. Esta observacion indica
que este oligémero de PNA o bien (i) no adopta una conformacion helicoidal, o (ii) tiene una proporcion equitativa de hélice
derecha e izquierda en la muestra analitica.

Sin embargo, los PNA2 a 5 muestran patrones de acoplamiento de excitones caracteristicos en el espectro de CD con
dos minimos caracteristicos a 242 y 280 nm y dos maximos a 220 y 260 nm. El patrén de CD observado es caracteristico
de una hélice derecha. Ver la Figura 3B. La adicién de unidades de miniPEG no alteré la amplitud de las sefales de CD.
Sin embargo, la adicion de miniPEG altera las longitudes de onda de los maximos y minimos, desplazandolas hacia las
de las dobles hélices de PNA-ADN y PNA-ARN (Figura 3B).

Por otra parte, una caida gradual al minimo de 242 nm generalmente indica un estrechamiento en el paso helicoidal del
oligébmero de uno que se asemeja al de un duplex de PNA-PNA con 18 pares de bases por vuelta a uno que se asemeja
al de un duplex de PNA-ADN con 13 pares de bases por vuelta. En general, los perfiles de CD de PNA2 a 5 son similares
a los de los duplex hibridos de PNA-ADN y PNA-ARN correspondientes (Figura 3B), la diferencia principal en el grafico
de CD es la amplitud que casi se duplica para el duplex en comparacion con la cadena individual de PNA.

Sin atribuirse a una teoria particular, esta duplicacion de la amplitud se debe probablemente a la mayor concentracion de
bases en el duplex hibrido (aproximadamente el doble de la concentracién), que la de la cadena individual de PNA. En
conjunto, estos resultados muestran que una unidad de (R)-MP individual, instalada en y de la cadena principal es
suficiente para preorganizar el PNA en una hélice derecha.

Si bien la incorporacion de unidades de miniPEG adicionales no mejora aiun mas el apilamiento de bases, como se
evidencia a partir de las similitudes en las amplitudes de CD, la presencia de miniPEG adicionales ayuda a estrechar el
paso helicoidal de los oligdmeros haciéndolos mas rigidos y compactos. Esto se evidencia a partir de las mediciones de
CD dependientes de la temperatura, que mostraron una reducciéon menos drastica en la amplitud de la seial en funcion
del cambio de temperatura para el oligomero PNA5 que consiste en diez grupos R-MP-yPNA en comparacion con el
oligémero PNA2 que tiene un solo grupo R-MP-yPNA (Figura 4). Incluso a una temperatura tan alta como 80 °C, se obtiene
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un perfil de CD caracteristico para PNAS5, lo que indica que el apilamiento de bases se produce para este oligémero a una
temperatura de 80 °C. Por el contrario, PNA2 esta completamente desnaturalizado a esta temperatura.

Por lo tanto, la estabilidad general de los oligbmeros aumenta de manera lineal con el nimero de unidades de MP
incorporadas (Figura 1B). El hecho de que PNA5 adopte una conformacion helicoidal que se asemeja mas a la de un
duplex de PNA-ADN o uno de PNA-ARN sugiere que puede hibridarse con ADN y ARN de manera mas eficaz que los
otros oligbmeros en esta serie.

2. Efecto de MiniPEG sobre la estabilidad térmica de los oligomeros

Se realizaron experimentos de fusion UV para determinar el efecto de MP sobre la estabilidad térmica de los oligdmeros
de PNA después de la hibridacién a un ADN o un ARN. La Figura 3A ilustra que la incorporaciéon de una sola cadena
lateral de miniPEG estabilizé un ddplex de PNA-ADN en 4 °C. El grado de estabilizacién térmica aumenté gradualmente
con unidades de minPEG adicionales. Sin embargo, el aumento en la estabilidad térmica se reduce a un valor de
aproximadamente 2,3 °C por unidad para el oligémero completamente modificado, es decir un oligbmero compuesto por
grupos R-MP-yPNA solamente (por ejemplo, PNA5).

Se observa un patrén similar para un diplex de R-MP-yPNA-ARN, pero el aumento observado en la estabilidad térmica
es menor para un duplex de R-MP-yPNA-ARN en comparacién con un duplex de R-MP-yPNA-ADN (Figura 3B). La mejora
en la estabilidad térmica de un duplex de R-MP-yPNA-ARN es solo 3 °C para el primer monémero R-MP-yPNA que se
incorpora en el oligdmero de PNA y esta ganancia en estabilidad térmica se reduce a aproximadamente 1,2 °C por
monomero R-MP-yPNA para un oligédmero compuesto en su totalidad por R-MP-yPNA (PNAS5). Por el contrario la ganancia
en estabilidad térmica es de aproximadamente 2,3 °C/unidad para los duplex de R-MP-yPNA-ADN.

Se observo ademas que si bien el PNA1 no modificado se une mas estrechamente al ARN que al ADN (T, diferencial
(ATm) de 10 °C), el PNA5 completamente modificado con miniPEG mostré una estabilidad térmica idéntica tanto con ARN
como con ADN. La aparente falta de unién preferencial mostrada por PNA5 no se entiende claramente pero puede deberse
a la rigidez de la cadena principal del oligdmero PNA5.

Sin estar vinculados a una teoria particular, los presentes inventores creen que debido a que PNA5 es mas rigido y
estrechamente enrollado en comparacién con PNA1 la cadena principal rigida limita la libertad conformacional necesaria
para adaptarse a las cadenas plantilla de ADN y/o ARN. En tales circunstancias, las cadenas de ADN y ARN que participan
en la hibridacion se ven obligadas a experimentar un cambio conformacional necesario para adaptarse a la hélice de &
MPyPNA. La hipotesis anterior proporciona una explicacion de por qué un SA2-yPNA-ADN prefiere una hélice de forma P,
una estructura helicoidal que es intermedia entre el ADN de forma A y B. También esta claro que la hibridacion de un &
MPYPNA a ADN y ARN requiere que los restos de ADN y ARN se alteren conformacionalmente para adaptarse a las
exigencias de yPNA en lugar de lo contrario.

Debido a que la cadena de ARN se adapta menos a los cambios conformacionales, su hibridacion a un oligémero *
MPYPNA completamente modificado es menos facil que la hibridacién de un ADN al oligémero de #MPYPNA completamente
modificado.

A partir del andlisis de van't Hoff se obtuvieron conocimientos adicionales relacionados con la contribuciéon de miniPEG a
la estabilidad del duplex de PNA-ADN. Los datos en la Tabla 2 muestran los parametros termodinamicos asociados con
la hibridacién de PNA1 a 5 a una cadena complementaria de ADN o ARN.

Tabla 2: Parametros termodinamicos para duplex de PNA-ADN y PNA-ARN

PNA-ADNT PNA-ARN#
Oligo |-AH° -TAS® -AG° Ka -AH° -TAS® - Ka
(kd/mol) |(kJd/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol) AG°(kJ/mol)
PNA1 27315 |224+5 49+1* 2,5%x10° |289 229 60 3,5%x10"
PNA2 |319+18 |263+16 54+1 3,2x10"° |333 232 68 1,2x10712
PNA3 316111 |256+11 59+1* 5,1x10""  |350 280 71 4,3x1013
PNA4 329114 |265+12 6511 3,5%10"% |356 283 73 1,7x1013
PNA5 (372411 |294+10 7812 4,6x10" 365 287 78 2,1x101

TLos promedios de tres ensayos (2 de mediciones de dependencia de la concentracion + 1 de ajuste de la curva
de fusién UV). *Ajuste de la curva de fusion UV. *La desviacién estandar es menor que 1 kJ/mol. Temperatura
=298 K.
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Los resultados muestran que la energia libre de unién de Gibbs (AG°) aumenta de manera aproximadamente lineal con
el aumento del nimero de unidades de miniPEG para los duplex de PNA-ADN, mientras que el aumento en AG® es
sigmoidal para los duplex de PNA-ARN (Figuras 3A'y 3B).

La incorporacion de una sola unidad de miniPEG da como resultado una ganancia neta en la energia libre de unién de
aproximadamente 5 kJ/mol para el diplex de PNA-ADN y es menor que 5 KJ/mol para un diplex de PNA-ARN. La
ganancia en la energia libre de unidn, por otra parte, no se correlaciona de manera lineal con el nimero de monémeros
R-MPYPNA en el oligomero de PNA. En lugar de esto, la mayor parte de la ganancia neta en la energia libre de unién
proviene de los dos primeros mondémeros #MPyPNA y disminuye a medida que mas monomeros #MPyPNA se introducen
en el oligdmero de PNA del duplex de PNA-ARN. Ademas, se observé una reduccion en la constante de equilibrio de
disociacion (Ka) en casi cinco 6rdenes de magnitud para un duplex de PNA5-ADN mientras que se observé una
disminucion de aproximadamente tres 6rdenes de magnitud para PNA5-ARN en comparacioén con los duplex de PNA1-
ADN y PNA1-ARN.

Se cree que la ganancia de energia libre de unién se debe predominantemente a contribuciones entalpicas para los duplex
de PNA-ADN y PNA-ARN como se muestra por el aumento gradual en el término AH° con el niumero de unidades de
minPEG presentes en el PNA. La confirmacion adicional de que la ganancia en la energia libre de unién se debe
predominantemente a contribuciones entalpicas se deriva de la observacion de que los PNA monocatenarios adoptan una
forma globular compacta, presumiblemente para reducir al minimo la exposicion del nucleo hidréfobo de nucleobases y
la cadena principal de carga neutra al solvente acuoso. Se deduce, por lo tanto, que se incurriria en una penalizacion
entalpica para desplegar el PNA colapsado (globular) para que este adopte la estructura helicoidal necesaria para
participar en la hibridacién a un ADN o ARN complementario. La eliminaciéon de esta penalizacién mediante la induccion
de una estructura helicoidal a través del uso del y-PNA modificado con miniPEG de acuerdo con la Férmula | se traduciria
en un cambio entalpico mas favorable durante la hibridacion. Ver la Tabla 2.

De acuerdo con los presentes inventores, puede surgir un beneficio entalpico adicional de la cadena principal modificada
debido a la formacion de una red de moléculas de agua estructuradas que unen los protones de la amida de la cadena
principal con las nucleobases adyacentes, lo que estabiliza las interacciones que son mas pertinentes en un duplex de
yYPNA-ADN que en un duplex de PNA-ADN o PNA-PNA tradicional.

El analisis de resonancia de plasmones de superficie (SPR) se usa para estudiar la cinética de hibridacion de los duplex
de "MPyPNA-ADN y RMPyPNA-ARN. Brevemente, la SPR se realizdé de la siguiente manera. De acuerdo con una
modalidad, la sonda de PNA se inmovilizé en el chip mientras que la diana de ADN se capturé de la solucién. En otra
modalidad, una version biotinilada de la diana de ADN se inmoviliza en un chip de dextrana carboximetilada conjugada a
estreptavidina, a una densidad superficial relativamente baja (aproximadamente 100 unidades de respuesta) de dianas
de ADN para limitar los efectos de transporte de masa sobre la cinética de asociacion. Las soluciones que contienen
oligémeros de PNA 10-50 nM se dejan fluir sobre el chip durante aproximadamente 420 segundos, momento en el cual el
flujo se cambia a un tampon libre de PNA para permitir la disociacion neta del PNA hibridado.

Los sensogramas individuales para los oligémeros no modificados (PNA1) y modificados en y con #MP (PNA2 a 5) a una
concentracion de 30 nM se muestran en la Figura 6. Si bien se observan pequefias variaciones en la cinética de
asociacion, el PNA2 con una sola modificacién parece unirse aproximadamente dos veces mas rapido que el PNA no
modificado. El ajuste de los datos a un modelo de union 1:1 produce constantes de velocidad de asociacion (ka) que estan
en el intervalo de 4,7 x 105 M-'s™" a 9,7 x 10° M-'s™" (Tabla 3).

Tabla 3. La constante de velocidad de asociacion (ka), la constante de velocidad de disociacién (ks) y la constante de
equilibrio de disociacion (Kq) para la hibridaciéon de sondas de PNA con una diana de ADN complementario.

Oligébmero ka (M's™) ka(s™) Ka(M)
PNA1 4,7x10° 13,0x10* 2,8x10°
PNA2 9,7x10° 4,1x10* 4,2x10710
PNA3 6,2x105 1,9x104 3,0x1010
PNA4 6,6x10° 0,3x10** 4,1x10"M T
PNA5 8,0x10° 0,4x1041 5,4x1011

T Indica incertidumbre debido a que el valor calculado se acerca a los limites de deteccion del
instrumento.
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Por el contrario, se observé una variabilidad significativamente mayor en la fase de disociacion del experimento, con
variacion de la constante de velocidad de disociacion (kq) en al menos un factor de 50. Las constantes de equilibrio de
disociacion (Ku) calculadas a partir de la relacion de las constantes de velocidad de disociacion y asociacion también se
proporcionan en la Tabla 3. El PNA1 no modificado y el PNA5 completamente modificado tienen una K¢= 2,8 nM y 54 pM,
respectivamente. Los valores de Ky para PNA1-3 determinados por SPR (Tabla 3) son similares a los determinados por
experimentos de fusién UV (Tabla 2). Sin embargo, se observan divergencias crecientes para PNA4 y PNA5, siendo los
valores derivados de SPR 12 y 1.200 veces mayores, respectivamente que los valores de Kus determinados por
experimentos de fusion UV (Tabla 2).

Estas diferencias se atribuyen a los grados de disociacion muy pequefios observados dentro de la escala de tiempo del
experimento de SPR. Sin embargo estas pequefias diferencias en el grado de disociacion introducen una gran
incertidumbre durante la disociacion del diplex y dan lugar a diferencias en los valores de Ka.

En el ejemplo anterior, los resultados de SPR demuestran claramente que la mayor afinidad de los ®MPyPNA se debe a
la cinética de disociacion significativamente mas lenta de los oligémeros de PNA que contienen uno o mas de los
mondmeros FMPyPNA. Por lo tanto, la preorganizacion helicoidal del PNA modificado puede tener una contribucién menor
a una cinética de hibridacién mas rapida que lo propuesto anteriormente. Es decir, es probable que la hibridacién requiera
cierta reorganizacion estructural de la cadena de ADN complementaria, lo que invalida en cierto grado el beneficio de
preorganizar el oligomero de PNA a una forma helicoidal.

Los datos de CD, RMN, y rayos X han demostrado que los yPNA derivados de L-aminoacidos adoptan una hélice derecha,
y que la hélice se vuelve mas rigida a medida que se afiaden mas unidades y-quirales en la cadena principal. Por lo tanto
podria esperarse que un PNA5 completamente modificado se hibride a dianas de ADN y ARN con una mayor selectividad
de secuencia que PNA1. Para comprobar esta hipétesis, se determinaron las estabilidades térmicas de los duplex de
PNA5-ADN y PNA5-ARN que contenian dianas de apareamiento perfecto (PM) y con un solo error de apareamiento de
bases (MM) y se compararon con las de un estudio anterior con duplex de PNA1-ADN y PNA1-ARN. Los resultados
muestran que a pesar de la fuerte afinidad de uniéon, PNA5 es capaz de discriminar entre secuencias estrechamente
relacionadas. La ATm esta en el intervalo de -17 a -21 °C para PNA5-ADN y -16 a -20 °C para PNA5-ARN que contiene
un solo error de apareamiento de bases (X=C, G, T), en comparacioén con -10 a -14 °C para el duplex de PNA1-ADN vy -
11 a -18 °C para el de PNA1-ARN (Tabla 4). El nivel de discriminacion de secuencia es mayor para PNA5-ADN que para
PNA1-ADN, y similar, si no ligeramente mejor, para PNA5-ARN en comparacion con PNA1-ARN. Este resultado es
consistente con la adopcion en PNA5 de un motivo helicoidal mas rigido, que da menos cabida a los errores de
apareamiento estructurales en comparacion con PNA1.

Tabla 4. Discriminacion de errores de apareamiento de secuencias

PNA1: H-GCATGTTTGA-'Lys-NH,
PNA5: H-GCATGTTTGA-'Lys-NH,
ADN: 3-CGTACAXACT-5, X=A,C,G, T
ARN: 3-CGUACAXACU-5,X=A,C,G, U

Tm (°C) Tm (°C)
X-T PNA1-ADN* PNA5-ADN PNA1-ARN* PNA5-ARN
AT 45 68 55 68
Cc<>T 31 (-14)f 47 (-21) 37 (-18) 48 (-20)
G<>T 31 (-14) 48 (-20) 44 (-11) 52 (-16)
T(U)<>T 35 (-10) 51 (-17) 40 (-15) 48 (-20)

*Los datos para la unién con error de apareamiento de PNA1-ADN y PNA1-ARN se tomaron de
Dragulescu-Andrasi, A.; y otros, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 10258-10267. *El valor entre
paréntesis indica la AT, entre el apareamiento perfecto y el error de apareamiento.

Efecto de MiniPEG sobre la solubilidad acuosa y la agregacion

Para determinar si la inclusién de miniPEG en la cadena principal de un PNA de Férmula | tiene un efecto sobre la
solubilidad en agua del oligdmero resultante, se prepararon concentraciones saturantes de PNA6 a 10 (Tabla 1) en agua
y las concentraciones de cada solucién se midieron por espectroscopia UV. La incorporacion de una sola unidad de MP
mejora la solubilidad de PNAG6 en casi 2 veces (Tabla 5). La solubilidad de los oligdmeros se mejora ain mas, aunque en
menor grado, con unidades de MP adicionales.
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Tabla 5. Concentraciones saturadas de oligdmeros de PNA

Oligémero # de Unidades de MP Conc. sat. (mM)
PNAB6 0 39

PNA7 1 76

PNAS8 3 108

PNA9 5 350

PNA10 8 >500

Se us6 FRET para estudiar si la incorporacion de una unidad de miniPEG en la cadena principal de PNA puede ayudar a
reducir la agregacion. Se preparan diferentes concentraciones de PNA1X/PNA1Y no modificado y pares homadlogos de
PNA4X/PNA4Y modificados en y (Tabla 1) mediante la mezcla de relaciones equimolares de los oligémeros individuales
en tampon de fosfato de sodio. Las muestras se excitaron a 475 nm, la Anax de FITC, y la emision se registré de 480 a
700 nm. Tras la agregacion, en la que los oligdmeros que contienen FITC y TAMRA se ponen en contacto entre si, la
excitacion a 475 nm conduce a la transferencia de energia de FITC a TAMRA debido a la proximidad de los dos
cromoéforos. La comparacion de las eficiencias de FRET de los dos sistemas a diferentes concentraciones, por lo tanto,
puede proporcionar una evaluacion del efecto de miniPEG sobre la interaccion intermolecular de los PNA.

Como se ilustra en la Figura 5A, cuando la concentracion de cada oligémero de PNA no modificado es tan baja como 1
pM, aparece una emision pequeiia pero perceptible a 580 nm, lo que indica cierta agregacion entre PNA1Xy PNA1Y. El
grado de agregacion se intensifica ain mas con concentraciones crecientes de oligébmeros, lo que se evidencia a partir
de la intensidad de la fluorescencia de TAMRA a ~ 580 nm tras la excitacion del donante FITC a 475 nm.

Por el contrario, a una concentracion de 20 puM, el punto en el que se observa casi 70 % de eficiencia de FRET para el
par PNA1X/PNA1Y no modificado, se observa aproximadamente 5 % de eficiencia de FRET para el par PNA4X/PNA4Y
modificado en y (Figura 7B). Estos resultados indican que el par de PNA modificados en y no interactia entre si tanto
como los PNA no modificados. La distincion también es evidente a partir de fotografias de las muestras iluminadas con el
uso de una lampara UV de mano de longitud de onda corta (254 nm). La solucion de PNA1X/PNA1Y mostré una emision
de naranja claro a temperatura ambiente y un tono amarillo verdoso a 90 °C, un indicio de que el agregado se disocia al
calentarse. Por el contrario, la solucion de PNA4X/PNA4Y mostré el mismo color, amarillo verdoso, a temperatura
ambiente asi como a 90 °C, lo que indica que los oligémeros se dispersan bien incluso a temperatura ambiente. Por lo
tanto, la modificacion R-MP-y imparte no solo una mayor solubilidad al PNA, sino que también suprime la agregacion.

Se ha documentado que a concentraciones moderadas, el PNA tiende a agregarse y adherirse a las superficies y a otras
macromoléculas de una manera no especifica. Tales interacciones pueden conducir a efectos de unién fuera de la diana
y citotoxicos, cuando se emplean en el contexto celular. Entre las macromoléculas conocidas por su interacciéon no
especifica con PNA se encuentran los acidos nucleicos y las proteinas.

Para evaluar el grado de union fuera de la diana de PNA y ®#MPyPNA, se realiza un ensayo de cambio en gel. En este
caso, un fragmento de ADN, de 171 pb de longitud, se incuba con diferentes concentraciones de PNA6 y PNA10 (Tabla
1) en tampodn de fosfato de sodio 10 mM a 37 °C durante 16 h. Los dos oligdmeros contienen una secuencia de
nucleobases idéntica pero difieren entre si en y de la cadena principal. El PNA6 es no modificado, mientras que el PNA10
se encuentra modificado en posiciones alternas con cadena lateral R-MP-y. Después de la incubacioén, las muestras se
separan en gel de poliacrilamida no desnaturalizante y se tifien con SYBR-Gold.

Dado que la diana no contiene una secuencia complementaria a los oligdmeros, no se espera que se produzca union
alguna, en cuyo caso la intensidad de la banda de ADN debe permanecer casi constante, independientemente de las
concentraciones de PNA6 y PNA10. En cambio, se observa una reduccion drastica en la intensidad de la banda de ADN
con concentraciones crecientes de PNA6 (Figura 6). A 10 uM (correspondiente a una relacion PNA/ADN de 25:1) o mas,
la banda de ADN desaparecio completamente del gel.

Por el contrario, para el PNA10 modificado en y la intensidad de las bandas de ADN permanecio casi constante incluso a
una concentracion tan alta como 20 uM (relacion PNA/ADN de 50:1). Este resultado es consistente con los datos de
solubilidad y de FRET, lo que indica que la incorporacién de miniPEG en y de la cadena principal no solo mejora las
propiedades de hibridacion y la solubilidad en agua de PNA sino que también ayuda a reducir la unién no especifica con
otras macromoléculas.

Los PNA de cadena principal modificada en gamma de acuerdo con la Férmula | asi como los oligdmeros que contienen
los PNA de Formula | se proporcionan, de acuerdo con la invencion, para mejorar el disefio y la utilidad de la terapia y el
diagndstico basados en PNA. Por ejemplo, las mejoras en las propiedades de hibridacion pueden permitir que los R-
MPyYPNA invadan el ADN doble helicoidal y el ARN estructurado lo que puede no ser permisible con otros miméticos de
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oligonucledtidos. Las mejoras en la solubilidad en agua facilitaran la manipulacion y el procesamiento de PNA al tiempo
que disminuyen las preocupaciones por la union no especifica y los efectos citotdxicos. Las mejoras en estas areas, junto
con la flexibilidad de la sintesis mediante la cual pueden instalarse con facilidad otras funcionalidades quimicas en y de
la cadena principal, expandiran la utilidad de los PNA en otras disciplinas cientificas, que incluyen el descubrimiento de
farmacos y la nanotecnologia.
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REIVINDICACIONES

Un mondmero de acido nucleico peptidico (PNA) que tiene la siguiente féormula:

(kluf
Re. R1 R
o ))ko Re
P R

3 R4

en donde

B es una base de acido nucleico seleccionada de adenina, guanina, citosina, y timina;

R1 es -CHz(OCHzCH2)1.1oOCH3;

Ro es H;

R3, R4, Rs, y Rs son cada uno independientemente H;

P se selecciona del grupo que consiste en H, 9-fluorenilmetiloxi carbonilo (Fmoc), terc-butiloxicarbonilo (Boc),
benciloxicarbonilo (Cbz), tosilato (Ts), bencilo (Bn), aliloxicarbonilo (aloc), tritilo (Trt), dimetoxitritlo (DMT), y
monometoxitritilo (MMT); y

nes1.

El monémero de PNA de conformidad con la reivindicacion 1 seleccionado de los siguientes compuestos:

o

Lo oo
P H:)\O/?‘)\iOH ﬁ) )\/ﬁ)

P, HN
0
N
HzNHN)i y
ﬁ»
Py HN)\’

en donde P es terc-butiloxicarbonilo (Boc) o 9-fluorenilmetiloxi carbonilo (Fmoc); y R es O(CH2CH20)4CHs.

>

El monémero de PNA de conformidad con la reivindicacion 1 que tiene la siguiente férmula:

B
\(.O/\,),yoj\ffo 0
BocHN N\/[kOH’
endondeyes?2;yBes

O

Cr

N™ ~O

1
"
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Uso de un monémero de PNA de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la sintesis de un
oligébmero de PNA.

Un oligémero de PNA que comprende el mondmero de PNA de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones
1a3.

Un oligémero de PNA de conformidad con la reivindicacion 5 para el uso en la terapia, en particular para el uso en
el tratamiento de una enfermedad genética.

Un oligémero de PNA de conformidad con la reivindicacion 5 para el uso en el diagndstico, en particular para el
uso en el diagndstico de una enfermedad genética.

Un método para sintetizar un oligémero de PNA que tiene una secuencia predeterminada, que comprende:
(a) activar el grupo de acido carboxilico de un enlazador alilico de acuerdo con la Férmula VI

O
M_WO/\)J\CH VI

(b) poner en contacto un soporte sélido con el enlazador alilico activado;

(c) activar el grupo de acido carboxilico de un primer monémero de PNA con amino protegido o un monémero de
yPNA con amino protegido en dependencia de la secuencia del oligdmero de PNA y después poner en contacto el
monomero con acido carboxilico activado con el producto de la etapa (b);

(d) desproteger el grupo amino del producto de la etapa (c),

(e) poner en contacto el producto de la etapa (d) con un segundo monémero de PNA especifico de secuencia o un
mondmero de y-PNA,;

() repetir las etapas (c), (d) y (e) para sintetizar el oligémero de PNA que comprende al menos un monémero de
V-PNA;

en donde

el mondémero de y-PNA es un compuesto de acuerdo con la Férmula |

B
R }(QLNJFOO
TN 22
Rg~, A N
5w}\/){LO_R5
P

R3 R 4 l

en donde

B es una base de acido nucleico seleccionada de adenina, guanina, citosina, timina y uracilo;

Cada uno de Ry, Rz y Rs se selecciona independientemente del grupo que consiste en H, (C1-Cg)alquilo lineal o
ramificado, (C2-Cg)alquenilo, (C2-Cs)alquinilo, (C+-Csg)hidroxialquilo, (Cs-Cg)arilo, (Cs-Cs)cicloalquilo, (Cs-Cs)aril(Cs-
Cs)alquileno, (Cs-Cs)cicloalquil(C4-Cg)alquileno, -CHz-(OCH2-CH2)q-OP4, -CH2-(OCH2-CH2)q-NHP+1, -CH2-(OCHa-
CH2)q-SP1 y -CH2-(SCH,-CH2)4-SP1; R3 y R4 son cada uno independientemente H;

Re se selecciona del grupo que consiste en H, (C+-Cg)alquilo lineal o ramificado, (Cs-Cs)arilo sustituido o no
sustituido y (Cs-Cg)aril(C+-Csg)alquileno;

P se selecciona del grupo que consiste en H, 9-fluorenilmetiloxi carbonilo (Fmoc), terc-butiloxicarbonilo (Boc),
benciloxicarbonilo (Cbz), tosilato (Ts), bencilo (Bn), aliloxicarbonilo (aloc), tritilo (Trt), dimetoxitritlo (DMT), y
monometoxitritilo (MMT); P1 se selecciona del grupo que consiste en H, (C4-Cg)alquilo, (C2-Cg)alquenilo, (Cz-
Cs)alquinilo, (C3-Cs)arilo, (Cs-Cg)cicloalquilo, (C3-Cs)aril(C4-Cs)alquileno y (Cs-Cs)cicloalquil(C+4-Cs)alquileno; y

n y q son independientemente numeros enteros entre 0 y 10 incluidos.

El método de conformidad con la reivindicacién 8, en donde Ry es -CH,-(OCH2-CH3)-OP+; Rz es H; y Pires Ho
(C4-Cs)alquilo.

El método de conformidad con la reivindicacion 9, en donde P+ es un grupo alquilo terciario.

El método de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde nes 1y qes 1 a 10.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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