Universitat
de Barcelona

Desenvolupament de lligands de
I’estructura secundaria d’RNA
implicada en el processat alternatiu de
I’ex6 10 de la proteina tau

Gerard Artigas Solé

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
Unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicié des d’un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentacié del
seu contingut en una finestra o marc ali¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzaci6 o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccién con finalidades de lucro ni su difusién y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacién de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacién de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




Programa de doctorat de Quimica Organica

Tesi doctoral

Desenvolupament de lligands de ’estructura secundaria d’RNA
implicada en el processat alternatiu de I’ex6 10 de la proteina tau

Memoria presentada per:

Gerard Artigas Solé

Dirigida i revisada per:

Dr. Vicente Marchan Sancho
Dept. Quimica Organica,
Universitat de Barcelona

Departament de Quimica Organica
Facultat de Quimica
Universitat de Barcelona

Barcelona, Gener 2013






Index

INDEX
INTRODUCCIO
1 L’RNA: breu presentacio 3
1.1 L’RNA: rellevancia biologica 1 terapeutica 4
1.2 Recerca d’agents terapeutics que actuin a nivell de ’'RNA 6
1.2.1 Agents terapeutics basats en oligonucleotids 7
1.2.1.1 Oligonucleotids antisentit 7
1.2.1.2 RNAi 8
1.2.1.3 Ribozims 8
1.2.2 Agents terapeutics basats en molecules petites: lligands d’RNA 9
1.2.2.1 Antibiotics aminoglicosidics 9
1.2.2.2 Agents intercalants 10
1.2.2.3 Compostos amb capacitat per reconeixer bases desaparellades 11
1.2.2.4 Molecules tipus Janus 12
1.2.2.5 Riboswitches 14
1.2.2.6 Lligands basats en peptids 1 peptidomimetics 15
1.3 Disseny de lligands d’RNA 15
1.3.1 Propietats fisicoquimiques de 'RNA 15
1.3.2 Consideracions farmacologiques dels Iligands 16
1.3.3 Estrategies de treball per al desenvolupament de lligands d’RNA 17
1.3.4 Quimica combinatoria dinamica (DCC) 18
1.3.4.1 Aplicacions de la DCC en la recerca de lligands de biomolecules 19
1.3.4.2 Recerca de lligands d’acids nucleics mitjangant DCC 20
1.4 Dianes d’RNA terapéuticament rellevants 22
2 L’RNA codificant de la proteina tau com a diana terapeéutica 25
2.1 Processat alternatiu del pre-mRNA 25
2.1.1 Influencia de I’estructura secundaria del pre-mRNA en el processat
alternatiu 27
2.2 Processat alternatiu del pre-mRNA de la proteina tau 27

2.2.1 Estructura stem-loop a la zona del final de ’ex6 10 del pre-mRNA de tau i1
efecte de les mutacions en la seva estabilitat termodinamica 29

2.2.2 Interaccio de lligands amb I’estructura stem-loop implicada en el processat
alternatiu del pre-mRNA de tau 31

3 Objectius 34
4 Bibliografia 35



Index

RESULTATS I DISCUSSIO

Capitol 1. Sintesi i identificacié de lligands de D’estructura stem-loop del pre-
mRNA de tau mitjancant la quimica combinatoria dinamica

Introduccio i Objectius 47
1 Preparacio de la biblioteca combinatoria dinamica 55

1.1 Sintesi de compostos heteroaromatics amb capacitat de reconeixement del
parell de bases G-U: molecules tipus Janus 55

1.1.1 Sintesi en solucié dels monomers Janus funcionalitzats amb un grup

carboxil 55
1.1.1.1 Sintesi del mondmer Janus A 56
1.1.1.2 Sintesi del mondmer Janus B 66

1.1.2 Sintesi en fase solida dels monomers Janus funcionalitzats amb un

grup tiol 72
1.2 Sintesi de derivats de I’ametantrona 76
1.3 Sintesi de derivats de la neamina 81

1.3.1 Sintesi de NeaminaC, tiol 82

1.3.2 Sintesi de NeaminaCs tiol 83

2 Quimica Combinatoria Dinamica 85
2.1 Preparacid dels experiments 86

2.1.1 Biotinilaci6 de I’oligoribonucleotid 87

2.1.2 Antecedents experimentals 87
2.2 Experiments de Quimica Combinatoria Dinamica (DCC) 89

2.2.1 Experiment de DCC en preséncia de dos compostos intercalants:

competicidé Ametantrona vs Acridina 89
2.2.2 Experiment de DCC amb els monomers Janus 1 Neamina 92
2.2.3 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona 1

Azaquinolona 94

2.2.4 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona 1

Neamina 97
2.3 Valoraci6 dels resultats dels experiments de DCC 99
3 Sintesi dels lligands d’RNA 101
3.1 Sintesi dels lligands seleccionats mitjancant DCC 101
3.1.1 Sintesi de lligands Ametantrona-Neamina 102
3.1.2 Sintesi de lligands Ametantrona-Azaquinolona 103
3.1.3 Sintesi de lligands Janus-Neamina 104
3.1.4 Sintesi de lligands Ametantrona-Janus 106

3.2 Sintesi dels lligands de segona generacid 107

i



Index

3.2.1 Sintesi de lligands guanidinilats 108
3.2.1.1 Sintesi de lligands Janus-Guanidinoneamina 108
3.2.1.2 Sintesi de lligands Ametantrona-Guanidinoneamina 110

3.2.2 Sintesi de lligands derivats de I’ametantrona doblement funcionalitzats 112
3.2.2.2 Sintesi del lligand Amt-NeaC,,NeaC, 113
3.2.2.3 Sintesi del lligand Amt-NeaC,,Azq 114

Capitol 2. Estudis d’interaccio dels lligands amb I’estructura stem-loop del pre-
mRNA de tau

Introduccio i Objectius 119

1 Determinacio de I’afinitat i I’especificitat dels lligands amb la diana d’RNA 121

1.1 Determinacio de constants d’afinitat: visio general 121
1.2 Espectroscopia de fluorescencia 124
1.2.1 Introducci6 i fonaments teorics 124
1.2.2 Marcatge fluorescent de ’'RNA 126
1.3 Quantificacio de la unié RNA-lligand. Determinaci6 de 1’afinitat dels
lligands amb la diana d’RNA wt 127
1.3.1 Afinitat dels lligands derivats de I’ Ametantrona 128
1.3.1.1 Lligands seleccionats als experiments de DCC 128
1.3.1.2 Lligands derivats de I’Ametantrona de segona generacid 133
1.3.2 Afinitat dels lligands Janus-Neamina/Guanidinoneamina 137
1.3.2.1 Valoracions de fluoresceéncia amb I’RNA marcat amb fluoresceina 137

1.3.2.2 Valoracions de fluorescéncia amb I’RNA marcat amb 2-aminopurina 140

1.4 Determinacio de 1’especificitat dels lligands cap a la diana d’RNA wt 143

2 Estudi de I’efecte estabilitzant dels lligands a ’RNA diana 151

2.1 Estudi de I’estabilitat d’un duplex d’RNA per espectroscopia d’UV 151

2.2 Avaluaci6 de I’efecte estabilitzant dels lligands 153

2.2.1 Efecte estabilitzant dels lligands als RNAs wt, +3, +141+16 153
2.2.1.1 Efecte estabilitzant dels lligands de 1’ametantrona seleccionats

als experiments de DCC 153

2.2.1.2 Efecte estabilitzant dels lligands derivats de I’ametantrona de segona
generacio 157
2.2.1.3 Efecte estabilitzant dels lligands Janus-Neamina/Guanidinoneamina 160
2.2.1.3a Estudi de I’efecte estabilitzant a 100 mM de NaCl 160
2.2.1.3b Estudi de I’efecte estabilitzant a 50 mM de NaCl 165
2.2.2 Estudi de la influéncia de la concentraci6 de Na' i del pH en els valors

de Ty, dels lligands Ametantrona-Neamina 168

111



Index

3 Estudis estructurals dels complexos RNA-lligand

3.1 Estudi estructural per espectroscopia d’UV-Visible 1 de fluorescéncia
3.2 Estudi estructural per ressonancia magnetica nuclear (RMN)
3.2.1 Introduccid a I’estudi per RMN de la interaccié6 RNA-Iligand
3.2.2 Valoracions monodimensionals de ’'RNA wt amb els Iligands derivats
de ’ametantrona
3.2.2.1 Espectres monodimensionals de ’RNA wt amb Mtx i Amt
3.2.2.2 Espectres monodimensionals de ’'RNA wt amb Amt-Azq 1
Amt-Janus
3.2.2.3 Espectres monodimensionals de ’'RNA wt amb Amt-NeaC,,
Amt-NeaCg 1 Amt-NeaC,Gy
3.2.2.4 Espectres monodimensionals de ’'RNA wt amb Amt-NeaC,,NeaC, i
Amt-NeaC,,Azq

CONCLUSIONS
BIBLIOGRAFIA

PART EXPERIMENTAL
- Materials i Métodes

1 Dissolvents, reactius i solucions amortidores de pH

1.1 Dissolvents i reactius generals
1.2 Dissolucions tamp6 o amortidores de pH

2 Instrumentacio i técniques generals

2.1 Tecniques espectroscopiques
2.1.1 Ressonancia magnetica nuclear (RMN)
2.1.2 Espectroscopia d’UV-VIS
2.1.3 Espectroscopia de fluorescencia
2.1.4 Espectroscopia d’infraroig (IR)
2.2 Espectrometria de masses
2.2.1 Espectrometria de masses MALDI-TOF
2.2.2 Espectrometria de masses Electrospray (ESI-MS)
2.3 Tecniques cromatografiques
2.3.1 Cromatografia de capa prima (TLC)
2.3.2 Cromatografia per columna
2.3.3 Cromatografia de liquids d’alta pressié (HPLC)
2.3.4 Cromatografia de liquids de mitjana pressio (MPLC)

v

173

173
180
181

183
184

186

188

191

197

203

217

217
218

219

219
219
219
219
219
220
220
220
220
220
221
221
222



Index

2.3.5 Cromatografia de liquids d’alta pressié acoblada a espectrometria de
masses (HPLC-MS)
2.4 Altres tecniques

3 Sintesi en fase solida

3.1 Sintesi de derivats peptidics
3.1.1 Instrumentacid i reactius generals
3.1.2 Estrategies de treball
3.1.3 Assaigs 1 determinaci6 de la funcionalitzacio de resines
3.1.3.1 Test de ninhidrina
3.1.3.2 Determinacio del grau de substitucié d’una Fmoc-peptidil-resina
3.2 Sintesi d’oligoribonucleotids en fase solida
3.2.1 Instrumentacid i reactius generals
3.2.2 Elongacid de la cadena oligoribonucleotidica
3.2.3 Desancoratge, desproteccio 1 purificacio
3.2.3.1 Procediment estandard

3.2.4 Quantificacid dels oligoribonucleotids
4 Experiments de quimica combinatoria dinamica (DCC)

4.1 Quantificacié dels monomers tiol
4.2 Evolucié dels experiments
4.2.1 Experiments en abséncia d’RNA
4.2.2 Experiments en presencia d’RNA
4.3 Analisi per HPLC-MS

4.3.1 Determinaci6 dels coeficients d’extincid molar a 260 nm (€2¢0)
5 Estudi de la interaccio entre ’RNA i els lligands

5.1 Determinacid de I’afinitat dels lligands
5.1.1 Assaig d’uni6 RNA-Iligand
5.1.1.1 Valoracions amb RNA wt-fluoresceina
5.1.1.2 Valoracions amb RNA +3-2-aminopurina
5.1.1.3 Processat i1 determinacio dels valors d’ECsg
5.1.2 Determinaci6 de I’especifitat dels lligands
5.2 Assaig de desnaturalitzaci6 termica per espectroscopia d’UV
5.3 Estudis estructurals dels complexos RNA-Iligand
5.3.1 Estudis per espectroscopia d’UV-Visible
5.3.2 Estudis per espectroscopia de fluorescéncia
5.3.3 Estudis per RMN
5.3.3.1 Preparacid de les mostres

5.3.3.2 Adquisicio dels espectres

222
222

222

222
222
223
225
225
225
225
225
226
228
228
230

231

231
232
232
232
233
234

235

235
235
235
235
236
236
237
237
237
237
238
238
239



Index

6 Bibliografia 239
- Part Experimental

1 Sintesi dels monomers tiol 241

1.1 Sintesi de compostos heteroaromatics amb capacitat de reconeixement del
parell de bases G-U: molecules tipus Janus 241

1.1.1 Sintesi en solucié dels monomers Janus funcionalitzats amb un grup

carboxil 241
1.1.1.1 Sintesi del monomer Janus A 241
e 2.4 6-Tricloropirimidin-5-carbaldehid (2) 241
e 4-(2-Amino-6-cloro-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (3a) 241
e 4-(2-Amino-6-cloro-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (4) 242
e 4-(2-Amino-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (5) 243
e 4-(2-Bis(tert-butoxicarbonil)amino-5-formilpirimidin-4-ilamino)
butanoat d’etil (6) 244
e 4-(2-Bis(tert-butoxicarbonil)amino-5-oximapirimidin-ilamino)
butanoat d’etil (7) 244
e 4-(2-(Bis(fert-butoxicarbonil)amino)-5-cianopirimidin-4ilamino)
butanoat d’etil (8) 245
e 4-(2-(Bis(fert-butoxicarbonil)amino)-(1-(5-cianopirimidin-4-il)
-3-(2,2,2-tricloroetanoil )Jureido)butanoat d’etil (9) 246
e  4-(4-Amino-7-(bis(fert-butoxicarbonil)amino)-2-oxopirimido 247

[4,5-d]pirimidin-1(2H)-il)butanoat d’etil (10)
e 4-(7-(Bis(tert-butoxicarbonil)amino)-4-(zert-butoxicarbonilamino)

-2-oxopirimido[4,5-d]|pirimidin-1(2H)-il)butanoat d’etil (11) 248
e Acid 4-(7-(bis(tert-butoxicarbonil)amino)-4-(ert-butoxicarbonil
amino)-2-oxopirimido[4,5-d]pirimidin-1(2H)-il) butanoic (12) 248
1.1.1.2 Sintesi del monomer Janus B 249
e Ureidometilenmalonitril (13) 249
e 5-Cianocitosina (14) 250
e 5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)citosina (15) 250
e 2-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)etanoat
de benzil (16) 251
e Acid 2-(5-(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)
etanoic (17) 251
e 4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)butanoat
d’etil (18) 252
e Acid 4-(5-(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)
butanoic (19) 252
1.1.2 Sintesi en fase solida dels monomers Janus funcionalitzats
amb un grup tiol 253
1.1.2.1 Sintesi de la Fmoc-Asn(Trt)-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-resina (20) 253
1.1.2.2 Sintesi dels monomers tiol Janus A 254

vi



Index

e 4-(4,7-Diamino-2-oxopirimido[4,5-d]pirimidin-1(2H)-il)-

N-(2-mercaptoetil)butanamida (23) 254
e 4-(4,7-Diamino-2-oxopirimido[4,5-d]pirimidin-1(2H)-il)-

N-[Asn-Arg-Cys-NH;]butanamida (21) 256
1.1.2.2 Sintesi dels monomers tiol Janus B 256

e 4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin- 1 (2H)-il)-
N-(2-mercaptoetil)butanamida (24) 256

e 4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin- 1 (2H)-il)-
N-[Asn-Arg-Cys-NH;]butanamida (22) 257
1.2 Sintesi de derivats de I’ Ametantrona 258

e 1,4-Bis((2-((2-hidroxietil)amino)etil)amino)antraquinona

(Ametantrona) (26) 258

e 1,4-Bis((2-((2-hidroxietil)-N-Boc-amino)etil)Jamino)antraquinona (27) 259
e 1-((2-((2-Hidroxietil)-N-Boc-amino)etil)amino)-4-((2-((2-(tioacetil )etil)-
N-Boc-amino)etil)amino)antraquinona (28) 1 1,4-bis((2-((2-(tioacetil)etil)-

N-Boc-amino)etil)amino)antraquinona (29) 259
e 1-((2-((2-Hidroxietil)amino)etil)Jamino)-4-((2-((2-mercaptoetil)

amino)etil)amino)antraquinona (30) 261
e 1,4-Bis((2-((2-mercaptoetil)amino)etil)Jamino)antraquinona (31) 261
1.3 Sintesi de derivats de la neamina 262
1.3.1 Obtencio de la neamina a partir de la Neomicina B 262

e Hidroclorur de 4-O-{2’,6’-diamino-2’,6’-didesoxi-o-D-glucopiranosil }
-2-desoxistreptamina (32) 262
1.3.2 Sintesi de la NeaminaC; tiol 262

e 5-O-(Al'lil)-4-0-{2’,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(acetil)-2’,6’-
bis(zert-butoxicarbonilamino)-o-D-glucopiranosil }-6-O-(acetil)-
N,N ’-bis(tert-butoxicarbonilamino)-2-desoxistreptamina (34) 262
e 5-O-(2-Hidroxietil)-4-O-{2’,6’-didesoxi-3’, 4’-bis-O-(acetil)-2’,6’-bis
(tert-butoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranosil }-6-O-(acetil)-N,N -bis
(tert-butoxicarbonil amino)-2-desoxistreptamina (35) 263
e 5-O-(2-(Tioacetil)etil)-4-O-{2’,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(acetil)-2°,6’-bis
(tert-butoxicarbonilamino)-a-D-glucopiranosil }-6-O-(acetil)-N,N -bis

(tert-butoxicarbonilamino)-2-desoxistreptamina (36) 264
e Trifluoroacetat de 5-O-(2-mercaptoetil)-4-O-{2°,6’-diamino-2’,6’
-didesoxi-o-D-glucopiranosil }-2-desoxistreptamina (37) 264
1.3.2 Sintesi de la NeaminaCsg tiol 265
e 4-0-{2’,6’-Didesoxi-2’,6’-bis(tritilamino)-o--D-glucopiranosil }-N,N -bis
(tritilamino)-2-desoxistreptamina (38) 265

e 4-0-{2°,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(4-metoxibenzil)-2’,6’-bis(tritilamino)
-o-D-glucopiranosil }-6-O-(4-metoxibenzil)-N,N *-bis(tritilamino)-2-
desoxistreptamina (39) 266

e 5-0-(6-Bromohexil)-4-0O-{2’,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(4-metoxibenzil)

vil



Index

-2’,6’-bis (tritilamino)-o-D-glucopiranosil }-6-O-(4-metoxibenzil)-N,N -

bis(tritilamino)-2-desoxistreptamina (41) 266
e 5-O-(6-(Tioacetil)hexil)-4-0-{2’,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(4-metoxibenzil)-

2’,6’-bis(tritilamino)-a-D-glucopiranosil }-6-O-(4-metoxibenzil)-N,N -

bis(tritilamino)-2-desoxistreptamina (42) 267

e Trifluoroacetat de 5-O-{(6-mercaptohexil)-4-O-(2°,6’-diamino-2’,6’-
didesoxi-o-D-glucopiranosil) }-2-desoxistreptamina (43) 267
2 Sintesi d’RNA 269
2.1 Sintesi dels oligoribonucleotids wt, +3, +14 1 +16 269
2.2 Sintesi de I’oligoribonucleotid wt biotinilat 270
3 Experiments de quimica combinatoria dinamica (DCC) 271

3.1 Experiment de DCC en presencia de dos compostos intercalants:
competicidé Ametantrona vs Acridina 271
3.2 Experiment de DCC amb els monomers Janus 1 Neamina 272

3.3 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona i

Azaquinolona 273
3.4 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona i

Neamina 274

4 Sintesi de lligands d’RNA 276

4.1 Sintesi de lligands seleccionats mitjangant DCC 276

4.1.1 Sintesi de lligands Ametantrona-Neamina 276

e Amt-NeaC, (44) 276

e Amt-NeaCs (45) 277

4.1.2 Sintesi del lligand Ametantrona-Azaquinolona 277

e Amt-Azq (46) 277

4.1.3 Sintesi de lligands Janus-Neamina 278

e JApept-NeaC, (47) 278

e JApept-NeaCq (48) 279

e JBpept-NeaC, (49) 280

e JBpept-NeaCs (50) 281

4.1.4 Sintesi de lligands Ametantrona-Janus 282

e Amt-JApept (51) 282

e Amt-JBpept (52) 283

4.1.5 Sintesi de lligands Janus-Janus 284

e JApept-JApept (53) 284

e JBpept-JBpept (54) 285

4.2 Sintesi de lligands de segona generacid 285

4.2.1 Sintesi de lligands guanidinilats 285

o JApept-NeaC,G4 (55) 285

e JApept-NeaCeGy4 (56) 287

viil



Index

e JBpept-NeaC,G4 (57) 287
e JBpept-NeaCsG4 (58) 288
e Amt-NeaCyGy (61) 289
e Amt-NeaCsGy (62) 2901
4.2.2 Sintesi de lligands derivats de ’ametantrona doblement funcionalitzats ~ 292
e Amt-NeaC,,NeaC, (64) 292
e Amt-NeaC,,Azq (65) 293

ABREVIATURES, ACRONIMS I SIMBOLS 297

X






Introduccio i Objectius







Introduccio

1 L’RNA: breu presentacio

Els acids nucleics son molécules polimeriques llargues formades per la repeticié de
monomers anomenats nucleotids, ’estructura basica dels quals consisteix en una
molecula de sucre enllagada, per una banda, a una base nitrogenada heterociclica a la
posicid 1’ 1, per I’altra, a un grup fosfat en I’hidroxil 5°. En el cas de ’RNA, els
nucleotids estan formats per un anell de D-ribosa i per les bases nitrogenades puriniques
adenina i guanina, i les pirimidiniques citosina i uracil (Figura 1)."

lo) NH, (0] NH,
N NH /N N | NH | SN

© o NT>NTSNH, © o NT>" O o N” 70 O ¢ N™ ~0
ouno NP ENIPE o.l.0

| 0 | 0 | 0 | 0

(6] o O (6]

© OH OH © OH OH © OH OH © OH OH

guanosina-5'-monofosfat adenosina-5'-monofosfat uridina-5'-monofosfat citidina-5'-monofosfat

Figura 1. Estructura dels quatre ribonucleotids 5’-monofosfat. Per convencid, 1’anell de furanosa es
dibuixa amb I’atom d’oxigen al darrera, i els C-2’ i C-3” al davant.

La polimeritzacié d’aquests monomers mitjangant la unié de I’hidroxil de la posicio 3’ 1
del fosfat a 5 per un enlla¢ fosfodiéster, dona lloc a la cadena oligoribonucleotidica.

A diferéncia del DNA, on dues cadenes oligonucleotidiques formen una estructura
secundaria de tipus helicoidal que pot adoptar diferents conformacions (A-DNA, B-
DNA 1 Z-DNA), I’agrupaci¢ intramolecular d’una sola cadena d’RNA també condueix a
una estructura secundaria que consta d’una doble helix amb una conformacio similar a
la del A-DNA 1, per aix0, s’anomena A-RNA.

Analogament a les proteines, I’RNA es caracteritza per adoptar estructures primaria,
N e oy . . N e 1b.2 . . N e .
secundaria, terciaria i quaternaria.'™ En primer lloc, I’estructura primaria ve dictada
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unicament per la seqiiéncia de les bases nucleotidiques, mentre que les pertorbacions en
I’estructura helicoidal tipus A originen una gran varietat d’estructures secundaries.'”
Per exemple, I’estructura secundaria més comuna a gairebé tots els RNAs consisteix en
una regid de doble cadena anomenada stem que, en funcio de la seva longitud, a més
d’un bucle (loop) a la part terminal, conté seqiiencies de bases desaparellades que
originen bonys (bulges) o malaparellaments (mismatches) (Figura 2).

A

Diplex Loop Bulge Hairpin
intern loop

Figura 2. Possibles estructures secundaries de IPRNA.2

Per altra banda, quan diferents regions d’una mateixa estructura secundaria d’RNA
entren en contacte per formar una estructura més complexa, es parla d’estructura
terciaria.'™* Un exemple el trobem en els tRNAs, on interaccionen dues de les seves
estructures tipus llag-bucle (stem-loop).™

Finalment, un exemple d’estructura quaternaria el trobem en complexos on coexisteixen
diferents estructures d’RNA 1 proteines, les ribonucleoproteines (RNPs). L’exemple
més representatiu €s el ribosoma, on diferents estructures d’RNA ribosomals
interaccionen entre elles 1 originen macroestructures d’RNA.'"

En resum, la capacitat estructural de I’'RNA per adoptar una gran varietat d’estructures
secundaries 1, en major complexitat, estructures terciaries 1 quaternaries, juntament amb
la distribucio de grups funcionals a I’espai 1 la formacié de camps electrostatics, genera
cavitats on es poden unir ions, molecules petites 1 proteines. Tot aixo, tal com
s’explicara al segiient apartat d’aquesta introduccid, li confereix una gran diversitat
funcional i un gran potencial com a diana terapéutica.’

1.1 L’RNA: rellevancia biologica i terapéutica

Amb el descobriment del DNA com a transportador de la informacié genética, el
principal dogma de la biologia molecular ha estat durant molts anys que la informacid
flueix des del DNA cap a I’'RNA, 1 d’aquest cap a les proteines. Concretament, en els
organismes eucariotes la informacid genetica es troba codificada al DNA dins del nucli
cel-lular, des d’on es transcriu per formar RNAs nuclears. Aquests transcrits primaris
(pre-mRNA) son processats per donar lloc als RNAs missatgers madurs (mRNA) que
son transportats al citosol, on es descodifiquen 1 es realitza la sintesi proteica (traduccid
o translacio) als ribosomes (Figura 3).

El transport, I’estabilitat 1 ’eficiencia en la traduccio de les seqiiencies d’'mRNA, estan
regulats per proteines 1 complexos ribonucleoproteics com el ribosoma 1 1’espliceosoma.



Introduccio

NV NN \]:)[Nf\r\ A
NN
transcripeis al pre-mRNA

&(Qll_!:!
raRN A maduV NUCLI

transport del mRNA
al citosol per la sintesi
proteica (translacid)

CELLULAR

Figura 3. Esquema general del procés de transcripcio i traduccié en una cel-lula eucariota.

En els ultims trenta anys, els nous avencos cientifics han revelat ’existencia d’altres
RNAs, anomenats non-coding RNAs (ncRNAs), que inclouen, entre d’altres, miRNA,
siRNA, riboswitches i ribozims. Aquests RNAs tenen un paper essencial en la regulacio
de diversos processos cel-lulars, fet que evidencia que aquesta biomolecula no €s només
un simple transportador d’informacié genética.”*®’ En son un exemple, el seu paper en
la regulacié genética® i la seva capacitat catalitica en la sintesi de proteines (ribozims).’

Actualment, es poden localitzar a la bibliografia un gran nombre de treballs que posen
de manifest aquesta capacitat reguladora, al mateix temps que remarquen la necessitat
de considerar ’'RNA com una diana de gran interes farmacologic. Per exemple, els
microRNAs (miRNAs), seqiiencies de 18 a 24 nucleotids de longitud, tenen un paper
destacat en la regulacio de I’expressio genica. Més concretament, sembla ser que la
mala regulacié de les seves funcions biologiques esta relacionada amb el
desenvolupament de malalties com el cancer, desordres immunes, diabetis i trastorns
neurodegeneratius o cardiovasculars.'’

Un altre exemple de la diversitat de funcions de I’'RNA a la cel-lula, el trobem en el
procés de ’RNA d’interferéncia (RNA1). L’RNAIi és un mecanisme cel-lular, conservat
al llarg de D’evolucid, que regula ’expressid genética en organismes eucariotes
mitjan¢ant la degradacidé de I'mRNA, o bé la inhibici6 de la translaci6. Aquesta
important funcid biologica 1’ha convertit en una diana terapeutica rellevant, com
s’explicara més endavant, tant per oligonucledtids com per molécules petites. "’

Analogament als miRNA i a ’RNAI, el descobriment dels riboswitches també certifica
aquesta multiplicitat biologica. Els riboswitches son regions (dominis) de 'mRNA que
també tenen la capacitat de regular 1’expressié genica, actuant com a receptors de
metabolits o missatgers secondaris.'” Sense entrar en detalls sobre el seu mecanisme
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d’actuacid, cal dir que la regulacid genetica es basa en canvis conformacionals com a
resposta a I’enllag d’un efector dins d’un domini del mRNA.” El fet que es consideri
una biomolecula basica en el control genetic de bacteries, tot i que també s ha trobat
algun exemple en cel-lules eucariotes, ha convertit els riboswitches en una diana
antibacteriana i antimicrobiana emergent.'?°

Aixi doncs, tenint en compte els grans avencos cientifics dels darrers anys, on s’ha
demostrat el paper clau de ’RNA en molts processos biologics rellevants, no és estrany,
doncs, que s’hagi convertit en una diana de gran intercs terapeutic:

“The current world can no longer be termed the ‘protein’ world, but rather as an
‘RNA-protein’ world.”"

1.2 Recerca d’agents terapéutics que actuin a nivell de ’RNA

Avui dia la majoria de farmacs en us clinic son molécules petites dirigides a proteines,
com ara enzims o receptors, tot 1 que representen nomeés un petit percentatge del total de
les proteines cel-lulars. Historicament, la industria farmacéutica, que s’ha centrat en la
recerca de compostos amb capacitat per modular 1’activitat de proteines produides pels
gens, ha passat per alt la funcié de PRNA (mRNA), I’intermediari entre el gen 1 la
proteina.'* Estudis recents, perd, suggereixen que només una petita part de les proteines
responsables del desenvolupament de malalties tenen la capacitat de ser reconegudes
per farmacs basats en molecules petites, fet que posa de manifest la necessitat de trobar
noves dianes i estratégies terapéutiques.”® Tot i aix0, encara avui dia, la majoria de
dianes farmacoldogiques continuen sent proteines,® fet que queda evidenciat pel reduit
nombre d’estudis estructurals sobre DNA o RNA, en comparacio amb el de les
proteines. Per exemple, al maig del 2012 al Protein Data Bank (PDB) hi havien 75884
entrades corresponents a proteines (92.6%), 1344 al DNA (1.6%), 912 a I’'RNA (1.1%) i
3794 a complexos entre proteines 1 acids nucleics (4.6%).

Des d’un punt de vista biologic, la gran varietat de funcions de I’RNA, tant en
organismes cel-lulars com en virals, juntament amb 1’evidencia de la seva influencia en
el desenvolupament de malalties, fa que sigui una diana rellevant per a la recerca de
nous agents terapeutics. Per exemple, actualment, se sap que els antibiotics emprats
clinicament durant décades, com I’eritromicina, deuen la seva capacitat antibacteriana al
fet que s’enllacen a I’RNA ribosomal (rRNA) de les cel-lules procariotes, fet que
demostra la capacitat d’aquest RNA per esdevenir una diana antibacteriana.

Per altra banda, cal tenir en compte que ’RNA és el material genetic de molts virus
patogens com el VIH o I’hepatitis C. A més, el seu paper primordial en el control de
I’expressio genctica en els humans proporciona noves oportunitats per obtenir nous
tractaments medics mitjancant agents terapeutics especifics d’estructures d’RNA
relacionades amb el desenvolupament de malalties croniques i degeneratives.'”

La recerca de nous agents terapéutics que actuin a nivell de I’'RNA es pot dur a terme
mitjancant 1’us d’oligonucleotids, o bé amb lligands basats en molecules petites. A
continuacio, de forma més detallada, s’exposen ambdues estrategies.
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1.2.1 Agents terapeutics basats en oligonucleotids

En general, els oligonucleotids emprats com a agents terapeutics tenen com a diana el
pre-mRNA 1 'mRNA, que son els transportadors de la informacid genética abans de la
seva translacid a proteines, i, per tant, els qui codifiquen totes les proteines cel-lulars.
Per aixo, la direccio d’oligonucleotids als mRNAs ha esdevingut en els ultims anys una
estrategia alternativa per tractar malalties, on els farmacs existents son poc eficagos. Per
exemple, la reparacid dels gens causants de malalties genetiques, com la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) o I’atrofia muscular espinal (SMA), mitjancant la
manipulacié del DNA o de ’RNA, pot ser una alternativa més eficag que tractar
directament la proteina involucrada.'®®

Als segiients apartats, s’exposen breument algunes de les principals estrategies
terapeutiques basades en oligonucleotids sintetics que actuen a nivell de ’'mRNA.

1.2.1.1 Oligonucleotids antisentit

L’any 1978 Zamecnik i Stephenson van descobrir que una cadena de DNA de 18
nucleotids de longitud complementaria a ’RNA del virus del sarcoma de Rous,
modificada quimicament en els hidroxils 3’ 1 5° terminals en forma de derivats d’isourea
per augmentar la seva estabilitat enfront de les nucleases cel-lulars, era capag¢ d’inhibir
in vitro la replicacid 1 la conseqiient translacid proteica. Naixia llavors, el camp dels
oligonucleotids antisentit.'®*'®

Els oligonucleotids antisentit (4SOs) sén monocadenes sintetiques d’analegs d’acids
nucleics que tenen com a diana I’RNA missatger (mRNA). La hibridacié a 'mRNA
origina una pertorbacio conformacional que condueix a la seva degradacio per accio de
la ribonucleasa H, un enzim que degrada ’'RNA en duplexs RNA-DNA 1, per tant,
inhibeix la translaci6 a la corresponent proteina.'®'® Normalment, un oligonucléotid
antisentit representatiu sol tenir una longitud al voltant de 20 nucléotids amb unions
fosforotioat, dels quals 5 a cada costat de la cadena estan modificats quimicament per
augmentar |’estabilitat in vivo davant de les exonucleases. Com a principal
inconvenient, cal destacar que els oligonucléotids antisentit no gaudeixen d’una bona
capacitat de penetracio a la céllula.'®®

L’any 1998 es va registrar el que fins a dia d’avui és 1’nic farmac antisentit que ha
arribat al mercat, Formivirsen (Vitravene)', emprat en el tractament de la retinitis en
pacients amb SIDA. Tot 1 aix0, actualment es troben en fases cliniques avancades altres
candidats. Un primer exemple és el Mipomersen, en fase clinica III, un oligonucleotid
fosforotioat gapmer” que té com a diana I’'mRNA codificant de I’apiloproteina B100,
involucrada en la produccié de lipoproteines de colesterol de baixa densitat, a fi de
regular-ne els seus nivells en el torrent sanguini. Cal destacar també el Custirsen, un
altre oligonucleotid fosforotioat gapmer, que té com a diana ’'mRNA codificant de la
clusterina, una proteitna anti-apoptotica sobreexpressada a les cel-lules tumorals.

"L’any 2004 va ser retirat del mercat per falta de demanda.'®®

i Aquest disseny deixa a la zona central un espai (gap) de 10 nucleotids no modificats
en I’esquelet fosforotioat (d’aqui ve el nom gapmer) que permeten la fragmentacié de
I’'mRNA per I’acci6 de la ribonucleasa H (RNasa H).
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Actualment, es troba en fase clinica III, tot 1 que en la fase clinica II no va ser efectiu en

dones amb cancer de pit amb metastasi, fet que va suggerir que la seva eficacia podria
’ . A 1

ser especifica a un tipus de cancer.'®

1.2.1.2 RNAi

Com s’ha comentat anteriorment, I’RNAIi és un procés cel-lular natural de regulacio de
I’expressio genctica que t€é una funcid rellevant en el mecanisme de defensa de la
cel-lula davant de virus o de transposons (fransposable elements).16f

Tot 1 que en aquest procés es troben implicats diversos tipus d’RNAs, el
desenvolupament de la terapia d’RNAi es basa principalment en els micro-RNAs
(miRNA) i els siRNAs (small interfering RNAs)."*" Per una banda, 1’siRNA és un
duplex d’RNA que, mitjancant 1’accid6 d’un complex multiproteic, genera la
corresponent monocadena perfectament complementaria a I’'mRNA diana, que en
interaccionar-hi, indueix la seva degradacio, amb la conseqiient inhibicid
translacional.'®'% En canvi, els miRNAs son duplexs d’RNA més curts que generen
una monocadena amb menys complementarietat per ’'mRNA, de 2 a 8 nucleobases,
perd que encara tenen tant la capacitat de regular la translacié de 'mRNA com de
degradar-10.16f'h’

En D’actualitat, es troben en assaig clinic 22 possibles farmacs pel tractament d’unes 16
malalties.” Ara bé, el fet que aquests siRNAs sintetics es degradin molt rapidament per
accio de les nucleases del torrent sanguini 1 que s’hagin detectat efectes secundaris a
causa de la seva capacitat d’interferir en la funcié dels miRNAs, ha provocat un
augment de la complexitat de la recerca. Aquest fet ha ocasionat que ens els ultims 3
anys la induastria farmacéutica s’hagi mostrat poc confiada en aquesta via d’investigacid
1 hagi reduit o eliminat en alguns casos els seus projectes d’investigacid sobre
I’'RNAi.'*

1.2.1.3 Ribozims

Els ribozims sén molecules d’RNA que, com el enzims, tenen la capacitat per unir-se
especificament a un substrat 1 regular-ne les seves funcions biologiques. Per exemple, la
seva habilitat per interaccionar especificament amb I’'mRNA els ha convertit en agents
terapeutics molt atractius. Actualment, tot 1 la necessitat de protegir-los quimicament de
les nucleases, 1 d’haver-los d’administrar per via local, s’estan duent a terme assaigs
clinics amb 7 ribozims,™ dels quals 5 soén pel tractament del virus VIH, mentre que la
resta ho son pel tractament del cancer renal i del virus de I’hepatitis C.'%

iii

Per més informacid, veure reférencia 16e, on es recullen les caracteristiques dels
diferents farmacs, I’empresa, la malaltia a la qual van dirigits i I’estat de la fase clinica
en que es troben, entre d’altres.



Introduccio

1.2.2 Agents terapeutics basats en molécules petites: lligands d’RNA

Tot 1 el potencial dels oligonucleotids sintetics com agents terapeutics, el fet que, per
una banda, siguin poc estables a les nucleases presents al medi fisiologic i, per 1’altra,
que tinguin poca capacitat de penetracié cel-lular, han estat dues de les principals raons
per les quals només han arribat al mercat dos farmacs: I’oligonucleotid antisentit
Fomivirsen, retirat el 2004, 1 I’aptamer d’RNA Macugen.mb

En els ultims anys, el desenvolupament de Iligands d’RNA basats en molecules
organiques petites ha adquirit un paper rellevant en la recerca de nous agents
terapeutics, amb 1’objectiu d’aprofitar la capacitat de ’RNA per adoptar diverses
estructures amb caracteristiques fisicoquimiques adequades que generin possibles llocs
d’unid.

La importancia d’aquest camp queda demostrada amb el fet que als darrers anys s’han
publicat diversos articles de revisio,”®"” on es recullen nombrosos exemples de
molecules organiques amb capacitat d’interaccié amb I’RNA. A continuacid, s’exposen,
agrupades en families, algunes de les més representatives.

1.2.2.1 Antibiotics aminoglicosidics

Els aminoglicosids sén antibiotics d’ampli espectre utilitzats en el tractament
d’infeccions bacterianes de tipus Gram-negatiu 1 determinades Gram-positiu.
Quimicament, son molécules formades per un anell de 2-desoxiestreptamina (2-DOS)
enllacat glicosidicament amb altres aminosucres (Figura 4), on la llibertat rotacional al
voltant de ’enlla¢ glicosidic concedeix a la molecula cert grau de flexibilitat que li
permet adaptar-se adequadament al lloc d’unié de I’'RNA. L’abundancia de grups amino
protonables a pH fisiologic 1i dona un fort caracter cationic, fet que facilita la interaccid
amb D’esquelet polianionic de ’'RNA mitjangant interaccions electrostatiques. A més,
també poden formar altres interaccions, com els ponts d’hidrogen entre les nucleobases
i els hidroxils i els grups amino de 1’aminoglicosid."”
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Hgﬂ\ Neomicina B: R= NH, Kanamicina B: R;= NH, R,= OH
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o Paromomicina: R= OH Tobramicina: Rj=NH, R,=H

Figura 4. Estructura d’alguns aminoglicosids naturals: a) familia neomicina (anell 2-DOS 4,5-
disubstituit); b) familia kanamicina i tobramicina (anell 2-DOS 4,6-disubstituit).

El descobriment a finals dels anys 80 de la capacitat de diferents classes d’antibiotics,
com els aminoglicosids, per interferir en la biosintesi proteica bacteriana va demostrar
el seu potencial com a agents terapeutics, 1 va iniciar el cami cap a la recerca de
molécules organiques petites com a lligands d’RNA.
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Actualment, se sap que ’activitat antibacteriana esta causada per la seva unid en zones
especifiques del ribosoma bacteria. Concretament, a la subunitat 30S del ribosoma, el
16S rRNA forma una estructura secundaria anomenada A-site, on 1’aminoglicosid en
interaccionar-hi especificament origina un canvi conformacional que desencadena
anomalies en la translacié proteica.”® Tot i la seva habilitat per enllagar-se
preferentment a I’RNA ribosomal procariota, els aminoglicosids també tenen certa
capacitat per enllagar-se amb afinitats comparables a altres RNAs, com per exemple els
motius estructurals HIV-1 trans-activating response element (TAR), Rev-response
element (RRE), ribozims 0 mRNA humans.'*'7® 17418

Malgrat que els aminoglicosids s’enllacen selectivament a les estructures duplex
adoptades per ’'RNA (tipus A) davant de les de tipus B, més abundants en el DNA,
mostren una afinitat moderada 1 poca capacitat per discriminar entre diferents
seqiiéncies d’RNA.71 A més, en els darrers anys, la seva activitat antibacteriana
s’ha vist reduida, ja que les bactéries han desenvolupat resisténcia.”> Amb I’objectiu de
desenvolupar nous antibiotics més efectius, s’han realitzat diverses modificacions
quimiques en els aminoglicosids naturals com per exemple la guanidinilacio dels grups
amino,”’ les modificacions basades en la restriccié conformacional, la subtitucid de
I’enllag¢ glicosidic per un centre quaternari rigid (analegs spiro-biciclics),”* o la sintesi
de derivats de neomicina restringits conformacionalment.””® També s’ha modificat
I’esquelet per originar noves estructures mimetiques, com els dimers de neamina o
d’altres aminosucres.” Per altra banda, els aminoglicosids també s’han conjugat a altres
tipus de molécules, com ara acridines,]9 nucleobases,18 dinucleotids o diPNAs.*

Finalment, com a idea general, cal destacar que la gran flexibilitat que presenten els
aminoglicosids per adaptar-se a diverses estructures secundaries presents a ’RNA amb
afinitats 1 selectivitats moderades, ha ocasionat que també s’emprin com a base per a la
recerca de nous lligands d’RNA, tal com demostren alguns dels exemples acabats de
citar.

1.2.2.2 Agents intercalants

A TDestructura tipus duplex dels acids nucleics es pot produir la insercid d’un sistema
aromatic pla entre dos parells de bases nucleotidiques adjacents per originar
interaccions tipus m—7 entre les nucleobases 1 la molécula aromatica inserida. Aquest
fenomen es coneix com a intercalacio, 1 €s el mode d’actuaci6 de molts agents
antitumorals 1 antibiotics que s’enllacen al DNA.

Tot 1 les diferéncies estructurals entre els duplexs tipics de DNA 1 d’RNA, les molecules
amb capacitat d’intercalaci® no mostren cap selectivitat, 1 interaccionen de forma
similar amb les dues estructures.”” A la Figura 5 es mostra I’estructura de tres agents
intercalants representatius.

La particularitat d’unir-se preferentment als duplex dels acids nucleics ha plantejat la
possibilitat de dissenyar lligands més selectius basats, per una banda, en la capacitat per
reconeixer mes d’un lloc d’unid 1, per I’altra, en la generaci6é de noves interaccions, com
les electrostatiques, a través de modificacions quimiques d’agents intercalants de DNA
ja coneguts.”® D’entre els nombrosos estudis descrits a la bibliografia, en sén una mostra
la funcionalitzacié d’agents intercalants amb cadenes peptidiques o alifatiques, com per
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exemple, conjugats etidi-arginina amb capacitat per reconeixer dos llocs d’unid en
’RNA TAR del virus VIH,*® conjugats acridina-péptid per enllacar-se a un daplex
d’RNA d’un inhibidor proteic viral,®® péptids ciclics (HTPs) amb un nucli intercalant
amb capacitat per enllacar-se selectivament a duplexs d’RNA,** o bé analegs de la
mitoxantrona com a possibles lligands d’una estructura secundaria del pre-mRNA de
264260

Per altra banda, també s’han descrit compostos en els quals s’ha unit un aminoglicosid a
molécules d’acridina,'®?’ o s’ha conjugat una acridina amb un compost amb capacitat
per reconéixer bases desaparellades.*®
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Figura 5. Estructura de tres agents intercalants d’acids nucleics: bromur d’etidi (esquerra), quinacrina
(centre) i DAPI (dreta).>

1.2.2.3 Compostos amb capacitat per reconéixer bases desaparellades

Tal com s’ha comentat a I’inici d’aquesta introduccid, ’'RNA pot adoptar una gran
diversitat de plegaments 1 xarxes tridimensionals que originen motius estructurals propis
com els bulges, on una o més nucleobases es troben desaparellades. A més, és
reconeguda la rellevancia biologica d’aquestes protuberancies en processos de
reconeixement cel'lular.*** Contrariament, en el DNA aquest tipus de motius
estructurals, juntament amb els parells de bases no canonics (mismatched), estan
associats a degradacions quimiques de les bases nucleotidiques o a errors en 1’activitat
enzimatica de la polimerasa, fet que desencadena la formaci6 d’estructures helicoidals
imperfectes associades a alteracions en el codi genétic.”® Es per aixo que, en els ultims
anys, també s’ha centrat I’atencio en la recerca de molecules organiques amb capacitat
per reconeixe’ls.

Una de les vies de treball (Figura 6) s’ha centrat en el desenvolupament d’analegs del
cromofor natural neocarzinostatina, ja que ha demostrat capacitat per unir-se a la regio
del bulge del diplex de DNA’' i d’RNA.*> També sén destacables els compostos
intercalants de rodi(Ill) amb capacitat de reconeixement de bases desaparellades en
diiplex de DNA i d’RNA,™ i els complexos de ruteni(I) amb capacitat per reconixer
els trinucleotids que formen la regi6 del bulge de 'RNA TAR.**

11
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Figura 6. Estructura de neocarzinostatina (NCSi-gb) (esquemra),32 del complex intercalant de Rh(III)
(centre),33 i del complex de Ru(Il) (dreta).34

Per altra banda, també son destacables algunes estructures heteroaromatiques planes que
reconeixen selectivament nucleobases mitjangant la incorporaci6 d’acceptors i donadors
d’enllagos per pont d’hidrogen complementaris als de les bases nucleotidiques
desaparellades. Una mostra representativa la trobem en els compostos derivats de N-
acil-2-amino-1,8-naftiridina, azaquinolona i1 2-amino-7-metil-1,8-naftiridina protonada
amb capacitat per enllacar-se al diplex de DNA 1 d’RNA, preferentment a les bases
guanina, adenina i citosina, respectivament (Figura 7).
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Figura 7. Reconeixement de bases desaparellades amb compostos heteroaromatics: a) una guanina per N-
acil-2-amino-7-metil-1,8-naftiridina, b) una adenina per 7-metil-2-oxo-1,8-naftiridina (azaquinolona), i ¢)

una citosina per 2-amino-7-metil-1,8-naftiridina protonada.30

Aprofitant la selectivitat d’aquest tipus de compostos, també s’han dissenyat noves
molecules amb capacitat per reconeixer parells de bases no canonics. Al DNA, en son
un exemple el reconeixement d’un parell G-A** o d’una seqiiéncia tipus CAG™™ per
part d’una molecula hibrida azaquinolona-naftiridina. També ho és la uni6 de dues
naftiridines a un parell G-G.* A nivell d’RNA, cal destacar el reconeixement de parells
G-A 1 G-G a I’stem-loop 1B de 'mRNA del virus VIH-1 per part de ’heterodimer
azaquinolona-naftiridina i de I’homodimer de naftiridina, respectivament.**

1.2.2.4 Molécules tipus Janus

Com s’ha comentat a I’apartat anterior, la formaci6 d’enllacos per pont d’hidrogen
complementaris a les nucleobases pot augmentar 1’especificitat d’un lligand, basat en
una molécula organica petita, cap a una seqiiencia donada de DNA o d’RNA. Amb
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aquest pretext, I’any 1996 Lehn i col-laboradors®® van introduir el concepte de lligands
d’acids nucleics formats amb una estructura de dues cares amb capacitat per formar
enllagos pont d’hidrogen complementaris a les nucleobases, que van anomenar Janus en
referéncia al déu de la mitologia romana (Figura 8).
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Figura 8. Esquema representatiu del concepte Janus-Wedge aplicat a lligands d’acids nucleics (A i D
volen dir acceptors i donadors d’enllag pont d’hidrogen, respectivament). Els triangles representen la
molécula tipus Janus com una falca (wedge) amb capacitat per formar enllagos pont d’hidrogen a les
seves dues cares. L’enllag es produeix per insercio6 entre els parells de bases G-C i A-T i forma un triplet
que augmenta el nombre d’enllagos per pont d’hidrogen fins a un total de 6 i 5, respectivament. Per altra
banda, les fletxes negres (solc major) i blanques (solc menor) indiquen com interaccionen altres
molécules que s’enllacen per pont d’hidrogen amb els parells de bases G-C i A-T, sense modificar-ne
l’apalrellament.36

Les molecules Janus sén molecules heteroaromatiques que, tant si es troben aparellades
com si no, presenten en cadascuna de les cares dues disposicions d’enllag de tipus
donador 1 acceptor de pont d’hidrogen. Tal com s’esquematitza a la Figura 8, 1’enllag es
produeix a través de la insercid entre els parells de bases 1 augmenta el nombre total
d’enllacos pont d’hidrogen, fet que implica un increment en 1’afinitat i en I’especificitat.
Altrament, cal dir que el concepte Janus-Wedge es contraposa amb 1’aproximacid
tradicional on els lligands reconeixen els llocs acceptors 1 donadors de ponts d’hidrogen
que queden lliures.”® També cal remarcar que, malgrat tenir una estructura
complementaria als parells de bases canonics, la formaci6 de la triada base-Janus-base
ha de competir amb la necessitat de distorsionar el parell de bases enllagades, 1 amb la
tendéncia a autoagregar-se supramolecularment. Per aquest motiu, doncs, s’ha centrat
I’6s d’aquest tipus de molecules en el reconeixement de parells de bases no canonics, o
parells de bases Watson-Crick desaparellats com el parell mismatch C-U.*®

A la Figura 9, es mostren algunes estructures Janus descrites a la bibliografia. Un
primer exemple el trobem en una molecula especifica del parell no canonic C-U amb
capacitat per formar 6 enllacos pont d’hidrogen amb la triada corresponent.® Un altre
exemple és la derivatitzacié d’un PNA amb una molécula Janus en cadascun dels seus
residus que, a través de la interaccié amb el parell de bases no canonic C-T, condueix a
la formacié i a I’estabilitzacio d’una triple hélix de DNA.>” Més recentment, s’ha descrit
un derivat triaminotriazina-acridina com a lligand del triplet CUG o CTG amb capacitat
per formar ponts d’hidrogen amb els parells de bases U-U o T-T.*
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Figura 9. Estructura de molécules Janus per parells de bases no canonics: C-U (esquerra),36 C-T
(centre),37 iU-U (dreta).28

1.2.2.5 Riboswitches

Com ja s’ha comentat anteriorment (apartat 1.1), els riboswitches son regions de
I’'mRNA localitzades a la regi6é 5’-UTRs (5’ untranslated regions) que no intervenen a
la traduccié proteica, perd que desenvolupen un paper important en la regulacid
genetica actuant de receptors per metabolits 1 missatgers secundaris. Aquesta capacitat
per reconeixer molecules petites, juntament amb el fet que la vintena de classes de
riboswitches coneguts actualment es troben Unicament en bacteries, a excepcio del
pirofosfat de tiamina (TPP), 1 que es localitzen als mRNA codificants de proteines
essencials per la seva supervivencia, els ha convertit en una diana antibacteriana i
antimicrobiana emergent per al desenvolupament de nous antibiotics.”'*°

Actualment, es coneixen un gran nombre de molecules petites dissenyades com a
analegs de metabolits naturals amb capacitat de reconeixement especific de diferents
riboswitches. Per exemple, el de pirofosfat de tiamina (7PP), el de mononucleotids de

flavina (FMN), el de lisina, el de T-box, o els de guanina o adenina (Figura 10).7’]2b
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Figura 10. Estructura d’alguns compostos amb capacitat per recon¢ixer riboswitches: a) de pirofosfat de

tiamina (pirofosfat de piritiamina), b) de mononucledtids de flavina (roseoflavina), c) de lisina (L-

aminoetilcisteina), d) de 7-box (oxazolidinona), e¢) de guanina i adenina (2,4,6-triamino-pirimidina i 2-
. . . . . 12b

amino-N°-hidroxiadenina, respectivament).
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1.2.2.6 Lligands basats en péptids i peptidomimétics

Una de les grans problematiques de 1’us de molecules petites en la recerca de lligands
inhibidors de complexos ribonucleoproteics, €s la poca capacitat que mostren per alterar
les interaccions entre I’RNA 1 la proteina del complex, ja que acostumen a ser arees
superficials d’interfase massa amples perque la presencia del lligand hi afecti. Per aixo,
amb la finalitat de resoldre aquesta dificultat, el desenvolupament d’agents terapeutics
d’origen peptidic o peptidomimetics ha esdevingut una via alternativa, ja que, per una
banda, acostumen a ser seqiiencies amb certa densitat de carrega positiva que
afavoreixen la interacci6 amb I’RNA 1, per Dl’altra, embolcallen una amplia area
superficial en interaccionar-hi.***’

A continuacid es recullen alguns exemples de compostos d’aquest tipus amb capacitat
d’interaccido amb ’RNA TAR del virus VIH-1. En primer lloc, podem destacar un peptid
sintétic lineal que interacciona especificament al solc major,”® o un péptid ciclic amb
una conformaci6 S-hairpin, una estructura mimetica de la proteina Tat¢ BIV, involucrada
en el complex ribonucleoproteic tat-TAR, amb capacitat per interaccionar al solc
major.*® Altres exemples importants sén la familia de péptids ciclics B-hairpin,
conformacionalment restringits amb capacitat per interaccionar especificament a la
regi6 del bulge i del loop,” i el péptid ciclic L350, que mostra activitat antiviral
mitjangant la inhibicié en la replicacié del virus VIH-1.%

1.3 Disseny de lligands d’RNA

Donada I’omnipreseéncia de I’RNA en diferents processos biologics, el disseny de
molecules amb capacitat per reconeixe’l selectivament 1 regular-ne les funcions ha
esdevingut un objectiu molt rellevant que ha donat lloc a un gran nombre d’aplicacions
biotecnologiques 1 terapeutiques. Malgrat els nombrosos esforcos realitzats als darrers
anys, el disseny de lligands d’RNA basats en molécules petites continua sent avui dia un
repte no assolit completament a causa de la manca d’informaci6 sobre els factors
fisicoquimics que regulen el reconeixement molecular RNA-lligand, juntament amb la
dificultat per aconseguir compostos amb bones propietats farmacologiques. Es a dir,
I’obtencid d’un bon grau de reconeixement de la seqiiencia de ’RNA diana sense
competencia amb altres biomolecules, 1 una bona capacitat de penetracidé a la membrana
cel-lular.*’

Es per aix0 que, a I’hora de dissenyar un lligand d’RNA, és necessari tenir en compte
tant les seves caracteristiques farmacologiques, com algunes de les propietats
fisicoquimiques de la diana.

1.3.1 Propietats fisicoquimiques de ’RNA

Una de les principals propietats fisicoquimiques que cal tenir en compte €s que,
analogament al DNA, I’RNA ¢és un polianié que deu la seva carrega negativa als grups
fosfat 1 als grups electronegatius de les nucleobases. Aquest caracter negatiu ocasiona
que, al medi fisiologic, es trobi fortament solvatat per molecules d’aigua 1 contraions,
fet determinant tant a nivell estructural com dinamic. Per tant, les molécules petites
carregades positivament tendiran a enllacar-se amb I’RNA de forma poc especifica i en
multiples llocs d’uni6.*®
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Per altra banda, tot i que els acids nucleics adopten regularment una estructura
helicoidal dextrogira, existeixen algunes difereéncies entre els duplex de DNA 1 d’RNA.
En el primer, la conformacido més comuna a la natura és la doble helix tipus B que es
diferencia de la A, adoptada per ’'RNA, en el major nombre de bases per volta, fet que
ocasiona que els diplex d’RNA tinguin un solc major més estret i profund, 1 un solc
menor més pla. També és important destacar la presencia del grup hidroxil a la posicid
2’ de la ribosa que ocasiona que, al duplex, les bases tinguin angles d’inclinacié
diferents. I, per ultim, la conformacid dels anells de ribosa ocasiona que la distancia
entre els grups fosfat sigui més curta.”

Aquestes caracteristiques estructurals fan que els solcs major i menor no mostrin unes
condicions optimes perque s’hi enllacin molecules petites, malgrat que el solc major,
gracies al seu caracter més electronegatiu, ¢€s el lloc d’unio preferent de molecules
carregades positivament. Aixo, en part, explica el fet que hi hagi pocs exemples de
molécules petites que s’enllacin al solc major de I’RNA en comparacié amb el DNA.°

Finalment, també cal tenir en compte la flexibilitat estructural de I’'RNA, ja que la unié
del lligand pot provocar canvis conformacionals 1 generar una determinada resposta
biologica. Fins 1 tot, en cas de no haver-hi competéncia amb una substancia endogena,
un lligand pot ser terapeuticament rellevant, tot i tenir una baixa afinitat (UM), si té prou
capacitat per generar canvis conformacionals a ’'RNA diana. Un exemple representatiu
son els riboswitches, on la seva resposta biologica es desencadena a partir dels canvis
conformacionals produits per la interaccié de metabolits. Tot aixo, doncs, posa de
manifest la necessitat d’aplicar estrategies que considerin I’RNA també com una diana
dinamica, cosa que dificulta forca el disseny de lligands basats en molécules petites.™®

1.3.2 Consideracions farmacologiques dels lligands

Com ja s’ha comentat a I’inici d’aquest apartat, idealment un lligand, a més de tenir una
bona capacitat de penetracié a la membrana cel-lular, ha de ser selectiu a ’'RNA per
davant d’altres biomolecules com el DNA 1 les proteines, especific per reconéixer un
lloc d’unid concret de la seqiiencia d’RNA diana, 1 estable al medi fisiologic. Ara bé, en
el disseny de lligands d’RNA també cal tenir en compte les propietats farmacologiques
generals establertes pels farmacs. Per exemple, bioquimicament han de poder ser
absorbits, distribuits 1 metabolitzats, mentre que a nivell fisicoquimic han de ser
facilment sintetitzables, tenir un grau de polaritat adequat per ser solubles en medi
aquos 1 també poder travessar membranes cel-lulars.

A partir de I’observacié empirica de les propietats fisicoquimiques de farmacs en us
clinic, s’han descrit les anomenades regles de Lipinski, on s’estipulen les
caracteristiques farmacologiques ideals que hauria de tenir qualsevol farmac. Per
exemple, un pes molecular inferior a 500 Da, un coeficient de distribuci6 en dues fases
d’una mescla H,O/dissolvent organic (log P) inferior a 5, i un nombre de grups
acceptors (O+N) 1 donadors (O-H, N-H) d’enllagos pont d’hidrogen inferior a 101 a 5,
respectivament. Malgrat aquestes consideracions, cal tenir present que molts farmacs
utilitzats actualment no compleixen alguna o més d’una d’aquestes normes, com ¢s el
cas dels aminoglicosids, que sobrepassen tant el pes molecular com el grau de polaritat.
Cal esmentar, perd, que en el cas de ’'RNA, que es troba fortament solvatat per
molecules d’aigua 1 contraions, el lligand ha de ser prou polar per desplagar-les 1 poder
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interaccionar-hi adequadament, encara que sobrepassin el grau de polaritat estipulat per
les regles de Lipinski. Per tant, aixd posa de manifest que a 1’hora de dissenyar un
lligand, les propietats farmacologiques d’aquest també han d’anar d’acord amb les
propietats fisicoquimiques de la diana.™®

1.3.3 Estrategies de treball per al desenvolupament de lligands d’RNA

Tot 1 el constant esfor¢ dedicat a millorar les estrategies de recerca de nous lligands
d’RNA, el principal inconvenient segueix sent el fet que la majoria dels compostos
descrits interaccionen amb una gran diversitat de seqiiencies 1 d’estructures d’RNA.
Aixi doncs, amb 1’objectiu d’obtenir lligands més especifics, en els tltims anys s’estan
dedicant nombrosos esfor¢os al desenvolupament i optimitzacio d’estratégies de treball
m¢s eficients. A continuacid, es comenten breument les més representatives.

En primer lloc, podem incloure 1’estratégia de cribatge coneguda com a high-throughput
screening, que es basa en 1’us d’una técnica biofisica per seleccionar els millors lligands
d’una determinada diana d’RNA mitjagant la realitzacid d’estudis d’interaccié6 amb una
biblioteca de compostos. Algunes de les tecniques emprades habitualment son
I’espectroscopia de fluorescéncia, la ressonancia de plasmo superficial (SPR), la
ressonancia magnetica nuclear (RMN) 1 I’espectrometria de masses.? 044!

Una altra estrategia, més rapida 1 economica, €s la que engloba els anomenats metodes
computacionals o de docking, els quals, a partir d’un coneixement estructural previ de la
diana, permeten identificar nous lligands a través de la seleccié amb una biblioteca de
compostos virtual.”® Malgrat que aquesta metodologia estd molt optimitzada per
proteines, en el camp dels acids nucleics encara no esta prou desenvolupada, ja que cal
tenir en compte diferents parametres fisicoquimics caracteristics de I’'RNA, com els
efectes de solvatacié a causa de la preséncia de contraions 1 molecules d’aigua, els
termodinamics generats per la unié del Iligand, o bé la seva flexibilitat estructural.*?

En tercer lloc, podem incloure les estrategies basades en la unié de fragments
(fragment-based drug design).*® Aquestes consisteixen en la realitzacié d’una seleccié o
cribatge de diversos fragments, que acostumen a ser molecules quimicament senzilles
amb pocs grups funcionals 1 amb una capacitat coneguda per interaccionar amb I’RNA.
Ates que la majoria de lligands descrits solen tenir poca especificitat, aquesta estratégia
pot generar lligands amb capacitat per reconcixer diferents motius estructurals d’una
diana i, per tant, compostos més afins i especifics.”’ En sén un exemple la recerca de
lligands de I’'rRNA 23S bacteria 1 del subdomini IIA de ’RNA /RES del virus de
I’hepatitis C, o bé la identificacidé de molecules petites que interaccionen amb el
riboswitch thiM de E. Coli.**

Per altra banda, una altra via d’obtencié de nous compostos és 1’optimitzacid de lligands
d’RNA ja existents.’ 8o L’exemple més destacat €s el cas dels aminoglicosids que, com
s’ha explicat anteriorment, s’han realitzat nombrosos treballs per sintetitzar nous
aminoglicosids que millorin la seva baixa especificitat.'**

Finalment, un metode alternatiu consisteix en utilitzar una estrateégia basada en la unié
de fragments combinada amb la quimica combinatoria dinamica (DCC).>"* Aquesta ha
estat la metodologia seguida en aquesta tesi doctoral per dur a terme la cerca de lligands
d’RNA 1 sobre la qual se’n donen més detalls al segiient apartat.
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1.3.4 Quimica combinatoria dinamica (DCC)

En els ultims anys, la quimica combinatoria dinamica (DCC) ha esdevingut una eina
molt util per seleccionar compostos amb gran afinitat amb molecules receptores
d’interés biologic, com ara proteines i acids nucleics, fet que 1’ha convertit en una
metodologia alternativa per al desenvolupament de nous Iligands.*

Generalment, la gran diferéncia entre la quimica combinatoria tradicional i la dinamica
recau en el fet que, en la primera d’elles, es prepara una biblioteca estatica de
compostos 1, a continuacid, s’estudia la seva interaccid amb la diana per seleccionar
aquells que tenen millor activitat. Per aquest motiu, una analisi profunda de totes les
possibles combinacions de fragments esdevé un treball molt laborids.*’ Per contra, a la
DCC tant la preparacio de la biblioteca com el cribatge o seleccido dels millors
compostos, es duen a terme en una sola etapa, on tots els membres de la biblioteca es
troben sotmesos a un continu intercanvi dinamic a través de reaccions reversibles
(Figura 11). Aixo fa que la composicié de la biblioteca dinamica sigui capa¢ de
respondre davant d’influéncies externes, com la presencia d’una diana i, per tant, que es
desplaci I’equilibri termodinamic 1 provoqui un augment de la concentracié de les
espécies seleccionades per sobre d’aquelles que tenen menys afinitat. Es a dir, de totes
les possibles combinacions, només s’amplifiquen aquelles que generen els compostos
amb major capacitat de reconeixement que, posteriorment, s’aillen directament de la
biblioteca 1 es caracteritzen. La comparacié de la composicio final de la biblioteca, en
abséncia 1 en presencia de la diana, permet identificar els lligands més afins amb
'clquesta.%'49

Dy

Figura 11. Esquema general d’un procés de quimica combinatdria dindmica (DCC): els membres de la
biblioteca dinamica estan en constant equilibri entre ells mitjancant reaccions covalents reversibles i

. . . . . ., . , 49
interaccions no covalents amb la diana, que selecciona la combinacié de fragments més afi.

Tot 1 que la DCC presenta alguns avantatges respecte la quimica combinatoria
tradicional, el requeriment que la biblioteca dinamica de compostos estigui sotmesa a un
intercanvi continu a través de reaccions reversibles implica, per una banda, que tots els
membres de la biblioteca siguin completament solubles al medi de reaccid i, per Ialtra,
que el nombre de reaccions a triar sigui limitat, ja que 1’equilibri ha de ser rapid i les
reaccions de bescanvi han de ser compatibles amb el pH del medi (fisiologic quan es
treballa amb biomolecules), amb el dissolvent 1 els diferents grups funcionals presents
als membres de la biblioteca 1 a la diana. A més, el bescanvi ha de transcorrer en
condicions de reaccid suaus per tal de no interferir en les interaccions de tipus no
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covalent involucrades en el reconeixement molecular entre la diana 1 els Iligands.
També ha de permetre poder aturar 1’equilibri de forma senzilla 1 innocua per als
membres de la biblioteca, al mateix temps que aillar i caracteritzar els lligands.***’

A T’hora de preparar una biblioteca combinatoria dinamica es poden utilitzar reaccions
reversibles basades en processos d’intercanvi no covalent, com els enllacos pont
d’hidrogen o els de coordinacidé metall-lligand, tot i que I’aillament dels compostos
seleccionats €s un punt problematic a causa de la seva labilitat. Més freqilients son els
processos d’intercanvi de tipus covalent, d’entre els quals podem destacar les
transesterificacions, I’intercanvi d’enllagos amida o d’acetals, 1’intercanvi sobre el doble
enllag C=N, la metatesi d’olefines, o I’intercanvi d’enllacos disulfur, essent aquest ultim
el més ampliament emprat en la recerca de lligands, gracies a la seva compatibilitat amb
biomolécules.***

L’intercanvi d’enllagos disulfur, a més de ser biologicament rellevant en el plegament
de proteines o en les reaccions redox de la cél'lula,” presenta una série de
caracteristiques quimiques molt avantatjoses per al desenvolupament de la DCC. Per
exemple, en contacte amb 1’oxigen atmosferic, els tiols en solucid aquosa s’oxiden
rapidament a disulfurs 1 en condicions suaus estableixen un intercanvi en presencia
d’una quantitat catalitica de tiol que, en condicions acides moderades, es pot aturar
sense afectar la diana.”® Atés que a pH lleugerament basic (7-9) hi ha un percentatge de
tiol en forma de tiolat, el bescanvi entre enllacos disulfur té lloc a través de I’atac
nucleofil sobre un altre enlla¢ disulfur, amb la qual cosa provoca el desplagament d’un
altre 16 tiolat. En el camp de la DCC, és particulament interessant el fet que aquest
procés sigui reversible, ja que d’aquesta manera la generacid d’una biblioteca dinamica
es pot dur a terme tant a partir dels monomers tiol com dels seus corresponents dimers
disulfur (Figura 12).%

b) R,—SH o R—S".
? O, pH 79  |biblioteca| R-SH,pH7-9 ' S—R
R,—SH HS—R; — dinamica - Rl S/S_R3
,—

Figura 12. Mecanisme d’intercanvi d’enllagos disulfur (a). Aproximacions possibles per a la generacio

d’una biblioteca combinatoria dinamica mitjangant reaccions reversibles d’intercanvi tiol-disulfur (b).49
1.3.4.1 Aplicacions de la DCC en la recerca de lligands de biomolecules

Malgrat que la DCC és una metodologia de notable interes en el mon de la quimica
supramolecular, una de les aplicacions més atractives ¢€s la cerca de lligands de
molécules biologicament rellevants, com les proteines® o els acids nucleics.”®

Tot 1 que I’objectiu d’aquest apartat és exposar 1’us d’aquesta metodologia en la recerca
de nous lligands d’acids nucleics, no podem passar per alt la seva importancia en el
camp de les proteines. En primer lloc, cal destacar com a refereéncia el treball publicat
per Lehn i Huc ’any 1997, en el qual es desenvolupa una biblioteca basada en
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reaccions reversibles d’intercanvi d’enllagos imino amb 1’objectiu d’identificar
inhibidors de I’enzim anhidrasa carbonica. Posteriorment, els mateixos autors>® van
emprar aquesta metodologia per desenvolupar, d’una banda, inhibidors de 1’acetilcolina
esterasa, on a partir d’'una biblioteca de diferents aldehids 1 hidrazides van obtenir un
compost de tipus bispiridini amb gran capacitat inhibidora, 1, de I’altra, un inhibidor de
la Bacillus subtilis HPr quinasa/fosfatasa, el 2-amino-benzimidazol.>*

Altrament, les reaccions d’intercanvi de disulfur tamb¢ han estat ampliament utilitzades.
Per exemple, en el desenvolupament d’una biblioteca de dimers disulfur de carbohidrats
com a lligands de la concavalina A, o en la formacié d’heterodimers disulfur a partir
de derivats dels agents antitumorals tiocolquicina i podofilotoxina.”® També s’han
utilitzat enzims com a catalitzadors de reaccions reversibles, com per exemple, el cas de
la formacié d’una biblioteca d’analegs de I’acid sialic mitjancant I’enzim aldolasa.”’

1.3.4.2 Recerca de lligands d’acids nucleics mitjancant DCC

Com s’ha comentat anteriorment, en el camp dels acids nucleics el nombre de reaccions
quimiques reversibles que es poden emprar és forca més limitat, ja que han d’ajustar-se
a certes necessitats experimentals, com la congelacid de ’equilibri 1 ’aillament dels
compostos seleccionats. Concretament, cal evitar possibles reaccions de degradacid i la
desnaturalitzaci6 de la diana. En segon lloc, tots els membres de la biblioteca han de ser
solubles en solucid aquosa a pH 5-8, aproximadament. Aquest fet pot ser problematic
per alguns agents intercalants, com ara alguns cromofors aromatics. I, finalment, la
reaccid quimica reversible ha de ser compatible amb els grups funcionals presents als
acids nucleics: els grups amino exociclics, I’esquelet fosfodiéster i les posicions C-4 1
C-6 de les pirimidines. A causa d’aquestes limitacions, els exemples que es coneixen
d’aplicabilitat de la DCC al camp dels acids nucleics son més reduits, tot i que inclouen
estudis amb daplexs de DNA, quadruplexs de DNA 1 dianes d’RNA. Ara bé, malgrat
que també existeixen alguns exemples d’intercanvi d’enllagos imino o de coordinacid
amb metalls, les reaccions de bescanvi tiol-disulfur han estat les més emprades, ja que
es poden produir en medi aqués a pH fisiologic, 1 no generen reaccions secundaries amb
I’esquelet fosfat dels acids nucleics ni amb els grups electrofils o nucleofils dels
nucleotids.”"

Generalment, a nivell experimental, la deteccio 1 I’analisi dels compostos seleccionats
per la diana es realitza a través de la derivatitzacié d’un oligonucleotid amb biotina, o bé
amb un grup fluorofor. En el primer cas, ’oligonucleotid biotinilat és immobilitzat
mitjangant unes boles magnetiques funcionalitzades amb estreptavidina que, gracies a la
seva forta interaccid amb la biotina 1 a ’ajuda d’un iman, permeten extreure’l de la
soluci6 conjuntament amb els compostos que hi han interaccionat. En canvi, a ’altra
aproximaci6, anomenada resin-bound DCC (RB-DCC), on la diana es troba
funcionalitzada amb un grup fluorofor, una biblioteca de compostos enllagats a una
resina es combina amb la mateixa biblioteca de monomers en solucid, 1 s’analitza
posteriorment per espectroscopia de fluorescéncia (Figura 13).° b
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Figura 13. Esquema de la formaci6 d’una biblioteca dinamica mitjancant el bescanvi d’enllagos disulfur,
on la deteccio i 1’analisi dels compostos afins es relitza a través de dues aproximacions: a) diana
biotinilada en preséncia de boles d’estreptavidina, i b) resin-bound DCC (RB-DCC).51b

A continuacid, a partir de I’analisi d’alguns treballs publicats als darrers anys, es mostra
I’impacte que ha tingut la DCC en el desenvolupament de lligands d’acids nucleics. El
1997 Miller i col-laboradors™® van descriure ’obtencié de lligands de DNA a partir de la
incubacio, en solucié aquosa, d’una biblioteca de diverses salicilamides amb ZnCl; i un
daplex de DNA immobilitzat a una resina. Un altre exemple representatiu el trobem
I’any 2005, quan Balasubramanian i col-laboradors® van dissenyar una série de
poliamides funcionalitzades amb un grup tiol amb capacitat per enllagar-se tant a
duplexs, com a quadruplexs de DNA. Posterioment, el 2006 McNaughton i Miller® van
presentar el concepte de RB-DCC (Figura 13b) per al desenvolupament de lligands de
daplex de DNA, on, a diferéncia de I’altra metodologia (Figura 13a), s’evitava la
feixuga tasca d’analitzar la biblioteca generada en solucid mitjangant cromatografia
liquida, 1 s’obria la possibilitat d’utilitzar biblioteques dinamiques molt més grans.

Als ultims anys, la recerca de lligands amb capacitat per estabilitzar quadruplex de
DNA ha adquirit un gran intere¢s, concretament els quadruplex de guanina. Com a
exemples de 1’aplicacio de la DCC amb reaccions de bescanvi disulfur, podem destacar
el treball realitzat per Balasubramanian i col-laboradors,”' on s’empra una biblioteca
dinamica basada en la combinacié d’un agent intercalant 1 una seqiiencia tetrapeptidica,
la sintesi de derivats d’acridina,®” o el desenvolupament de macrocicles oxazol-péptid
amb major especificitat cap el quadruplex de guanina que cap un duplex de DNA.*

Un altre front a tenir en compte en la recerca de lligands d’acids nucleics mitjancant la
quimica combinatoria dinamica, és I’RNA. El primer exemple el trobem al treball de
Miller i col'laboradors,®* on s’utilitza una biblioteca dinamica basada en reaccions de
coordinacié entre diferents salicilamides unides a ions de Cu(Il), que va permetre
identificar compostos amb molta més afinitat per unir-se a una estructura d’RNA tipus
hairpin que a la seva seqiiencia analoga de DNA. Altres exemples destacats son, en
primer lloc, I’aplicacié de la resin-bound DCC a través de reaccions de bescanvi tiol-
disulfur en el desenvolupament d’una biblioteca de 11.325 compostos, que va permentre
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identificar lligands d’una seqiiéncia tipus hairpin de 22 nucleotids, corresponent a una
estructura d’RNA del virus VIH-1,%* o bé d’una seqiiéncia repetitiva tipus (CUG)
involucrada en el desenvolupament de la distrofia miotonica tipus 1 (MD-l).45b De fet,
per aquest ultim exemple, els mateixos autors recentment han demostrat que alguns dels
isosters d’aquests compostos seleccionats mostren, fins 1 tot, 1’activitat biologica
desitjada.®

En segon lloc, cal destacar el desenvolupament de lligands d’una estructura tipus stem-
loop del pre-mRNA que codifica la proteina tau”’ mitjangant la creacié d’una biblioteca
combinatoria dinamica formada per una diana modificada amb biotina (Figura 13a) i
monomers d’aminoglicosids, d’agents intercalants i de compostos amb capacitat per
reconeixer bases desaparellades.

Tenint en compte els antecedents descrits a la bibliografia sobre 1’aplicacié de la
quimica combinatoria dinamica al camp dels acids nucleics i, en particular, el treball
realitzat al nostre grup de recerca,”’ en aquesta tesi doctoral s’han dut a terme els
experiments de DCC mitjangant reaccions d’intercanvi d’enllacos disulfur.

1.4 Dianes d’RNA terapéuticament rellevants

Tal com s’ha exposat a I’apartat 1.1, ’'RNA ¢és una biomolécula molt versatil dins de la
cel-lula, on hi desenvolupa un gran nombre de funcions biologiques que la converteixen
en una diana terapéutica de primer ordre.® Per tant, un cop exposats els motius de la
seva rellevancia, a més de les estrategies emprades en el desenvolupament d’agents
farmacologics que actuin a nivell de ’RNA, s’ha considerat convenient descriure
algunes estructures secundaries d’RNA que als altims anys han esdevingut dianes
d’interes farmacologic. A continuacio, classificades en funcid de I’organisme al qual
pertanyen, es presenten les estructures més destacades.

En primer lloc, I’exemple més representatiu el trobem a ’RNA ribosomal dels bacteris,
que és una diana bacteriana de gran interes, gracies a que, d’una banda, representa la
majoria dels RNAs cel-lulars i, de I’altra, t& un paper essencial a la sintesi proteica.*®
El ribosoma procariotic, constituit per un 65% d’RNA ribosomal (rRNA), esta format
per dues subunitats, la petita (30S) 1 la gran (50S), que s’encarreguen de supervisar,
respectivament, la correcta incorporacid del tRNA en el creixement de la cadena
polipeptidica, 1 de catalitzar la formacié de I’enlla¢ peptidic. Concretament, a la
subunitat 30S, I'rRNA 16S forma una estructura secundaria anomenada A4-site (Figura
14a) que, en condicions de funcionament adequades, experimenta un canvi
conformacional a la regié del /oop intern quan s’enllaga al corresponent tRNA. Aixo
provoca que les adenines A1492 1 A1493 quedin exposades cap enfora de la doble helix,
fet que ocasiona la correcta incorporacid dels aminoacids a la cadena polipeptidica.
Aquest important paper en la translacid del material genétic ha ocasionat que 1’4-site
sigui Destructura secundaria d’RNA més explorada, 1 que s’hagi descobert que
compostos com els aminoglicosids, les macrolides, les tetraciclines 1 les oxazolidinones
deuen la seva activitat antibacteriana al fet d’enllagar-s’hi 1 alterar-ne la sintesi
proteica.”*® En aquest punt, és important comentar que 1’any 2009 es va concedir el
premi Nobel de Quimica a la seva determinaci6 estructural mitjangant cristal-lografia de
raigs X.
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Una altra diana bacteriana de gran interes terapeutic son els riboswitches (veure apartat
1.2.2.5), on agents com la roseoflavina (Figura 10b) o el pirofosfat de tiamina (Figura
10a) han mostrat capacitat per interrompre el metabolisme cel-lular.’ 8

En una altra categoria podem incloure els RNAs virals que, tenen un paper molt
destacat en el desenvolupament de malalties humanes ocasionades per virus o
retrovirus, on els punts de regulacid es troben localitzats en zones de 'mRNA no
codificant.** L’exemple més representatiu correspon al virus d’immunodeficiencia
adquirida tipus I (VIH-1) que, un cop incorpora el seu RNA al DNA de la ce¢l-lula hosta,
realitza la seva transcripcid gracies a 1’accié d’una proteina, HIV trans-activator of
transcription (Taf). Aquesta proteina reconeix 1 s’enllaga a la regid del bulge d’una
estructura secundaria d’RNA tipus hairpin loop, €l trans-activating response element
(TAR), i activa la transcripcid dels gens virals. Es per aixo que la recerca de molécules
petites amb capacitat per reconéixer I’RNA TAR (Figura 14b) 1 inhibir la formacid del
complex Tat-TAR, ha esdevingut una estratégia de gran interés terapéutic.”*®

Per altra banda, també cal destacar el paper de la proteina Rev, que té com a funcid
transportar ’RNA wviral al citoplasma mitjancant la unié a un segment d’RNA,
anomenat Rev response element (RRE), que esta format per diverses estructures
secundaries tipus stem-loop (Figura 14c¢). Per tant, amb I’objectiu d’inhibir la formacio
d’aquest complex ribonucleoproteic, 1 la conseqiient afectacio en el procés de maduracid
1 de replicacid6 de I’RNA viral, s’estan buscant molecules petites amb capacitat per
reconéixer 'RNA RRE, com per exemple els aminoglicosids.**®

Altres dianes d’RNAs virals interessants son els fragments del internal ribosome entry
site (IRES) corresponent al virus de 1’hepatitis C (HVC), que s’enllaca a la subunitat 40S
del ribosoma de la cél-lula hosta per establir un control en la sintesi proteica.® Les
estrategies terapeutiques estudiades per la inhibicio de 1’activitat del /RES del virus de

I’hepatitis C son la terapia antisentit i els experiments amb siRNAs. 8
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Figura 14. Representacio de 1’estructura secundaria de: a) RNA A-site,18 b) RNA TAR del virus VIH-I,18

c¢) RNA RRE del virus VIH-I,15 d) esquema d’un duiplex d’RNA amb repeticions de nuclec‘)tids,6 e)

estructura secundaria del pre-mRNA de tau.%

Finalment, un altre tipus d’RNAs rellevants son els mRNAs humans, on 1’aparici6 de
mutacions provoca alteracions al seu processat alternatiu, 1 és la causa de moltes
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malaties humanes com el cancer, malalties neuromusculars, o malalties
neurodegeneratives.”” Un exemple destacat el trobem en ’expansi6 de repeticions de
nucleotids localitzades en diverses regions del pre-mRNA 1 que son la causa de
I’aparicié d’un gran nombre de malalties (Figura 14d). Concretament, la distrofia
miotonica s’origina per 1’expansio de repeticions de tres i1 quatre nucleosids (CTG 1
CCTG) que, de forma consecutiva, originen 1’expansio de regions de bases
desaparellades en D’estructura d’RNA, com ara bulges, que alteren el seu processat
alternatiu a través del bloqueig de I’accidé de la proteina reguladora MBNLI.® Aixi
doncs, amb 1’objectiu de corregir aquesta alteracid, diversos grups d’investigacid estan
centrats en el disseny de molécules petites amb capacitat per reconeixer especificament
aquestes repeticions de bases.**®

En segon lloc, una altra diana rellevant €s I’estructura stem-loop localitzada al final de
I’exdé 10 del pre-mRNA del gen MAPT que codifica la proteina tau (Figura 14e). La
preséncia de mutacions en aquesta seqiiencia desestabilitza 1’estructura secundaria i
produeix alteracions en el processat alternatiu. Aix0 provoca [’aparicio de malalties
neurodegeneratives, anomenades tauopaties, com ara la FTDP-17 (Frontotemporal
Dementia and Parkinsonism linked to chromosome 17).*® Aixi doncs, tal com
s’exposara al segiient bloc de forma detallada, una estratégia per corregir aquesta
anomalia es basaria en 1’Gs de lligands capagos d’estabilitzar aquesta estructura
secundaria.

Finalment, un altre tipus de diana d’RNA important a nivell terapeutic associada a
I’aparicié del cancer €s la telomerasa, una ribonucleoproteina encarregada de controlar
la longitud dels telomers que, en cel-lules tumorals, veuen augmentada la seva activitat.
Per tant, la recerca d’inhibidors de la seva activitat representa una estrategia de terapia
contra el cancer.**>%
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2 L’RNA codificant de la proteina tau com a diana terapéutica

Com s’ha comentat anteriorment, ’'mRNA ¢és una diana biologica de gran interes
farmacologic, ja que els errors apareguts durant el seu processat acaben desencadenant
moltes malalties humanes. Concretament, en aquesta tesi doctoral ens hem centrat en el
pre-mRNA que codifica la proteina tau, atés que les anomalies en el processat
alternatiu, tal com s’explicara a continuacid, provoquen [’aparici6 d’un tipus de
malalties neurodegeneratives anomenades tauopaties.

2.1 Processat alternatiu del pre-mRNA

Les seqiiencies de DNA que codifiquen determinats gens es transcriuen al nucli cel-lular
per produir RNAs nuclears molt heterogenis. La majoria d’aquests transcrits primaris
(pre-mRNA), que contenen regions no codificants (introns) intercalades entre les
regions codificants (exons), son processats per donar lloc als corresponents RNAs
missatgers madurs (mRNAs) que, un cop transportats al ribosoma, sén traduits a
proteines.

El processat (splicing) d’aquests transcrits primaris consisteix en 1’eliminacié de les
seqliencies no codificants (introns) 1 la unidé dels exons (Figura 15a). A les cel-lules
eucariotes, aquest procés esta catalitzat per un gran complex ribonucleoproteic
anomenat complex de tall 1 unid (spliceosome), que esta constituit per cinc complexos
ribonucleoproteics més petits, U-rich small nuclear ribonucleoproteins (UsnRNP) 1 un
gran nombre de factors proteics, entre els quals s’hi inclouen enzims 1 proteines d’uni6
amb ’RNA. La seva funci6 transcorre mitjangant dues reaccions de trans-esterificacio
successives. En primer lloc, es produeix el reconeixement de seqiiencies conservades
situades a la unid entre exons 1 introns, anomenades llocs de processat 5’ 1 3 (splicing
sites). 1, en segon lloc, mitjangcant un procés catalitic, es produeix 1’eliminacié dels
introns i la unié dels exons.®”*"

Cal destacar que I’'mRNA madur obtingut només representa un 10% del total del seu
transcrit primari, ja que en un pre-mRNA, al voltant del 90% correspon a seqiiéncies
introniques, de tamany més gran que els exons. >
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Figura 15. Esquemes corresponents als dos tipus de processat del pre-mRNA: a) processat o splicing, i b)

processat alternatiu o alternative splicing.

Per altra banda, als organismes vertebrats, seqiiencies identiques de pre-mRNA poden
ser processades de forma diferent per donar lloc a diferents mRNAs madurs i,
conseqiientment, a diferents proteines (Figura 15b). A més, atés que la majoria dels
pre-mRNAs experimenten aquest processat alternatiu 1 que el nombre de gens en
humans 1 en organismes més simples €s similar, posa de manifest la importancia del
processat alternatiu en la diversitat proteinica del genoma huma.”"

Es important remarcar que aquesta complexitat biologica, capa¢ de generar una gran
diversitat funcional 1 una riquesa proteica a partir d’un nombre limitat de gens, és també
un punt de vulnerabilitat. L’aparici6 de mutacions en seqiiencies del pre-mRNA
implicades en el seu processat provoca la desregulacié d’aquest procés dinamic, on
intervenen diferents interaccions entre RNAs 1 proteines, 1 causa ’aparicié de malalties,
particularment malalties neurodegeneratives, neuromusculars, o cancer.”””’® Aquestes
mutacions es poden classificar en funci6 del seu mecanisme d’afectacio al processat del
pre-mRNA. En primer lloc, destaquen les que afecten als mecanismes de reconeixement
dels llocs de processat (splicing sites), localitzades, per una banda, en seqiiencies
situades entre els introns 1 els exons 1, per 1’altra, en seqiiencies internes exoniques i
introniques, fet que afecta la regulacié del processat alternatiu 1 la conseqlient relacié de
proteines isoformes. Les primeres causen aproximadament el 10% dels desordres
hereditaris en humans, mentre que les segones son responsables d’un 25%. En sén un
exemple algunes malalties com la deficiéncia de I’hormona del creixement, la sindrome
de Fraiser, la fibrosi quistica, o la deméncia frontotemporal amb parkinsonisme
associada al cromosoma 17 (FTDP-17).

Un altre tipus de mutacions son aquelles que afecten la maquinaria del processat o els
factors reguladors del processat alternatiu. En el primer cas son responsables de
I’aparicié de malalties com D’atrofia muscular espinal (SMA) o la retinitis pigmentosa
autosomal dominant (adRP), mentre que les altres tenen relacié amb I’aparicié de varis
tipus de cancers o desordres a causa de la repeticio de seqiiencies de trinucleotids
causants de malalties com la distrofia miotonica.”>"

Finalment, un altre punt que cal destacar és el fet que el processat alternatiu del pre-
mRNA no només esta regulat per les seqiiencies situades als llocs de processat 5 1 3’
(splicing sites), sind que també hi intervenen altres factors (splicing regulatory motifs),
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com els elements d’amplificacié 1 de silenciacid genetica (emhancer 1 silencer)
localitzats als introns i1 exons, I’arquitectura dels exons 1 introns, la velocitat del
processat o, fins i tot, la propia estructura secundaria del pre-mRNA,”""""® tal com
s’exposara més detalladament al segiient apartat.

2.1.1 Influéncia de P’estructura secundaria del pre-mRNA en el processat
alternatiu

La tendencia natural de I’RNA per formar estructures secundaries i terciaries estables té
un paper clau en la regulacié del processat del pre-mRNA. Una mostra d’aixo és la
capacitat d’una estructura secundaria per influir en el reconeixement de 1’ex6 durant el
seu processat alternatiu, tant mitjangant la presencia d’elements estructurals que
dificultin 1’accés a les seqiiencies conservades, com a través de variacions en la seva
disposicié espacial.”’ Un primer exemple representatiu el trobem al gen FN
(fibronectin), concretament a dues seqiiencies localitzades a 1’exd EDA, corresponents
als elements d’amplificacid6 1 de silenciacid genctica (enhancer 1 silencer). La
introduccid, tant en ratolins com en humans, de mutacions en una seqiiéncia del
enhancer genera canvis conformacionals a una estructura secundaria de ’RNA que,
com a conseqiiéncia, impedeix la correcta activitat de la proteina reguladora SR 1 afecta
la inclusié de I’exé EDA durant el processat alternatiu. D’aquesta manera, els autors
d’aquest treball posen de manifest la influéncia exercida per 1’estructura secundaria de
I’RNA en I’acci6 d’un element regulador del processat alternatiu.”"”* Un altre exemple
¢s el que correspon a dues seqiiencies anomenades ISE-2 1 ISAR, situades entre els
exons IIIb 1 IlIc del gen huma FGFR2, necessaries per a la regulacié del seu processat
alternatiu. La substitucié d’una de les seqiiencies per una altra completament diferent,
encara que mantingui I’estructura secundaria stem-loop, no genera cap alteracio en el
processat alternatiu. D’aquesta manera es demostra que la seva funcio reguladora no
radica en la seqiiéncia, sin6 en la seva estructura secundaria.”""*

Una altre fet biologicament rellevant és 1’efecte que té en el processat alternatiu la
desestabilitzacié d’una estructura secundaria. Una mostra d’aixo la trobem en estudis
que demostren com les mutacions desestabilitzen ’estructura stem-loop localitzada al
lloc de processat 5° de I’exd 7 del gen SMN2 (survival motor neuron) i provoquen la
inclusio d’aquest exdé a 'mRNA madur, aixi com el conseqiient desenvolupament de
I’atrofia muscular espinal (SMA).*® Analogament, és particularment interessant destacar
la implicacié de 1’estabilitat d’una altra estructura secundaria tipus stem-loop,
localitzada a prop del lloc de processat (splice-donor site) de I’intrd posterior a I’ex6 10
del gen tau, en el desenvolupament de la demencia frontotemporal amb parkinsonisme
associada al cromosoma 17 (FTDP-17).°®

2.2 Processat alternatiu del pre-mRNA de la proteina tau

La proteina tau, particularment abundant als axons de les neurones, és una proteina
microtubular necessaria per a la polimeritzacid i I’estabilitat dels microtubuls, 1 per al
transport axonal de les neurones. Es troba codificada pel gen MAPT (microtubule-
associated protein tau), localitzat al cromosoma 17, 1 estructuralment consta de dos
dominis: I’extrem N-terminal (projection domain) i I’extrem C-terminal (microtubule-
binding domain), que son els que li confereixen les seves propietats biologiques.”* ™3
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Al cervell sa d’un huma adult, el processat alternatiu del gen MAPT pot generar fins a
un total de sis proteines (proteines isoformes de tau). Més concretament, dels 16 exons
que conté el gen, el processat alternatiu dels exons 2, 3 1 10 del pre-mRNA, origina 6
proteines isoformes amb els extrems N 1 C-terminals diferents. El processat alternatiu
dels exons 2 i 3, localitzats a I’extrem N-terminal, codifica una seqiiencia de 29
aminoacids 1 dona lloc a tres isoformes: una amb la presencia dels exons 2 1 3, una altra
amb només 1’exd 2, 1 una tercera sense ambdos exons. En canvi, el processat alternatiu
de I’ex6 10, que codifica una seqiiencia de 31 o 32 aminoacids 1 que es troba a 1’extrem
C-terminal, només genera 3 isoformes que el contenen. A més, sembla ser que la
inclusio o exclusio d’aquest ex6 esta lligada a la preséncia de 3 o 4 dominis de tubulina
(isoformes de tau 3R i1 4R). De manera que, de les 6 proteines isoformes, a més de
considerar per a cadascuna d’elles les isoformes derivades del processat dels exons 2 1
3, se’n poden diferenciar les 3R, quan no s’hi inclou I’ex6 10, 1 les 4R, que si
I’inclouen. (Figura 16). Es important recalcar que en un cervell huma sa, la relacio
entre les isoformes 3R 1 4R és aproximadament 1, 1 la seva variacid, que afecta els
nivells d’activitat de la regulacié de les tau quinases i1 fosfatases, esta relacionada amb
I’aparicié de malalties neurodegeneratives.”*"'

v e
s M7 <
M T2]3] o

] 0] fc

e N T2] 0] Jo
v 2[5 ] 0] }o

Figura 16. Representacio esquematica de les proteines isoformes de tau originades a partir del processat
alternatiu del pre-mRNA del gen MAPT.”

Moltes malalties neurodegeneratives associades a les proteines tau, o també
anomenades tauopaties, com 1’alze¢imer o la FTDP-17, entre d’altres, tenen en comu la
formacid d’agregats intraneuronals insolubles formats per filaments de proteines tau
hiperfosforilades. L’any 1998, estudis independents van demostrar que algunes
mutacions al gen MAPT ocasionaven disfuncions en la proteina tau, amb la conseqiient
neurodegeneracié.””®” En estudis posteriors s’han englobat aquestes mutacions en dos
grups. Per una banda, les que alteren la capacitat de la proteina tau per associar-se amb
els microtabuls 1, per ’altra, les que afecten el processat alternatiu de 1’ex6 10 de tau 1
varien la relacié entre les proteines isoformes 3R i 4R.”® A diferéncia d’algunes
malalties, com la sindrome de Down o la malaltia de Pick, on la isoforma 3R es troba
sobreexpressada, en el cas de la FTDP-17 s’ha observat una major preséncia de la
isoforma 4R. Aquest fet posa de manifest que no es pot assegurar quin dels dos casos €s
m¢és toxic per la cel-lula, si una major presencia de la isoforma 3R, o una de la 4R. Pero
el que si que ¢€s significatiu, €s que la pérdua de la seva relacio equitativa ocasiona el
desenvolupament de les tauopaties.**
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2.2.1 Estructura stem-loop a la zona del final de I’ex6 10 del pre-mRNA de
tau i efecte de les mutacions en la seva estabilitat termodinamica

A partir del descobriment de les disfuncions associades a la preséncia de mutacions en
el gen codificant de la proteina tau, es va plantejar que I’existéncia d’una estructura
secundaria, localitzada entre el final de I’ex6 10 1 el lloc de processat 5° (splice site) del
pre-mRNA, tindria un paper destacat en la regulacié del processat alternatiu. Aquesta
hipotesi es va veure corroborada I’any 1999 quan Varani i col-laboradors® van publicar
un treball on, mitjangant la ressonancia magnetica nuclear, es va determinar 1’estructura
tridimensional d’un oligoribonucleotid que engloba la zona d’unid entre 1’exd 10 1
I’intré del lloc de processat 5°. Aquest estudi estructural en solucidé va confirmar les
anteriors prediccions, 1 va revelar que en aquesta zona es forma una estructura estable
tipus stem-loop, on la regid del stem consisteix en una doble helix de 7 parells de bases.
Com a element estructural caracteristic, cal destacar la preséncia d’una adenina
desaparellada que forma una protuberancia o bulge 1 que, a més, s’intercala al duplex de
la doble helix. La zona del loop consta de 6 nucleotids desaparellats amb capacitat per
adoptar multiples conformacions (Figura 17).
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Figura 17. a) Representacio esquematica de ’estructura tipus stem-loop, localitzada a I’extrem 5’ del lloc
de processat del pre-mRNA de tau del H. sapiens, implicada en la regulacié de la inclusid/exclusié de
I’ex6 10. b) Estructura secundaria tipus stem-loop descrita per Varani i col-laboradors®® del pre-mRNA de
la proteina tau (estructura extreta de la base de dades PDB). Les nucleobases en majuiscula corresponen a

la regié de I’ex6 10, i en minuscula a les de I’intro.

L’estudi de pacients amb FTDP-17 ha permes identificar les mutacions al gen de tau
associades amb I’aparicid de la malatia. En funcid del seu efecte, es poden diferenciar
aquelles que modifiquen la interaccié de la proteina tau amb els microtubuls (mutacions
missense o deletion), les que alteren el processat alternatiu i generen una relacid
aberrant entre les isoformes 3R 1 4R (mutacions silent), o les que causen ambdues
accions.***® Les diferents mutacions localitzades a la seqiiéncia d’aquesta estructura
secundaria afecten el processat alternatiu de 1’ex6 10, concretament, dues d’elles es
troben al final de la seqiiéncia d’aquest exo (S305N, S305S), 1 set es troben localitzades
a la seqiiencia intronica del lloc de processat de I’intro 10: +3, +11, +12, +13, +14, +16,
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i +19.% El fet que aquestes mutacions es trobin a la part superior del duplex, ocasiona
que tinguin un notable efecte desestabilitzant en 1’estructura secundaria, tal com s’ha
demostrat en diversos estudis d’estabilitat térmica amb les seqiiéncies mutades
incorporades a oligoribonucledtids model (Figura 18).°®
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Figura 18. Representacié de ’estructura stem-loop del pre-mRNA de tau (en majtscules es descriu la
seqliencia exonica, i en minuscules la intronica): a) Mutacions de 1’estructura stem-loop localitzada a
I’interfase entre I’ex6 10 i I’intrd segﬁent.84 b) Representacio de les estructures nativa (wz) i mutades (+3,
+13, +14, +16).68 Els valors de temperatura entre paréntesi a la part inferior de cada estructura

corresponen a la Ty, i les nucleobases originades en cada mutaci6 es troben encerclades i en negreta.

Tots aquests estudis semblen indicar que hi ha una relaci6é directa entre I’aparicio de les
mutacions 1 el desenvolupament de tauopaties, ja que la desestabilitzacié d’aquesta
estructura secundaria facilitaria 1’accés de I’element de processat Ul snRNP al lloc
d’interaccié 5°, i ocasionaria un augment de la inclusié de I’exé 10.”***" En canvi, en
un cervell sa, aquesta estructura stem-loop és prou estable perque I’accés del complex
ribonucleoproteic Ul snRNP sigui limitat 1, per tant, no es generi un augment de les
isoformes que contenen I’ex6 10 (4R) (Figura 19).°%%

Per altra banda, estudis posteriors han confirmat 1’existencia in vivo d’aquesta estructura
secundaria stem-loop, 1 ’existencia d’una relacid directa entre la seva estabilitat
termodinamica 1 la regulacid de la inclusio de I’exd 10 durant el processat alternatiu. En
un estudi publicat I’any 2006 es va demostrar la seva existéncia mitjancant s d’un
oligoribonucleotid antisentit. A més, també es va comprovar que, analogament a
I’element regulador Ul snRNP, 1’efectivitat d’aquest oligonucleotid antisentit per
inhibir el processat de ’exd 10 estava directament lligada amb [’estabilitat d’aquesta
estructura secundaria.
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Figura 19. Esquema de la funcié reguladora del stem-loop en la interacci6 del pre-mRNA amb 1’element
de processat Ul snRNP, on la seva desestabilitzacid en facilita 1’accés. En majascules s’indica la
seqliencia exoOnica; en minuscules, la intronica; i en majuscules 1 cursiva la seqiiéncia

oligoribonucleotidica del complex ribonucleoproteic Ul snRNP.®

2.2.2 Interaccié de lligands amb Destructura stem-loop implicada en el
processat alternatiu del pre-mRNA de tau

Tal com s’ha comentat a 1’apartat anterior, la dependéncia entre [’estabilitat
termodinamica de ’estructura stem-loop localitzada al final de ’ex6 10 del pre-mRNA
de tau i la seva capacitat de regulacid del processat alternatiu, ha ocasionat que es
postuli aquesta estructura d’RNA com una diana de gran rellevancia per a la recerca de
nous agents terapeutics que, a través de la seva estabilitzacio, permetrien regular el
processat alternatiu per tal d’evitar el desenvolupament de tauopaties com la FTDP-17.

Aixi doncs, una estratégia molt atractiva consisteix en el desenvolupament de molécules
organiques petites amb capacitat per unir-se, amb gran afinitat i especificitat, a aquesta
estructura a través del reconeixement d’elements estructurals caracteristics, com per
exemple, la regio del bulge d’adenina. Cal destacar que, malgrat la seva rellevancia
terapeutica, actualment només s’han descrit a la bibliografia tres families de lligands
amb certa capacitat estabilitzant. El primer treball correspon a la publicacié de Varani 1
col'laboradors 1’any 2000, on es descriu mitjangant un estudi estructural de
ressonancia magnetica nuclear la uni6 de la Neomicina B al solc major, molt a prop del
loop, de la doble helix d’RNA (Figura 20). A més, els estudis d’estabilitat indiquen que
I’aminoglicosid €s capag d’estabilitzar tant la seqiiencia nativa com les mutades (+3,
+13, +14 1 +16), augmentant la temperatura de fusio (Ty,) entre 81 12 °C.

Més recentment, Varani i col-laboradors” han descrit que el fiarmac anticancerigen
Mitoxantrona, seleccionat d’entre una biblioteca de 110.000 compostos,26d té una bona
afinitat 1 una gran capacitat estabilitzant sobre la seqiiencia nativa de I’'RNA diana. A
m¢és, 1’estudi estructural per RMN del complex RNA-Iligand, revela que aquest derivat
d’antraquinona s’intercala preferentment a la regié del bulge de I’adenina adjacent al
parell de bases G-C (Figura 20).”

31



Introduccio

Figura 20. Complex Neomicina B-RNA (esquerra) i Mitoxantrona-RNA (dreta). L’RNA correspon a
I’estructura stem-loop del pre-mRNA de tau (protein data bank).

Concretament, tal com es mostra a la Figura 21, les interaccions electrostatiques dels
grups amino N3/4 de la mitoxantrona amb 1’06 de la G-1 i el N7 de la G+17, tenen un
paper rellevant en el reconeixement especific dels parells G-C. A partir d’aquests
resultats prometedors, els mateixos autors van sintetitzar posteriorment diversos analegs
de mitoxantrona amb una afinitat i una capacitat estabilitzant millorades, per exemple
mitjangant la substitucié dels hidroxils 5 o 6 per grups amino.>*

Figura 21. Amplificacio de la regié del bulge de 1’estructura del complex entre la Mitoxantrona i
I’estructura stem-loop del pre-mRNA de tau representada a la Figura 20.%°

Finalment, I’tltim exemple publicat correspon al treball realitzat al nostre grup
d’investigacid,”””" en el qual es van identificar, mitjan¢ant la quimica combinatdria
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dinamica, una serie de lligands basats en la combinaci6 de fragments heteroaromatics,
un derivat d’azaquinolona 1 dues acridines, amb un aminoglicosid petit, la neamina o el
seu derivat guanidinilat, la guanidinoneamina (Figura 22).
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Figura 22. Estructura d’alguns lligands basats en la combinaci6é de la neamina o la guanidinoneamina,
amb un compost amb capacitat per recon¢ixer adenines desaparellades (azaquinolona) o amb un agent

. .1 27,91
intercalant (acridina).”

En aquest estudi es va comprovar que els lligands basats en la combinaci6 acridina-
neamina eren unes 10 vegades més afins amb I’estructura nativa de ’'RNA que el
corresponent lligand azaquinolona-neamina. A més, la seva capacitat estabilitzadora era
el doble amb la seqiiencia nativa i amb les mutades +3 1 +14 unes 5 1 3 vegades més
gran, respectivament. Per tant, a partir d’aquests resultats es va poder corroborar que els
lligands més afins eren també els més estabilitzants.”' A més, els estudis de dicroisme
circular van revelar que la interaccid dels lligands no generava canvis significatius a
I’estructura stem-loop 1 van suggerir, juntament amb altres estudis biofisics, que tenien
un lloc d’unid preferent a prop de la regid del bulge d’adenina. Aixi doncs, aquests
resultats”””! i els descrits préviament per Varani i col-laboradors,***” van obrir la porta
al desenvolupament de nous lligands d’aquesta estructura stem-loop del pre-mRNA de
tau.
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3 Objectius

Ates que als ultims anys I’RNA ha adquirit gran rellevancia biologica, el
desenvolupament de molecules petites amb capacitat per interaccionar selectivament 1
especificament amb una estructura secundaria concreta, ha esdevingut una alternativa
molt interessant per trobar nous agents terapeutics. Concretament, el descobriment de
I’estructura stem-loop localitzada al final de 1’ex6 10 del pre-mRNA del gen codificant
de la proteina tau, la desestabilitzacidé de la qual esta relacionada amb 1’aparicié de
malalties neurodegeneratives com la FTDP-17, I’ha convertit en una diana terapeutica
molt rellevant per a la cerca de compostos que la puguin reconeixer i estabilitzar, amb
I’objectiu final de restaurar la seva funcié reguladora del processat alternatiu.

A partir dels antecedents descrits a la bibliografia,”**"*° 1’objectiu principal d’aquesta
tesi doctoral ha consistit en el desenvolupament de nous lligands d’aquesta estructura
d’RNA més afins, selectius i amb una bona capacitat estabilitzadora, particularment
sobre les seqiiencies mutades. En una primera fase, ens hem centrat en I’us de la
quimica combinatoria dinamica, préviament optimitzada al nostre grup,’’ per identificar
noves families de lligands que, en la segona fase del treball, han estat avaluats
mitjancant diversos estudis biofisics amb les seqiiencies nativa i mutades associades
amb D’aparicio6 de la FTDP-17.

La memoria corresponent al treball realitzat en aquesta tesi doctoral s’ha dividit en dos
grans capitols:

- En primer lloc, ens hem centrat en la preparaci6 d’una biblioteca dinamica de
compostos, tenint en compte alguns dels motius estructurals de reconeixement
especifics, com els parells de bases no canonics G-U, localitzats tant a la seqiiéncia
nativa com a les mutades, la zona del bulge d’adenina, on la mitoxantrona s’intercala
amb gran afinitat,” o la zona del loop, punt d’interaccié de la neomicina B.*

- Un cop identificats els nous lligands mitjan¢ant experiments de DCC, s’han sintetitzat
a gran escala per dur a terme els estudis d’interaccid corresponents amb les seqiiencies
nativa 1 mutades de la diana mitjacant diverses tecniques biofisiques, com ara
I’espectroscopia de fluorescéncia, d’UV-Visible i la ressonancia magnetica nuclear.
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Introduccio i objectius

Com ja s’ha comentat a 1’apartat 2.2.2 de la Introduccio general d’aquesta tesi doctoral,
algunes malaties neurodegeneratives, com la FTDP-17, tenen I’origen en 1’alteracio del
balang¢ de proteines isoformes de tau produides durant el processat alternatiu del pre-
mRNA del gen MAPT. Concretament, certes mutacions a la seqiiéncia intronica
contigua a 1I’ex6 10 tenen un notable efecte desestabilitzant en 1’estructura stem-loop
que regula el processat alternatiu, fet que genera un augment de la inclusié de I’ex6 10.
Una de les vies proposades per a la correccid d’aquest desequilibri entre les isoformes
3R 1 4R estaria basada en 1’Gs de molecules petites que s’uneixin selectivament a
aquesta estructura, particularment a les seqiiencies mutades, a ’efecte d’estabilitzar-les
i, per tant, regular correctament el processat alternatiu.'™

Aixi doncs, el principal objectiu del treball, detallat en aquest primer capitol, ha
consistit en el desenvolupament de nous lligands amb capacitat per reconcixer i
estabilitzar aquesta estructura secundaria del pre-mRNA que codifica la proteina tau.

En aquesta tesi doctoral s’ha considerat com a diana d’RNA un oligoribonucleotid 29-
mer que inclou les 25 nucleobases de la seqiiencia estudiada per Varani i col-laboradors
(apartat 2.2.1 de la Introduccid),’ i dos ribonucledtids addicionals a cada extrem
presents a la seqiiencia nativa del pre-mRNA. Cal comentar que per incrementar
I’estabilitat de ’RNA davant de les exoribonucleases, els hidroxils 2’ dels quatre
ribonucleosids addicionals s’han protegit amb un grup metil (Figura 23). També és
important destacar que els valors de temperatura de fusio dels oligoribonucleotids 29-
mer i 25-mer no son gaire diferents,’ fet que indica que la introduccié de dues bases
addicionals a cada extrem de la seqiiencia 25-mer no afecta substancialment I’estabilitat
de Iestructura secundaria stem-loop.”
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Figura 23. Seqii¢ncia nativa (wf) de 1’oligoribonucleotid 29-mer diana. Als quatre ribonucleotids marcats
(*) s’han substituit els 2°OH per 2°OMe. Les bases corresponents a la part exonica del pre-mRNA es

troben indicades en majiscules, i les introniques en minuscules.

Per al disseny de nous lligands d’aquesta diana d’RNA, que tinguin propietats
millorades respecte als ja existents (afinitat, especificitat 1 capacitat estabilitzant), hem
emprat la DCC en combinacid amb una estrateégia basada en la unid de fragments.
Aquesta metodologia es basa en la premissa que la combinaciéo de diverses unitats
presents a una biblioteca combinatoria dinamica (DCL), amb caracteristiques de
reconeixement propies, pot generar noves molecules amb millors propietats respecte els
seus predecessors aillats. Una mostra d’aixo la trobem al treball realitzat al nostre grup
d’investigacid,” on I's d’aquesta estratégia ha permés identificar nous lligands
d’aquesta estructura d’RNA a través de la combinacidé de 1’aminoglicosid neamina o
guanidinoneamina amb molécules heteroaromatiques (acridina 1 azaquinolona).

Aixi doncs, per a la cerca de lligands d’RNA mitjancant la DCC ha calgut preparar una
biblioteca de compostos que presenti una coneguda capacitat d’interaccio amb I’RNA.
En el nostre cas, de I’ampli ventall de lligands d’RNA coneguts (apartat 1.2.2 de la
Introduccid), ens hem decantat per quatre tipus de compostos, com els aminoglicosids,
molecules heteroaromatiques amb capacitat per reconeixer bases desaparellades, agents
intercalants 1 peptids petits, ja que cadascun d’ells podria interaccionar de forma
diferent amb algun dels motius estructurals caracteristics de la diana d’RNA (loop,
daplex, bulge, etc). Ates que els experiments de DCC es realitzaran a través del
bescanvi d’enllagos disulfur (apartat 1.3.4 de la Introduccid), tots els compostos
monomerics es funcionalitzaran amb un grup tiol.

En un primer objectiu s’ha plantejat el disseny 1 la sintesi de molecules organiques
anomenades Janus (apartat 1.2.2.4 de la Introduccio), amb capacitat per reconeixer
parells G-U presents a la diana nativa d’RNA 1 a les seqiiéncies mutades. Per exemple, a
la regio del loop n’hi ha un de desaparellat, 1 al duplex un altre que, segons els estudis
d’RMN,* tampoc estaria aparellat. A més, és important destacar que cadascuna de les
mutacions +13, +14 1 +16 genera un parell G-U addicional que, segons les dades
descrites per Varani i col'laboradors,’ podrien estar aparellats en el casos de +13 i +14
(Figura 24a). Les molecules Janus es caracteritzen per tenir dues cares amb elements
donadors 1 acceptors d’enllagos pont d’hidrogen, estrategicament localitzats al llarg de
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la seva estructura per ser complementaris a les nucleobases diana, en aquest cas, uracil 1
guanina. Concretament, s’ha optat per realitzar la sintesi de dos tipus de molecules
Janus, en una d’elles les dues cares Janus estan fusionades en un unic heterocicle, 1, a
I’altra, estan unides per un enllag simple que li concedeix una major flexibilitat
conformacional (Figura 24b).
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Figura 24. a) Representacié de I’estructura stem-loop del pre-mRNA de tau, on s’indiquen els parells G-
U de la seqiiéncia nativa i de les mutacions que condueixen a nous parells G-U. b) Esquema del possible
reconeixement dels parells G-U mitjangant la interaccid amb les dues molécules Janus plantejades. La
molécula Janus A, amb els dos anells pirimidinics fusionats, reconeixeria el parell de bases a través de la
formacié de fins a 5 enllagos pont d’hidrogen. En canvi, la molécula Janus B, amb les dues cares
complementaries unides per un enllag simple, podria formar fins a 6 enllagos pont d’hidrogen.

Per tal de derivatitzar les molecules Janus amb el grup tiol, necessari per dur a terme els
experiments de DCC, s’ha optat per a la incorporacié d’un grup carboxilic als
compostos precursors, fet que permetria la seva funcionalitzacid a grup tiol mitjangant
una estrategia en fase solida. A la Figura 25, es mostren els quatre monomers Janus
plantejats. Pel que fa els dos monomers JApept i JBpept, el residu cisteina incorporat al
tripeptid proporcionara el grup tiol necessari. Els altres dos aminoacids, 1’asparagina 1
I’arginina, han estat escollits per afavorir les interaccions de tipus electrostatic o
d’enllag per pont d’hidrogen. Cal destacar que els residus d’arginina en peptids 1 en
proteines tenen un paper molt rellevant a les interaccions amb ’'RNA.” Per exemple, a la
bibliografia es descriuen algunes seqiiencies peptidiques que contenen diversos residus
d’arginina que tenen una gran afinitat amb estructures d’RNA, com ara ’RRE RNA del
virus VIH-1.” Un altre exemple molt representatiu el trobem a la funcié reguladora del
processat alternatiu de les proteines SR (serine/arginine-rich), on els residus d’arginina
interaccionen directament amb els parells de bases de la seqiiencia del pre-mRNA
implicat.® Per altra banda, a nivell fisicoquimic, a diferéncia dels grups amoni, els grups
guanidini son plans, molt més basics 1 presenten direccionalitat en les interaccions per
pont d’hidrogen. A més, el grup guanidini de l’arginina presenta un cert grau de
flexibilitat gracies a la seva cadena alifatica llarga, fet que facilita que tant la cadena
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lateral de I’aminoacid, com el peptid, tinguin la capacitat d’estar involucrats en
interaccions per pont d’hidrogen, Van der Waals o interaccions de tipus ionic.’

Per altra banda, tal com s’indica a la Figura 25, també s’ha plantejat la sintesi dels
monomers JA-SH 1 JB-SH amb 1’objectiu d’avaluar, als experiments de DCC, ’efecte
de la derivatitzacié amb la cadena peptidica.

NH, NHz NH,

XXy NH, N NH, N)%N
— \
HZN)\N N o NT | N7
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0 HN NH,
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pep 2 JIBpept-SH I\
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Figura 25. Estructures dels monomers Janus objectiu.

Un altre motiu estructural caracteristic de la diana d’RNA ¢és la protuberancia o bulge
formada per la presencia d’una adenina desaparellada intercalada entre els parells G-C
de la doble hélix. Es per aixd, que al nostre grup d’investigacié es va considerar
interessant sintetitzar el derivat 8-azaquinolona, atesa la seva coneguda capacitat per
interaccionar amb adenines desaparellades a través d’enllagos donador-acceptor
complementaris (Figura 26).> A més, aquest compost (apartat 1.2.2.3 de la Introduccid)
té la propietat de recongeixer especificament nucleobases, tal com s’ha descrit al cas del
parell mismatch G A present a una estructura stem-loop de 'mRNA del virus VIH-1.”

8-azaquinolona (Azq-SH)

Figura 26. Estructura del mondomer azaquinolona tiol plantejat (esquerra)3 i esquema de la interaccid del

fragment azaquinolona amb una adenina desaparellada (dreta).8

Una altra familia de compostos que s’ha tingut en compte per dur a terme els
experiments de DCC soén els agents intercalants, ja que a regions de doble cadena
mostren una gran capacitat per intercalar-se o apilar-se amb les nucleobases. En
particular, tal com s’ha comentat detalladament a la Introducci6 (apartat 2.2.2), ens hem
basat en els resultats d’un estudi publicat per Varani i col-laboradors” durant el transcurs
d’aquesta tesi doctoral, en el qual es presenta el compost mitoxantrona (Mtx) com un
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lligand prometedor de I’estructura stem-loop diana amb una afinitat de [’ordre
micromolar. Concretament, en aquest treball s’atribueix la selectivitat amb la regio del
bulge a la capacitat per reconeixer els parells G-C adjacents a 1’adenina a través
d’interaccions per enlla¢ pont d’hidrogen entre els grups amino alifatics 1 1’06 de G-1 1
el N7 de G+17, 1 un dels hidroxils alifatics de la mitoxantrona amb 1’04 d’U+18.
Posterioment, els mateixos autors’ van descriure la sintesi de diversos analegs de la
mitoxantrona, a través de diferents canvis estructurals (Figura 27), amb 1’objectiu de
millorar-ne 1’afinitat.

Compost Ry R; R3 ECso (UM)
Mitx OH NHCH,CH,OH NHCH,CH,OH 0.89
OH NHCH,CH,OH NHCH,CH,NH; 0.31
OH NHCH,CH;NH, = NHCH,CH;NH; 0.16
3 OH OCH,CH,OH OCH,CH,OH > 50
Amt H NHCH,CH,OH NHCH,CH,OH 43

Figura 27. Representacié de I’estructura d’alguns dels analegs de la mitoxantrona (Mtx) descrits per
Varani i col-laboradors,z’9 juntament amb 1’avaluacié de la seva afinitat amb ’estructura stem-loop diana.

A partir d’ambdos treballs, podem concloure que els grups amino secundaris de les dues
cadenes alifatiques tenen un paper clau, no només en la gran afinitat de la mitoxantrona
amb la diana d’RNA, sind també, com ja s’ha comentat anteriorment, en la seva
selectivitat amb la regio del bulge. Cal destacar, que la substitucid d’un dels hidroxils
alifatics per un grup amino millora lleugerament I’afinitat, mentre que 1’eliminaci6 dels
hidroxils fenolics, que condueixen al compost denominat ametantrona (Amt), no
provoca una gran disminucié de Dl’afinitat. A més, recentment s’ha descrit que la
mitoxantrona és també molt afi amb I’estructura de I’'RNA TAR del virus VIH-l,lO fet
que posa de manifest el potencial d’aquest tipus de compostos per al desenvolupament
de nous lligands d’RNA, tot 1 que també indica la baixa selectivitat dels agents
intercalants. Aixi doncs, a partir d’aquests precedents, ens vam plantejar la sintesi d’un
derivat de I’ametantrona, en el qual el grup hidroxil d’un dels bracos de 1’anell
antraquinona estigués substituit per un tiol (Figura 28) a fi d’incloure’l als experiments
de DCC, fet que serviria de punt de partida per a la generacid de nous lligands de
I’RNA diana. Cal dir també, que ens vam decantar per a la sintesi d’un derivat de
I’ametantrona enlloc d’un de la mitoxantrona perque la citotoxicitat presentada per la
mitoxantrona és aproximadament unes 10 vegades superior a la de ’ametantrona,'' amb
la qual cosa podria ser un impediment en una futura aplicacié d’aquests compostos en el
tractament de malalties neurodegeneratives.
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Per altra banda, tamb¢é s’ha considerat interessant incloure a la biblioteca combinatoria
dinamica un derivat tiol d’acridina, la 6-cloro-2-metoxi-9-amino-acridina, préviament
sintetitzat al nostre grup d’investigacié (Figura 28b).’ Les acridines sén compostos que
s’intercalen amb gran afinitat als diplexs de DNA i mostren, en alguns casos, activitat
antitumoral i antimalarica.' Particularment, els seus derivats 6-cloro-2-metoxi han
mostrat capacitat per interaccionar amb diverses estructures secundaries d’RNA,"'
com per exemple, el lligand format per una molecula Janus 1 un derivat d’acridina que té
una afinitat nanomolar i una bona selectivitat amb els triplets CUG."*

N> \/\ SH b) O

HN/\/\N SH
HN\/\ /\/OH Cl

Amt-SH AcrOMe-SH

Figura 28. Estructura dels agents intercalants funcionalitzats amb un grup tiol utilitzats als experiments
de DCC: a) ametantrona tiol (Amt-SH) i b) acridina tiol (AcrOMe-SH).

Uns altres tipus de compostos molt rellevants que cal tenir en compte en el
desenvolupament de nous lligands d’RNA son els aminoglicosids, ja que, tal com s’ha
comentat a la Introduccio (apartat 1.2.2.1), sén molecules que, juntament amb la seva
activitat antibiotica, gaudeixen d’unes propietats fisicoquimiques idonies per
interaccionar amb I’'RNA, tot i que també mostren una baixa especificitat.'> Malgrat
aixo, ¢s particularment interessant la seva capacitat per diferenciar estructures duplex
tipus A, preferents a I’'RNA, de les tipus B, més abundants al DNA.'® A més, en els
ultims anys, els aminoglicosids han estat subjectes a diferents modificacions quimiques
amb 1’objectiu de millorar-ne I’afinitat i I’especificitat amb PRNA."

Dins del ventall d’aminoglicosids naturals, ens hem centrat en la neamina, ja que conté
els anells I 1 II de la neomicina B, clau en la interaccidé dels aminoglicosids amb
’RNA." Aixi doncs, s’ha considerat interessant incorporar a la nostra biblioteca de
compostos, dos derivats neamina-tiol amb un espaiador de diferent longitud, préviament
sintetitzats al nostre grup d’investigaci6 (Figura 29).>"

HO 0 HO 0

HO HO

H,N H,N HN H,N

0 0
NSSTAT NSSTAT

/\/ OH OH

HS
HS
NeaC,-SH NeaCg¢-SH

Figura 29. Estructura dels dos monomers de neamina derivatitzats a la posicié 5 amb un grup tiol a través
d’un espaiador de diferent longitud.

52



Resultats i Discussio. Capitol 1. Introduccio i objectius

Finalment, també s’ha tingut en compte el tripéptid cationic NH,-ArgTyrCys-H (Figura
30). El residu de cisteina permet funcionalitzar el peptid amb un grup tiol, la tirosina
aporta una part aromatica favorable a la formacid d’interaccions d’apilament o
d’intercalacié amb les bases 1, per ultim, I’arginina, com s’ha comentat anteriorment,
cont¢ un grup guanidini que li concedeix la capacitat per formar diferents tipus
d’interaccions amb I’RNA.

HS

0 CONH,
H H
N\)L /'\/\/ N NH,
H,N - N \”/
z H

TyrP

Figura 30. Estructura del monomer peptidic utilitzat.*

Un cop presentades les diferents molécules objectiu, a continuacid, en un primer bloc,
es descriu la sintesi de tots els monomers tiol a emprar als experiments de DCC. En un
segon bloc, es recullen els resultats dels diferents experiments de DCC 1, finalment, en
el darrer bloc, es descriu la sintesi a gran escala dels compostos identificats per DCC 1
d’alguns analegs que, en el capitol 2, s’empraran per dur a terme els estudis biofisics
amb la diana d’RNA.
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1 Preparacio de la biblioteca combinatoria dinamica

En aquest apartat es descriu la sintesi dels monomers tiol Janus, Ametantrona i Neamina
emprats als experiments de quimica combinatoria dinamica (DCC). Cal comentar pero,
que no ha calgut sintetitzar els compostos Azq-SH, AcrOMe-SH 1 TyrP, ates que ja
havien estat preparats anteriorment al nostre grup de recerca.”*’ En el cas dels dos
derivats de neamina, s’ha discutit breument la seva sintesi, ja que ha calgut preparar més
quantitat, tot i que la metodologia sintctica ja havia estat desenvolupada en treballs

: 1
anteriors .3’ ?

1.1 Sintesi de compostos heteroaromatics amb capacitat de reconeixement
del parell de bases G-U: molécules tipus Janus

1.1.1 Sintesi en solucié dels monomers Janus funcionalitzats amb un grup carboxil

Un dels primers objectius ha consistit en la sintesi de les dues estructures Janus
funcionalitzades amb un grup carboxil per permetre la seva posterior derivatitzacio. Tal
com es mostra a la Figura 24, el tret caracteristic d’aquests compostos ¢€s el fet que
puguin tenir la capacitat de recon¢ixer el parell de bases G-U a través de la interaccio
dels elements donadors 1 acceptors d’enllacos pont d’hidrogen de I'uracil 1 la guanina
amb els atoms estrateégicament localitzats en cadascuna de les cares de les molecules
Janus.

Primerament, els esforcos es van centrar en la sintesi del monomer Janus A, que conté
dos elements donadors 1 tres d’acceptors d’enllagos pont d’hidrogen situats en
cadascuna de les cares dels dos anells pirimidinics fusionats. Per altra banda, en un
segon subapartat es detalla la sintesi del compost Janus B que, a diferéncia de I’anterior,
consta de tres elements donadors 1 tres acceptors d’enllagos pont d’hidrogen localitzats a
cadascuna de les cares complementaries al parell G-U, on els dos anells heteroaromatics
estan units per un enllag senzill (Figura 24b).
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1.1.1.1 Sintesi del monomer Janus A

La sintesi del monomer carboxilat Janus A (12) es va dur a terme a través d’una ruta
sintetica lineal de 12 etapes, en la qual es va emprar com a producte de partida I’acid
barbittric comercial (1). A més, tal com es pot observar a la Figura 31, es va optar per
protegir les funcions amino del monomer final amb els grups Boc que, posteriorment,
serien eliminats en medi acid en el procés de desproteccié 1 de desancoratge dels
compostos finals de la resina.

o NHBoc
12 etapes N XN
—— Boc —
- - SN )\ N7 N7 o
—_—

Boc

1 12
acid barbitaric
OH

Figura 31. Esquema general de la sintesi del monomer Janus A (12).

La primera etapa ha consistit en la formilacié de I’anell pirimidinic de 1’acid barbitaric
(1) mitjancant la reaccio de Vilsmeier (Figura 32), on s’ha fet reaccionar 1 amb 1 eq de
N,N-dimetilformamida (DMF) 1 6.5 eq de clorur de fosforil (POCls), seguit d’un work-
up en medi aquos (una barreja d’aigua i gel).”"*

Figura 32. Sintesi del producte 2 a partir de I’acid barbituric.

Tot i que a I’analisi del cru per TLC i RMN de 'H i "°C es va observar la formaci6 d’un
sol producte, 2, a causa de la gran quantitat de sals presents al cru, es va decidir
purificar-lo mitjangant una filtracid sobre silica per obtenir el compost desitjat amb un
rendiment del 42%.

Per altra banda, és interessant comentar que quan es va repetir la reaccid a gran escala
(140 ml de reactiu POClI;), va caldre extremar les mesures de seguretat, ja que és molt
exotermica 1 allibera gasos acids. A continuacid, a la Figura 33, es mostra el
mecanisme proposat de la reacci6.”
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Figura 33. Mecanisme de la reaccié de formilacié de 1’acid barbitdric, en el qual la reaccié d’una amida
substituida origina el 16 clorimini substituit (reactiu de Vilsmeier), que actua com a electrofil i formila

I’anell aromatic.

Per a la sintesi del compost 3a (Figura 34) es van dur a terme diferents proves seguint
alguns exemples descrits a la bibliografia.****> En un primer assaig, es va fer
reaccionar 2 amb 1 eq d’hidroclorur de 4-aminobutirat d’etil i un excés de trietilamina
(5 eq), durant una nit en un bany de gel, de manera que s’anés temperant lentament.
Desgraciadament, I’analisi per espectrometria de masses ESI va revelar la formacid del
producte disubstituit 3¢c. A un altre assaig, on es va emprar també un excés de 5 eq de
NEt; a baixa temperatura durant 5 h (-78°C fins a -20°C), es van obtenir els productes
3d 1 3e. Aixi doncs, les dades experimentals recopilades indiquen que tant la
temperatura d’addicié com el tipus d’amina terciaria son factors clau per a I’obtencid
del producte desitjat 3a. Per tant, ates que 1’us d’una base terciaria és necessari per
alliberar I’amina primaria i neutralitzar I’acid clorhidric que es genera durant el procés
de subtitucid nucleofila, i al fet que 1’as de NEt; comporta la formacié de la sal de
pirimidinilamoni (3d 1 3e), vam optar per a 1’ts d’una base, com la DIEA, més
impedida estericament.

Es important destacar el fet que la reaccié es va dur a terme a -78°C, ja que a mesura
que disminueix la temperatura, la substitucio nucleofila transcorre majoritariament a les
posicions 4 1 6 de I’anell pirimidinic, en detriment de la posicid 2.
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Figura 34. Esquema de la reaccié optimitzada per a I’obtenci6 de 3a a partir de 2 (a) i ’estructura dels
diferents productes secundaris obtinguts als assaigs previs (b). Per als productes 3d i 3e s’ha representat
I’estructura d’un dels regioisomers possibles, ja que només van ser caracteritzats per espectrometria de

masses ESI a causa que les seves sals es perdien a la fase aquosa.

Un cop optimitzades les condicions, es va fer reaccionar 2 amb 1 eq d’hidroclorur de 4-
aminobutirat d’etil 1 2 eq de DIEA a -78°C durant 6 hores. L analisi del cru per TLC va
revelar la preséncia de dos nous productes, que van ser aillats 1 caracteritzats. L’analisi
per espectrometria de masses ESI va mostrar que ambdds productes, malgrat
diferenciar-se per cromatografia, tenien la mateixa massa. A més, els espectres d’RMN
de 'H i "C eren practicament superposables, a excepcid del desplacament quimic de
I’amina, que era 9.36 ppm pel compost 3a 1 6.28 ppm pel 3b. Per tant, I’assignacid es va
dur a terme mitjangant un experiment NOESY monodimensional que va permetre
distingir ambdods regioisomers en funcid de la proximitat espacial entre 1’aldehid 1 la
funcio amina. En el 3a, es va observar que en irradiar a la freqiiencia de 9.36 ppm es
produia un augment de la intensitat del senyal de 1’aldehid, en canvi en el 3b, aquesta
correlacid no va tenir lloc quan es va irradiar a 6.28 ppm.

La segiient etapa va consistir en 1’obtencio de 4 mitjancant la reaccié de 3a amb 10 eq
d’hidroxid d’amoni a partir d’una mescla al 30% (v/v) de NH4OH en EtOH, a
temperatura ambient durant 5 hores. L’analisi del cru per TLC va mostrar unicament la
preséncia de 4. Atés que la reacci6 va ser quantitativa i que els espectres ’RMN de 'H i
BC del cru eren molt nets, es va decidir que no calia purificar-lo i es va abordar
directament la hidrogenaci6 catalitica del cru per obtenir 5 (Figura 35).”° En aquest
punt, és interessant comentar que mitjangant assaigs amb un analeg del producte de
partida, amb la posicié 4 subtituida per al-lilamina enlloc de I’aminobutirat d’etil,
s’havia comprovat que I’aminaci6 a les dues posicions (2 1 4) unicament es produia amb
un rendiment baix (37%) si s’escalfava la reaccié a 55°C en presencia d’un gran excés
d’hidroxid d’amoni, fet que va demostrar la major dificultat per dur a terme la
substitucié a la posici6 4 respecte a la 2.2
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Figura 35. Esquema de la sintesi de 5 a partir de I’aminaci6 de 3a i la reduccio catalitica de I’intermedi 4.

En el procés d’hidrogenacio catalitica sobre pal-ladi, la preséncia d’una base és
necessaria per impedir una possible reduccié parcial o completa de I’anell aromatic.>*
En un primer assaig, que no va funcionar, es va fer reaccionar 4 amb 2 eq de NaOH,
emprant DCM com a dissolvent, durant unes 15 hores, aproximadament. A una segona
prova, es van fer servir 0.027 eq de Pd-C al 10%, 6 eq de NaOAc com a base i EtOH de
dissolvent. En aquest cas es va obtenir 5 després de 21 hores de reaccid amb un
rendiment del 56%. Es important destacar que en el procés de filtracié del cru sobre
celite per eliminar el Pd sobre C, cal realitzar varis rentats amb MeOH a causa de la
tendencia de les amines a ser adsorbides sobre la superficie de carboni del catalitzador.

El segiient pas, va consistir en una doble proteccio de la funcié amino amb el grup Boc,
1abil en medi acid (Figura 36).” D’aquesta manera, el compost 6 es va preparar a partir
de la reacci6 de 5, a temperatura ambient durant tota una nit, amb 2.2 eq d’anhidrid de
tert-butoxicarbonil (Boc,0), 4.4 eq de NEt; i una quantitat catalitica de DMAP.
L’analisi del cru per TLC va revelar la formacié d’un nou producte més apolar que, un
cop aillat i caracteritzat per espectrometria de masses i RMN (‘H i '°C), va resultar ser
el producte desitjat 6 amb un rendiment del 30%. Cal destacar que en altres proves
realitzades a partir de 100 mg i 1.5 g de S els rendiments assolits varen ser del 66% 1
34%, respectivament, fet que va indicar que 1’augment de 1’escala de treball feia
disminuir el rendiment. Es important comentar que també es va aillar de forma
minoritaria el producte monoprotegit.

Un cop obtingut el producte 6, es va dur a terme la transformacié de 1’aldehid a oxima
(Figura 36)** mitjancant la reaccié amb un excés d’hidroxilamina durant 6 hores, en
atmosfera d’arg6 1 piridina com a dissolvent. L’analisi del cru per TLC va revelar que el
nou producte 7 tenia el mateix factor de retencid que el producte de partida 6. En vista
de la puresa de 7 per RMN de 'H, es va considerar que no era necessari purificar-lo, i el
rendiment final va ser de l'ordre del 90%. A més, a partir de 1’experiment
d’heterocorrelacio (gHSQC), es va observar que el protd de 1’anell pirimidinic 1 el de
I’oxima tenen el mateix desplagament quimic.
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Figura 36. Esquema de la preparacié del producte 8 a partir de 5.

La transformacio de I’oxima (7) a nitril (8) es va dur a terme a 0°C a través de la
reaccid, en condicions anhidres, del producte de partida amb 1.5 eq d’anhidrid de
trifluoroacétic (TFAA) i 3 eq de NEt; en THF (Figura 36).** Un cop finalitzada
I’addicid dels reactius a baixa temperatura, es va deixar temperar i al cap de dues hores
el seguiment per TLC va mostrar que la conversid era total. També, cal destacar que la
taca corresponent al nou producte format (8), a I’analisi per TLC és fluorescent 1 més
apolar que la del producte de partida (7). Després de la seva purificacid, es va obtenir 8
amb un rendiment del 79%.

Un cop transformat 1’aldehid de 1’anell pirimidinic a nitril, I’etapa critica de la sintesi va
consistir en 1’obtencid del derivat d’urea, que hauria de permetre la fusié de 1’anell de
citosina amb la pirimidina (Figura 37).

/N
BOC\ )\/j\/ Boc\ )\ )J\
Boc
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O
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Figura 37. Esquema general per a I’obtencid de 10 a partir de 8 via I’intermedi 9.
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En aquest punt de la sintesi, cal destacar que va caldre realitzar un gran nombre
d’assaigs amb diversos reactius, ampliament emprats en aquest tipus de transformacio
quimica,”’? per tal d’obtenir finalment el compost 10.

En un primer assaig es va emprar ’acid isocianic,”” ja que esta descrit que la reacci6
d’1 eq de cianat de sodi o de potassi amb una soluci¢ diluida freda d’acid acetic o de
clorhidric genera, in situ, 1’acid isocianic, que reacciona amb amines aromatiques i
alifatiques per formar la urea corresponent (Figura 38a).”’ Inicialment, es va fer
reaccionar 8 amb 1 eq de NaOCN 1 una solucié diluida d’AcOH a 0°C (I’acid isocianic
generat ¢s volatil a temperatura ambient). Després de 3 dies de reaccid 1 d’haver afegit
fins a un total de 12 eq de reactiu, I’analisi per TLC no va mostrar cap signe d’evolucid.
A un segon intent, es van emprar directament 10 eq de NaOCN 1 10 eq de TFA durant 4
hores, també sense €xit.

N
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N=—O0H -.—=_ HN=C=0 |
BOC\TTI)\N/ NN\H/O\/
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BTN N/\/\n/o\/ TMS-NCO R
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Figura 38. Esquema dels intents de sintesi de 1’intermedi 9 a partir de 8 mitjangant: a) isocianat de sodi,
b) isocianat de trimetilsillil, i ¢) isocianat de clorosulfonil.

El segiient reactiu va ser I’isocianat de clorosulfonil (CSI),”® que experimenta addicions
nucleofiles, tant per part de tiols 1 fenols com d’amines, per formar el derivat carbamat
N-clorosulfonil que, en hidrolitzar-se en aigua, origina la urea derivada (Figura 38c).”
En diferents assaigs, es va dur a terme la reaccido en condicions anhidres, a baixa
temperatura (-10°C) 1 amb un ordre d’addicid controlat, ja que si el reactiu CSI es troba
en proporcio limitant respecte el producte de partida es forma 1’especie dimerica amb
dos grups clorosulfonil.”® En un primer intent, on es va emprar de 2 a 5 eq de CSI amb
un excés de NEt; 1 THF com a dissolvent, es va arribar a la conclusié que la base
reaccionava amb el reactiu. No obstant, en repetir el procediment sense NEt;, tampoc es
va aillar cap producte, ja que, en addicionar el bicarbonat de sodi 1 fer els rentats de la
fase organica, 1’analisi per RMN de 'H i EM només mostrava el reactiu de partida. Es
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per aix0, que en aquest punt es va optar per realitzar dues proves, tot 1 que tampoc van
funcionar, en les quals es va aturar la reaccié addicionant bicarbonat o amoniac. I, a un
ultim assaig, on es va emprar directament 15 eq de CSI i1 es va deixar temperar la
reaccid durant tota una nit, els resultats tampoc van ser els esperats.

Un altre reactiu assajat va ser I’isocianat de trimetilsil-lil (TMS-NCO) (Figura 38b).”
A una primera prova, es va fer reaccionar 8 amb 2 eq de TMS-NCO en THF durant 48
hores a 90°C, en preséncia 1 en abseéncia de 4 eq de NEt;. Després de 24 hores de
reaccid, 1’analisi per TLC 1 per ESI-MS no van revelar cap signe de reactivitat en cap
d’ambdds assaigs. Davant d’aquest resultat, es va decidir forgar al maxim les
condicions, per una banda, mitjangant la reaccid, a temperatura ambinet, amb 2 eq de
TMS-NCO, 2 eq de DIEA 1 2 eq de DMAP en piridina durant 20 hores, 1, per ’altra,
amb un gran excés de TMS-NCO 1 DIEA, 20 eq, 1 una quantitat catalitica de DMAP a
120°C durant 24 h. Tot 1 aix0, malauradament en cap cas la reaccio va funcionar i també
es va descartar 1’us d’aquest reactiu.
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BOC\NJ\N/ N/\/\[(o\/ I|300 )\ o
| H o) NH,
Boc (6]
8
N
Z
d 0 N| X o o0
)'L Boc 7 JJ\
cl NCO \ITI)\N NJJ\E cl
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Figura 39. Esquema dels intents de sintesi de I’intermedi 9 a partir de 8 mitjancant: a) trifosge, b) fosge,
¢) urea, i d) isocianat de clorocarbonil.

Un altre dels reactius utilitzats va ser el trifosge (Figura 39a),’° un solid cristal‘li
estable ampliament utilitzat com a substitutiu del fosge a causa de la seva alta toxicitat.
A nivell de reactivitat, 1/3 d’eq de trifosge reacciona amb un nucleofil de forma similar
aleqde fosgé."’Ob A més, en preséncia d’una base inorganica 1 d’un dissolvent organic
halogenat, reacciona amb amines secundaries per formar el clorur de carbamoil
corresponent. Concretament, a la bibliografia es descriu que 1’Gs de bicarbonat i DCM
condueixen a rendiments molt alts.’* Per tant, primerament, es va addicionar sobre 8, a
0°C 1 dissolt en DCM, 0.7 eq de trifosge 1 2 eq de bicarbonat de sodi, pero 1’analisi per
TLC 1 ESI-MS a les 24 hores no va mostrar cap signe de reactivitat. A una segona
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prova,*® es van fer reaccionar 0.4 eq de trifosge (addicionat a baixa temperatura), 1.4 eq
de NEts, una quantitat catalitica de DMAP 1 THF com a dissolvent. Malgrat que es van
addicionar més equivalents de trifosge al cap d’1.5 hores 1 es va deixar reaccionar tota
una nit, la reaccidé tampoc va funcionar. Finalment, a I’ultima prova amb 1.4 eq de
DIEA enlloc de la NEts;, després de 62 hores el resultat tampoc va ser satisfactori.

En vista de la baixa reactivitat obtinguda amb el trifosge, es va optar per fer un assaig
amb fosge, en el qual es va addicionar sobre 8, molt lentament, a baixa temperatura
(0°C) 1 dissolt en una barreja 1:1 d’una solucid aquosa saturada de bicarbonat sodic 1
DCM.*' Transcorreguts 30 min de reaccid, es va afegir un excés de fosge i 5 eq de NEts,
1 es va deixar reaccionar durant 1 hora a temperatura ambient (Figura 39b). L’analisi
del cru per TLC va revelar només producte de partida 1, per tant, també¢ es va descartar
aquest reactiu.

A partir de dos procediments localitzats a la bibliografia,** es va fer reaccionar 8 amb 10
eq d’urea durant 1.5 hores a 150 °C. En aquest cas, es va detectar per TLC la formacio
de dos productes nous, que van ser aillats per cromatografia en columna. L’analisi per
EM-ESI 1 MALDI-TOF va donar valors de m/z corresponents a la massa del producte
de partida 8 1 del desitjat ciclic (10), pero sense els grups protectors Boc (Figura 39c).
Tot 1 aquest resultat, també es va descartar aquesta via ja que es va obtenir el producte
desitjat en unes condicions més suaus, tal com es descriu a continuacio.

. . . g 252
Tenint en compte altres reaccions semblants descrites a la bibliografia,”>**** es va

optar per utilitzar I’isocianat de clorocarbonil (CCI) (Figura 39d). A una primera prova,
en condicions anhidres 1 a baixa temperatura (0°C), es van addicionar 2 eq de CCI sobre
una mescla formada per 4 eq de NEt; 1 8 en DCM. Després de 24 hores de reaccid a
temperatura ambient, 1’analisi del cru per TLC va revelar la formacié de nous productes
més polars que van ser aillats per cromatografia en columna, 1, posteriorment, analitzats
per EM-ESI, on es va detectar molt minoritariament el producte 10 desitjat. A una
segona prova, tot 1 seguir el mateix procediment experimental i fer I’addici6 a baixa
temperatura (-20°C/-30°C), el resultat no va canviar. Finalment, es va optar per
addicionar a baixa temperatura (-10/0°C) la mescla de reacci6 sobre el CCI ates que esta
descrit que I’ordre d’addicié €s un factor molt important, ja que si el reactiu CCI es
troba en proporcid limitant respecte I’amina secundaria és més favorable la formacio
d’una estructura biuret,” tal com s’havia detectat als espectres de masses anteriors. Tot i
aixo, els resultats tampoc van millorar.

Finalment, la reaccié de 8 amb 10 eq d’isocianat de tricloroacetil*>* va conduir a la
formacié d’un producte intermedi (9) amb un rendiment quantitatiu (Figura 40). Aixi
doncs, malgrat que els isocianats organics acostumen a ser molt reactius amb les
amines, el fet que ’amina secundaria de la posicid 6 estigui impedida estericament, va
ocasionar que fos necessari 1’s d’un isocianat molt reactiu per formar el carbamat
corresponent.

En aquest punt de la sintesi, el segiient pas va consistir en la ciclacido del producte
intermedi (9) per reaccid amb una dissolucié 7 N de NH3; en MeOH, a baixa temperatura
(0°C/-10°C) durant dues hores.”>** Després dels rentats corresponents, 1’analisi del cru
per TLC va revelar la formacié del producte desitjat 10, que un cop aillat 1 purificat per
cromatografia en columna, va ser obtingut amb un rendiment final del 80%.
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Figura 40. Esquema de la reacci6 de 8 amb isocianat de tricloroacetil i de la formacié de 10 mitjangant la
reaccid de I’intermedi 9 amb una solucio 7 N de NH; en MeOH.

El segiient pas, va consistir en la proteccid6 de la funcid amino del producte 10
mitjancant el mateix procediment experimental emprat per 6.° Després de 24 hores de
reaccid, 1’analisi cromatografic del cru va revelar la formacié d’un unic producte, que
va ser caracteritzat per EM-ESI i RMN ('H i °C) com el derivat monoprotegit 11, que
es va obtenir amb un rendiment del 90% (Figura 41). Cal comentar que, malgrat que
I’objectiu inicial era aconseguir el producte diprotegit, es va donar per bo aquest
resultat, ja que la dificultat per introduir un segon grup Boc suggeria que no hi haurien
problemes en la futura sintesi dels derivats en fase solida.

L’etapa final va consistir en 1’obtencio de 12 mitjangant la hidrolisi basica d’11 (Figura
41) a través del tractament amb un excés de LiOH (10 eq), dissolt en H,O/ACN (3:1),
durant 1 hora a temperatura ambient.”> Després de la purificacié per cromatografia en
columna, es va aillar 12 amb rendiment del 27% 1 es va confirmar la seva estructura
final per espectrometria de masses ESI i MALDI-TOF i RMN ('H i °C).
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Figura 41. Esquema de la reaccié de proteccié de 10 i de la hidrolisi basica de 1’éster 11 per donar el

producte final 12.

A continuacio, a la Figura 42, es mostra I’esquema global de la ruta sintética emprada

per a la preparacié de 12.
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Figura 42. Esquema de la ruta sintética completa emprada per a 1’obtencid del producte 12. En negreta
s’especifiquen els rendiments obtinguts en cadascuna de les etapes.

1.1.1.2 Sintesi del monomer Janus B

En aquest apartat s’exposa el desenvolupament d’una ruta sintética de 5 etapes que ha
permes obtenir el monomer Janus B 19, convenientment funcionalitzat amb un grup
carboxil per permetre la seva derivatitzacid en fase solida. Tot 1 aix0, cal comentar que
inicialment, analogament al compost 12, es va plantejar la proteccié de les funcions
amino exocicliques amb grups Boc, pero en observar la seva baixa reactivitat, es va
optar per mantenir-los desprotegits i emprar directament el monomer en fase solida. A
la Figura 43 es mostra I’esquema retrosinténtic per a 1’obtencid de 19 i el seu analeg
17, on la funci6 carboxil esta separada de 1’anell citosina amb un Unic grup metile.
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Figura 43. Esquema retrosintétic general per a la sintesi dels monomers Janus B.

La primera etapa de la ruta sintetica va consistir en la condensacid de tres compostos
comercials (urea, ortoformiat d’etil 1 malononitril) per formar 13 amb un rendiment del
71%. A continuacid, el cru resultant, sense necessitat de purificacio previa, es va fer
reaccionar amb una soluci6 de NaOMe per obtenir la 5-cianocitosina (14) amb un
rendiment del 41% (Figura 44).%°

NH,

N eN ( 1.NaOMe / MeOH NC Xy
\[ N |
(e} —» /& /g
M W N o

13 14

HoN Hy

Figura 44. Esquema per a I’obtencié de 5-cianocitosina (14).

La transformaci6 del grup nitril a I’heterocicle diaminotriazina (DAT), es va dur a terme
mitjancant 1’us de diciandiamida seguint alguns procediments descrits a la
bibliografia.>” A continuacio, a la Figura 45 s’indica el mecanisme proposat per a la
formacio de I’anell diaminotriazina a partir de la reaccid del grup nitril de la 5-
cianocitosina amb la diciandiamida.
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Figura 45. Mescanisme proposat per a la formacié de 1’anell diaminotriazina (DAT). Es important que en
el medi de reaccid no hi hagi un excés de reactiu diciandiamida, ja que dimeritza formant cristalls de

. 37b
melamina.

Malgrat els nombrosos exemples descrits a la bibliografia per a 1’obtenci6 d’aquest
heterocicle a partir d’un grup nitril,”’ cal destacar que la sintesi de 15 no va ser facil i va
caldre realitzar diversos assaigs.

Inicialment, es va fer reaccionar 14 amb diciandiamida i hidroxid de potassi (triturat), 1
es van efectuar variacions de la temperatura d’escalfament, del dissolvent, del temps de
reaccid o fins 1 tot de la quantitat d’equivalents de base addicionats (Taula 1). Tot i
aixo, les analisis dels crus corresponents per EM MALDI-TOF, CI i RMN ('H i °C) no
van revelar en cap cas la formacio del producte desitjat.

Assaig base dissolvent TEC) t(h)
1 2.5 eq KOH Etilenglicol 135 15
2 1 eq KOH Isopropanol 80 15
3 1 eq KOH DMF 160 4
4 2.5 eq KOH DMF 160 4.5

Taula 1. Resum dels diferents assaigs realitzats per a I’obtencié de 15. En tots els casos es van emprar

condicions anhidres.

Posteriorment, enlloc de fer reaccionar tots els reactius conjuntament, es va optar per
addicionar, a través d’una canula, una mescla formada per 2 eq de diciandiamida 1 4 eq
d’hidroxid de potassi en etilenglicol, sobre una solucid del producte de partida 14.
Després d’unes 15 hores de reaccid a 130°C en condicions anhidres, I’analisi del cru per
HPLC-MS va revelar la formacié del producte desitjat 15, perd molt minoritariament.
Tot 1 forgar les condicions de reaccid mitjangant 1’addicié d’1 eq més de diciandiamida 1
de base, el resultat no va canviar. Aixi doncs, davant d’aquests resultats es va arribar a
la conclusié que, a diferéncia de la timina on si s’havia descrit amb éxit 1’obtenci6
d’aquest heterocicle a partir del seu ciano-derivat,”’® la preséncia del grup amino en
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I’anell citosina semblava dificultar la reaccio, tal com ho fa la preséncia de grups
funcionals nitril contigus a un anell de benze.*™

Per tant, basant-nos en aquesta idea, es va decidir efectuar la reaccié a través de la
irradiacid de microones. Primerament, en condicions anhidres, es va fer reaccionar,
durant 20 hores a 150 °C 1 en atmosfera d’argd, una mescla d’1.5 eq de diciandiamina i
d’hidroxid de potassi dissolta en el minim volum d’etilenglicol 1 addicionada sobre una
solucié de 200 mg de 14. Tot i que I’analisi per HPLC-MS i RMN ('H i °C) havia
confirmat la formacié del producte 15 desitjat, la principal limitacid6 d’aquest
procediment va ser I’escala de treball, ja que no es podien emprar volums superiors als
15 ml ates el tamany del reactor de microones. Tot 1 aix0, aquest bon resultat
confirmava que calia for¢ar molt les condicions de reaccio. Finalment, es va poder
obtenir el compost 15 (Figura 46) mitjangant la reaccio de 5 g de 5-cianocitosina, 2 eq
d’hidroxid de potassi 1 diciandiamida, escalfant la mescla resultant a 150 °C durant unes
40 hores, que després dels corresponents rentats amb H,O, éter 1 EtOH va poder ser
aillat amb un rendiment del 54 %.

NH, NH N7 N NH,
_N
N N A~ PNy
NN H,N N H,N N NN
| /g KOH | /&
E O reflux, etilenglicol II\{T 0
40 h
14 15

Figura 46. Esquema de la sintesi de 15 mitjangant la reaccié de 14 amb diciandiamida.

Un cop obtingut el compost 15, la segiient etapa va consistir en 1’alquilacié del N1 de
I’anell citosina®® a través de la reaccié del cru anterior amb 4 eq de bromoacetat de
benzil, en preséncia de 3 eq de tert-butoxid de potassi 1 DMF com a dissolvent.
Transcorregudes 15 hores de reaccio, es va obtenir 16, tot 1 que molt minoritariament
segons 1’analisi del cru per HPLC-MS. A continuacid, tal com s’havia realitzat
préviament per a I’obtencié de 12,% el cru es va sotmetre a una hidrolisi basica amb un
excés de LiOH (10 eq), dissolt en una solucido H;O/ACN (3:1) (Figura 47).

La purificacié de 17 es va dur a terme per cromatografia en fase invertida de mitjana
pressio (MPLC), 1 les fraccions menys impures es van ajuntar 1 liofilitzar. Malgrat que
el percentatge de puresa obtingut va ser baix (49%), no es va considerar necessari
repurificar-lo per efectuar la seva derivatitzaci6 en fase solida. En canvi, amb ’objectiu
de poder-lo caracteritzar per espectrometria de masses i RMN, es va purificar una petita
part per HPLC semipreparatiu, fet que va permetre obtenir 17 amb una puresa del 90%.
Per tant, a causa d’aquests problemes a la purificacid, no s’ha pogut donar un rendiment
global de les tres ultimes etapes de sintesi.
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Figura 47. Esquema de la sintesi de 17 a través de 1’alquilaci6 de 15, i la hidrolisi basica de 16.

Un cop obtingut el compost 17, I’objectiu immediat era la seva funcionalitzacio a grup
tiol mitjangant la quimica en fase solida, tal com s’explicara al segiient apartat. Ara bé,
com a conseqiiecncia dels problemes sorgits durant 1’etapa de desproteccido 1 de
desancoratge de la resina, que posaven de manifest la labilitat de I’enllag amida entre la
molecula 1 el fragment peptidic, es va arribar a la conclusid6 que la longitud de
I’espaiador entre 1’anell de la citosina 1 el grup carboxilic de la molécula Janus no era
adequada. Per aquesta rad, es va plantejar la sintesi del monomer 19, on el grup
carboxilic esta separat de 1’anell citosina per tres carbonis.

Per tant, analogament al compost 16, es va obtenir 18 a través de la reaccid del cru de
15 amb 1.1 eq de bromobutirat d’etil en presencia d’1 eq d’hidrur de sodi i DMF com a
dissolvent.”® A continuacié, la hidrolisi del cru amb 10 eq LiOH, en una soluci6 de
H20/ACN (3:1), va conduir al producte 19 (Figura 48).%

El cru de 19 va ser purificat per MPLC 1 després d’ajuntar 1 liofilitzar les fraccions més
pures es va obtenir el producte desitjat amb una puresa del 80%, que es va considerar
suficient per acoblar-lo directament en fase solida. Tot 1 aix0, en aquest cas també es va
optar per purificar una petita part mitjangant HPLC semipreparatiu, per tal de
caracteritzar-lo per espectrometria de masses i RMN 'H, fet que va permetre obtenir el
compost final 19 amb una puresa del 97%. A més, a diferéncia del producte 17, en

aquest cas si que es va poder obtenir un rendiment global de les dues ultimes etapes
(rdt: 20%).
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N7 |N NH, BTMO/\ N7 |N NH,
HNT SN | Xy NaH N SN | AN
N/&O DMF, 15h NAO
15 H 18
OEt
o}
Lion | H2O/ACN (3:1)
lh
NH,
N)\N NH,
o |
H,N N | SN
OH

Figura 48. Esquema de la sintesi de 19 a través de 1’alquilaci6 de 15 i de la hidrolisi basica de 18.

A continuacio, a la Figura 49 es mostra I’esquema general de la ruta sintetica seguida,
que ha permes I’obtencié del monomer Janus B desitjat 19.

NH,
NC_ _CN . NC
N en K NH, 1. NaOMe / MeOH XN
| 2. AcOH |
o) (6] O —_— /g /&
Y A N7 o N N0
H rdt: 41% H
HNT NHy N0 rdt: 71% i, »
NH N etilenglicol
2" |reftux, 40n
NN koH| rdt: 54%
NH, NH,

X X 0 I

N |N NH, N7 IN NH, B M _
T PN N N NH,
o
BTN SN LiOH HZNJ\\N o NaH PNy
| /& - | /g a HNT N NN
19 N 0 H,0:ACN 18 N (6} DMF, 15 h | ,&
(B:1)1h N 0
rdt: 20%
OH OEt 15
¢} ¢}

Figura 49. Esquema resum de la ruta sintética completa emprada per a 1’obtencié de 19. En negreta
s’especifiquen els rendiments obtinguts en algunes de les etapes.
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1.1.2 Sintesi en fase solida dels monomers Janus funcionalitzats amb un grup tiol

Un cop es va disposar dels monomers Janus 12 i 19, convenientment funcionalitzats
amb un grup carboxil, el segiient pas va consistir en aplicar la metodologia de la
quimica en fase solida per preparar els derivats tiol que poguessin ser emprats als
experiments de DCC. Cal destacar que, un cop obtinguts els productes objectiu, a causa
de la rapida oxidacié del grup tiol en condicions atmosfeériques, ha calgut guardar-los
sempre en atmosfera d’argd 1 a baixa temperatura.

En primer lloc, es van sintetitzar els compostos 21 i1 22 mitjangant la formacié d’un
enllag amida entre el grup carboxil de les molécules heteroaromatiques 12 i 19,
respectivament, 1 1’extrem N-terminal de la peptidil-resina Fmoc-Asn(Trt)-Arg(Pbf)-
Cys(Trt)-resina (20). Concretament, es va emprar la resina MBHA-Rink amida que
permet obtenir el peptid amb 1’extrem C-terminal en forma de carboxamida.

(0]

OMe HN/gO

AT s
Resina MBHA Rink-amida .

20% piperidina/
DMF

OMe NH, O
MeO l o/ﬁ(

1) Fmoc-aa-OH
3 HOAt, DIPC, DMF NH,
2)20% iperidina || DMF " A NH,
A YY)
aa: Cys (Trt), Arg (Pbf), Asn (Trt) 2
)\ | H,N )\ NN /g )
(6] N
NH,-Asn (Trt)-Arg (Pbf)- Cys (Trva
20 o Y
HATU
12119 pgaA DMF

HN NH,
HN NH, N
(0]
TFA/TIS/H,0 U ENS
. O

Figura 50. Esquema de la derivatitzacio en fase solida dels compostos Janus 121 19.
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Com es pot observar a la Figura 50, atés que el grup amino de 1’espaiador Rink-amida
de la resina es troba protegit amb el grup protector Fmoc, en una primera etapa, va
caldre fer un tractament amb 20% de piperidina en DMF per alliberar la funcié amino.
A continuacio, es van acoblar els Fmoc-aminoacids, convenientment protegits, la
cisteina (Cys), ’arginina (Arg) 1 ’asparagina (Asn). L elongaci6 de la cadena peptidica
es va dur a terme amb N,N-diisopropilcarbodiimida (DIPC) 1 HOAt com agents
activants. A continuacio, a la Figura 51 es mostra el mecanisme de reaccid per formar
I’enllag amida amb aquests compostos.

/
%0
& 99 { ©
NH, R Y
v Y N /OH
Oy Ny N,
NH |/ N
N
a
b N
N” =
\
0
(\/N N\ /
o) o o) N
H I H )L R\
N—C—N + ) NWWO S
H 70 H,N
N
N
[ L

Figura 51. Mecanisme de formaci6 d’un enlla¢ amida amb DIPC en preséncia d’HOAL.

En canvi, com es mostra a la Figura 52, ’acoblament dels monomers Janus 12 1 19 es
va dur a terme amb HATU en preséncia de DIEA.

1) Pre-activacio:

Figura 52. Mecanisme de formacié d’un enlla¢ amida amb HATU.
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Es important comentar en aquest pun,t que, a diferéncia de 1’as de DIPC en combinaci6
amb HOAt, amb una sal d’uroni com I’HATU cal realitzar una pre-activacio abans de
I’addicid sobre la resina, ja que si no es produiria la reaccid del grup amino lliure de la
cadena peptidica amb ’HATU per formar el corresponent derivat tetrametilguanidinilat,
i el conseqiient bloqueig de la cadena. Es per aixd que amb aquest tipus d’agents
acoblants cal evitar emprar un excés.”

Un cop acoblada la molecula Janus, la darrera etapa de la sintesi va consistir, d’una
banda, en I’eliminacid dels grups protectors de les cadenes laterals dels aminoacids i de
la molécula Janus 12 1, de ’altra, en el desancoratge de la resina. Aquest procés es va
realitzar en una sola etapa mitjangant un tractament acid (TFA) en preseéncia de
capturadors de cations (H,O 1 TIS). Aixi doncs, a través d’una estrategia en fase solida
Fmoc/Butil, es van sintetitzar els productes 21 i 22 derivatitzats en forma de
carboxamida en I’extrem C-terminal, 1 funcionalitzats amb el grup tiol proporcionat per
la cisteina. Cal dir, perd, que ates que només es va purificar una petita part del cru per a
la realitzacio dels experiments de DCC, no s’ha pogut donar els rendiments globals de
la sintesi 1 de la purificacid dels productes finals 21 1 22.

En el cas del compost 21, ’analisi del cru per HPLC en fase invertida va mostrar la
presencia d’un producte majoritari de tg = 13.1 min (73%). Després de 1’analisi per
MALDI-TOF del pic col-lectat a la purificacio, es va confirmar que el pic majoritari
corresponia al producte 21 desitjat (Figura 53).

B e LY T gt

|
0 30 0 30

Figura 53. Cromatograma del cru (esquerra) i del producte pur 21 (dreta).

En el cas del compost 22, el producte majoritari per HPLC en fase invertida, tg = 14.1
min (54%), també va correspondre al producte desitjat (Figura 54).

[ 1 ] 1
0 30 0 30

Figura 54. Cromatograma del cru (esquerra) i del producte pur 22 (dreta).
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Per altra banda, per a la sintesi dels compostos 23 1 24, es va emprar la resina
Cisteamina 4-metoxitritil (Figura 55). En aquest cas, el grup tiol esta emmascarat a
través de la unio amb el grup tritil de la resina, 1 és a través de la funcié amino lliure que
té lloc I’ancoratge de la molecula Janus. En aquest cas també es va emprar 1’agent
acoblant HATU en presencia de DIEA. Un cop format I’enllag amida, analogament als
derivats 21 1 22, el corresponent tractament acid (TFA), en preseéncia de capturadors de
cations (H,O 1 TIS), va permetre el desancoratge de la resina i, en el cas del compost 23,
I’eliminaci6 dels grups protectors Boc.

OMe
12i19 j\
N O. HATU . r7 N N0 O.

DIEA
R: Janus A/Janus B

Resina Cisteamina 4-metoxitritil TFA/TIS/H,0

]
s
o

-~

23 0

Figura 55. Derivatitzacio en fase solida dels compostos heteroaromatics Janus 12 i 19 mitjancant 1’us de

la resina Cisteamina 4-metoxitril, per donar els monomers tiol 23 i 24.

L’analisi per HPLC del cru del derivat 23 (Figura 56), va mostrar la preseéncia de dos
pics majoritaris a tg = 18.6 min (51%) 1 a tg = 25.3 min (35%), 1’analisi dels quals per
espectrometria de masses MALDI-TOF va revelar que es tractava del producte desitjat 1
del seu dimer disulfur, respectivament. La preséncia del dimer denota, doncs, 1’elevada
tendéncia que tenen els tiols en solucid a oxidar-se a disulfur en contacte amb 1’oxigen
atmosferic.
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A WL L

T 1 ] 1
0 30 0 30

Figura 56. Cromatograma del cru (esquerra) i del producte pur 23 (dreta).

En canvi, el cru corresponent al compost 24 analitzat per HPLC-MS va revelar que el
pic majoritari (74%), amb un tg = 8.9 min, corresponia al producte desitjat (Figura 57).

Figura 57. Cromatograma d’HPLC-MS del cru (esquerra) i d’HPLC del producte pur 24 (dreta).

Finalment, un cop obtinguts els 4 derivats Janus (21, 22, 23 i 24), es van quantificar
mitjancant el test d’Ellman (apartat 4.1 de Materials 1 M¢ctodes).

1.2 Sintesi de derivats de I’ametantrona

El derivat ametantrona tiol 30 (Amt-SH) s’ha obtingut a través d’una ruta sintética de 5
etapes en la qual també s’ha aillat 31, el derivat amb els dos grups hidroxils originals
subtituits per grups tiol (Figura 58).

H
N
0 HNT NNy,

(0] F
5 etapes
—_—
—_—
O F 0 HN\/\I}\II/\/R2

2
> R, = SH, R, = OH, 30 (Amt-SH)

R, =R, =SH, 31

Figura 58. Esquema general de 1’obtencid dels derivats tiol de I’ametantrona 30 i 31.

A la primera etapa de la sintesi es va fer reaccionar el producte comercial 1,4-
difluoroantrace-9,10-diona (25) amb un excés de N-(2-hidroxietil)-etilendiamina, en
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piridina com a dissolvent (Figura 59).* Es interessant comentar que durant el transcurs
de la reaccid, a mesura que s’anava produint la subtitucié nucleofila aromatica, el cru de
la reaccio va anar canviant progressivament d’un color groc inicial a un color blavds, fet
que es correlacionava amb 1’aparicid d’una nova taca que quedava més retinguda per
TLC. Després de 3 dies de reaccid, 1’analisi del cru final per espectrometria de masses
MALDI-TOF va revelar la formacid del producte disubstituit 26 desitjat (ametantrona).
Cal comentar, que aquest cru es va emprar directament a la segiient etapa, atés que,
d’una banda, no era possible la seva purificacid per cromatografia en columna de silica,
ja que quedava molt retingut 1, de I’altra, no s’observava el producte monosubtituit. Aixi
doncs, es va fer reaccionar el cru durant tota una nit amb 2.4 eq de Boc,O 1 Na,COs en
una mescla de dioxa/H,0 (2:1) com a dissolvent, amb 1’objectiu de protegir amb el grup
Boc les funcions amino dels dos bragos de I’ametantrona.*' Transcorregut el temps de
reaccid, 1’analisi del cru per EM-MALDI-TOF va mostrar la formacié de 27 que,
després de ser purificat per cromatografia en columna, va ser obtingut amb un
rendiment del 48%.

N
o F 0o HNT O "on

H
N

piridina, 65 h
¢} F O HN OH
25 26 ~~ N A~

Boc,0

Na,COs dioxa/H,0 (2:1)

Boc
N
0 HNT N N"on

(6] HN\/\ N /\/OH
27 Boc

Figura 59. Esquema per a I’obtencié de 26 1 27.

Per a I’obtencio de 28 es va optar per funcionalitzar un dels grups hidroxil mitjangant la
reaccid de Mitsunobu, ja que permetria obtenir directament el derivat tiol protegit en
forma de tioéster. Concretament, a partir de dos procediments descrits a la
bibliografia,*** es va fer reaccionar, a baixa temperatura i en atmosfera d’argd, una
mescla equimolar de trifenilfosfina (1 eq) 1 azodicarboxilat de diisopropil (1 eq) amb
una altra mescla, també equimolar, formada per 27 (1 eq) 1 acid tioacetic (1 eq) en THF
anhidre (Figura 60).
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P N 1) PPhs DIAD, 0°C, 30 min PPN
0 HN OH 2)27, 0°C, 30 min 0 HN R,

3) AcSH, 0°C - T. amb,
overnight
THF 1 atm Ar

o HN\/\N/\/OH o HN\/\N/\/Rz
27 Boc 0 Boc

Rlzé—s)k ,R,=OH 28

0
Ri=R;= é—sk 29

Figura 60. Esquema per a I’obtencié de 28 i 29 a partir de 27 mitjancant la reaccié de Mitsunobu.

A continuacio, a la Figura 61 es mostra el mecanisme de la reaccido on es posa de
manifest la importancia de 1’ordre de reaccio, ja que €s necessari una activacio previa de
I’agent DIAD amb PPhs durant 30 min. En aquest pas, €s indicatiu la formacié d’un
precipitat blanc.

Boc

N
o "N o
PPh,

(‘ o) ®PPh; 0
et — e 98®

. . . HO NH O
intermedi fosfoni NSNS

o ©
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PheP Boc | Boc
SRS {\/N\/\NH o O PhsPo o~ ~ ">NH O
|
H
— I
HO\/\ /\/NH HO\/\N/\/NH (¢]
oc Boc
l o O=PPh, 0
]%oc )J\
0 HNT \/\S N/\/ \/\S
oD = ‘+¢
O HN OH O HN
S NS \/\ /\/
28 Boc \n/

Figura 61. Mecanisme proposat per la reaccid de Mitsunobu en la formacié de 28 i 29.
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Segons els procediments experimentals seguits, I’addicio, lenta 1 a baixa temperatura, de
la mescla del producte de partida amb I’acid tioacetic sobre 1’intermedi fosfoni hauria
d’haver conduit al producte desitjat de forma rapida 1 amb un bon rendiment. Ara bé, en
un primer intent, tot 1 deixar reaccionar la mescla resultant fins a temperar-se durant 24
h, no es va detectar ni per TLC ni per EM-MALDI-TOF cap signe de reactivitat. Davant
d’aquest resultat, es va efectuar un segon assaig en el qual es va escalfar la mescla
resultant a 40 °C durant 2 dies, pero enlloc dels productes tioacetilats desitjats es van
obtenir els compostos acetilats. A partir d’aquest resultat, es va arribar a la conclusio
que en presencia de 1’acid tioacetic, era I’atom de sofre qui atacava nucleofilament a
I’intermedi fosfoni en comptes dels hidroxils de 27 1, en formar-se una altra especie
intermedia, en escalfar fins a 40 °C ’atac nucleofil dels hidroxils de 27 generava els
productes acetilats 1 el sulfur de trifenilfosfina. Davant d’aquesta hipotesi, es va optar
per seguir un altre procediment‘m1 en el qual, per evitar la competencia nucleofila entre
I’oxigen 1 el sofre, s’addicionava primer el producte de partida sobre I’intermedi fosfoni
1, posterioment, s’addicionava 1’acid tioacetic. Aixi doncs, en aquest tercer assaig, per
una banda, es va decidir forcar una mica més les condicions de reaccid augmentant
I’excés de reactius fins a 2 eq, malgrat el major risc d’obtenir I’especie disubstituida, i,
per I’altra, tal com s’exposa al procediment descrit a la part experimental, es va fer
reaccionar, en primera instancia, 27 amb I’intermedi fosfoni durant uns 10 min,
aproximadament. Finalment, sobre aquesta mescla resultant es va addicionar, molt
lentament 1 a baixa temperatura, 1’acid tioacetic 1, en condicions anhidres 1 de baixa
temperatura, es va deixar reaccionar tota una nit. L’analisi del cru per TLC va revelar
que la reaccio havia funcionat, amb la qual cosa es va aillar 28 amb un rendiment del
36%. En aquest punt, cal tenir en compte que, malgrat que aquest valor pugui semblar
baix, el producte majoritari de la reaccid va ser 29. A més, la dificultat d’eliminar I’0xid
de trifenilfosfina residual va ocasionar que s’hagués de dur a terme una primera
purificacid per cromatografia en columna i1 una segona per cromatografia en fase
invertida de mitjana pressié (MPLC).

H
N N
0 HNT NS NTg 0 HNT NN p

1) IM MeONa/MeOH

2) TFA/TIS/H,O
O NS

(0] HN\/\N/\/RZ (6] HN\/\N/\/RZ
Boc H
O
RIZE—S)J\ 71{2:01_1 28 R]Z SH,RZZOH,30
(0] R] = R2 = SH, 31

Figura 62. Sintesi de 30 i 31 per hidrolisi basica de 28 i 29, respectivament, seguida d’un tractament acid
amb TFA en presencia de capturadors de cations (TIS i H,0).

Finalment, I’ultima etapa de la sintesi va consistir en I’eliminacid dels grups protectors
per generar els corresponents monomers tiol desitjats, mitjangant el seguiment d’un
procediment experimental anteriorment emprat al nostre grup de recerca.”’ Tal com es
mostra a la Figura 62, en una primera etapa es va dur a terme la hidrolisi del grup
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tioéster en atmosfera d’argd a través d’un tractament amb una solucio 1 M de MeONa
en MeOH 1 4 eq de MeONa per grup tioacetat, tal com s’especifica al procediment
descrit a la part experimental. Un cop eliminats els grups tioacetil, en segon lloc es van
eliminar els grups Boc a través de la reaccid, durant 30 min en atmosfera d’argd 1 a
temperatura ambient, del cru amb una mescla formada per 95% TFA/ 2.5% TIS/ 2.5%
H,0. En el cas de 28, I’analisi del cru per espectrometria de masses ESI va revelar que
el producte havia dimeritzat completament, amb la qual cosa va ser necessari realitzar
un tractament reductor amb un excés de 24 eq de ditiotreitol (DTT)® per tal de reduir el
dimer disulfur. Després de la reduccio, es va purificar 30 per MPLC (rdt: 18%) i la seva
puresa va ser confirmada a través de 1’analisi per HPLC (Figura 63) 1 espectrometria de
masses ESI 1 MALDI-TOF.

Figura 63. Cromatograma del cru (esquerra) i del producte pur 30 (dreta).

Per altra banda, cal destacar que també es va obtenir el producte 31 mitjancant la
desproteccid de 29 que, tal com s’indicara més endavant, va permetre sintetitzar els
lligands derivats de I’ametantrona doblement funcionalitzats.

A continuacio, a la Figura 64 es mostra un esquema resum de la ruta sintética que ha
permes I’obtencid dels compostos 30 1 31.
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Figura 64. Esquema de la ruta sintética emprada per a la sintesi dels monomers tiol 30 i 31. En negreta

s’especifiquen els rendiments obtinguts a les diferents etapes.
1.3 Sintesi de derivats de la neamina

En aquest apartat es descriu la sintesi dels monomers aminoglicosidics objectiu que
s’han basat en la funcionalitzacié del compost neamina (32), obtingut a partir de
I’hidrolisi acida del sulfat de neomicina B comercial."™ Tal com es descriu a la part
experimental, després de tota una nit escalfant-se a reflux en preséncia d’HCI
concentrat, la neomcina B s’hidrolitza per donar lloc als hidroclorurs de neamina (anells
I 1 1I) 1 de neobiosamina (anells III 1 IV). Aquest trencament es produeix com a
conseqiiencia de la labilitat als acids de I’enlla¢ a-glicosidic entre els anells 11 1 IIT de la
neomicina B, ja que, a diferéncia de la resta d’enllacos glicosidics, presenta menys
estabilitzaci6 per enllacos pont d’hidrogen amb els grups amino veins.'** El producte 32
va ser aillat directament amb un rendiment del 82% mitjangant precipitacié (Figura 65).
Un cop obtingut, va servir de punt de partida per a la sintesi dels derivats NeaC,-SH
(37) 1 NeaCs-SH (43), tal com s’exposa als segiients subapartats.
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de la Neomicina B comercial.lga
1.3.1 Sintesi de NeaminaC,-tiol

Per a la sintesi del derivat NeaC,-SH (37) ens vam basar en el procediment
experimental descrit per Soledad Alzina al seu Master Experimental en Quimica
Organica” i que, a continuacid, es comenta breument. A més, cal indicar que no es va
partir del compost neamina 32 totalment desprotegit, tal com s’indica la Figura 66, sin6
del derivat 33, on les funcions amino i alcohol estan protegides amb els grups Boc 1
acetil, respectivament. Aixi doncs, amb I’hidroxil a la posicio 5’ lliure es va poder
funcionalitzar selectivament la neamina de partida a través d’una reaccio d’alquilacio
amb bromur d’al'lil per obtenir 34 que, mitjancant una ozonolisi seguida d’un
tractament reductor, va conduir al corresponent derivat hidroxilat 35."”* Posteriorment,
es va funcionalitzar en forma de tioacetat (36) i, després de la desproteccid analoga a la
realitzada a la sintesi de 30, es va aillar el derivat tiol 37 desitjat.

-
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HO 0 AcO 0 HTUSS ko R
o 1) Bocy0, BN 450 I P
H,N H,N dioxa/H,0 1:1 BocHN BocHN Br\/\ BocHN BocHN
o it hdi b 0 N o
4HCI  HO LN 2) Acy0 HO\% NHBoc  DMSO 0 o
C . c
2 piridina/DMF 1:1 33 rdt: 53% /\/ Y
1) O3, DCM,yp, -78°C
2) NaBH4, MeOH, 0°C
NH, NHBoc 1) TsCl, DCM/ NHBoc

HO O 4 CF;COOH 1) IM MeONa/ Aco 0 piridin.a I:1 Aco o)
HO MeOH AcO 2 dies AcO
H,N H,N -« BocHN OBOCHN -« BocHN OBOCHN

0o
ow NH, 2) TFA/TIS/H,0 o NHBoc 2) KSAc, DMF o NHBoc
Mg 20h
HS\(\/)/Z OH 95:2.5:2.5 AcS\(\/)/z OAc HO\(\/)/z OAc
37 rdt: 94% 36 rdt: 29% 35

Figura 66. Esquema de la ruta sintética emprada per a la sintesi del monomer tiol NeaC,-SH 37." En

negreta s’especifiquen els rendiments d’algunes etapes.

82



Resultats i Discussio. Capitol 1. Sintesi dels monomers tiol

1.3.1 Sintesi de NeaminaCg-tiol

La sintesi del monomer NeaCs-SH (43) amb 1’espaiador més llarg esta basada en el
procediment experimental descrit per Paula Lopez en la seva Tesi Doctoral®® i, que a
continuacio, s’exposa breument (Figura 67). Cal destacar que, a diferéncia del derivat
NeaminaC,-tiol, en aquest cas es va utilitzar una estrateégia de grups protectors basada,
d’una banda, en la proteccid inicial dels grups amino per reaccié amb el clorur de tritil 1,
de I’altra, dels hidroxils en forma d’éter de p-metoxibenzil, sent ambdos grups labils a
acids. L’impediment estéric ocasionat pels tritils permet dur a terme una proteccid
selectiva de tres dels quatre hidroxils, on la posicié 5 de la neamina és la menys
reactiva. A més, el gran caracter hidrofobic que li confereixen a la molecula, fa que el
derivat de la neamina presenti una gran solubilitat en dissolvents organics molt
apolars.!” Aixi doncs, en una primera etapa es van protegir els grups amino de 32, i el
producte 38 resultant es va fer reaccionar amb 2.5 eq de clorur de p-metoxibenzil en
presencia de NaH 1 NBwl, que va permetre obtenir, per una banda, el producte
triprotegit 39 (rdt: 12%) 1, per 1’altra, el diprotegit 40 (rdt: 37%), que és un producte de
partida interessant per a la sintesi dels derivats neamina doblement funcionalitzats.'”

Les segtients etapes de la sintesi van implicar la funcionalitzacié de 39, mitjangant una
reaccid d’alquilacié amb 1,6-dibromohex£1,17 i el tractament de 41 amb KSAc* per tal
de ser transformat en el derivat tioéter 42 desitjat. La desproteccid del grup tiol, per
donar lloc a 43, es va dur a terme mitjancant dos procediments diferents. En el
procediment A,’ en atmosfera d’arg6, es van desprotegir els grups amino i els hidroxils
de 42 a través d’un tractament acid amb una mescla de TFA/anisol (1:1) durant unes 15
hores, aproximadament. L’eliminaci6 del grup tioacetat es va dur a terme mitjancant la
reaccid del cru resultant amb un solucio de 0.4 M de NH4HCO; a pH 7.9 1 37 °C durant
2 dies. Malgrat haver-se produit la desproteccid del grup tiol, I’analisi del cru resultant
per espectrometria de masses ESI va revelar que en aquestes condicions de reaccio tot el
producte tiol final havia dimeritzat. Aixi doncs, va ser necessari un tractament reductor
amb un excés de 24 eq de DTT, tal com s’havia realitzat anteriorment durant la
desproteccid de 28, que va permetre després de la purificacio per MPLC, aillar el
derivat tiol 43 amb un rendiment del 52%.

Per altra banda, el procediment B va permetre obtenir 43 de forma més simple 1 amb el
mateix rendiment a través de I’eliminacid del tioacetat de 42 amb una soluciéo 1 M de
MeONa en MeOH, de forma analoga al tractament realitzat per 28 1 36, tal com
s’especifica a la part experimental. A més, aquest procediment ens va permetre evitar el
llarg tractament amb la solucié de NH4sHCO3 0.4 M 1 la posterior reducciéo amb DTT.
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Figura 67. Esquema de la ruta sintética emprada per a la sintesi del monomer tiol NeaCg-SH (43).
En negreta s’especifiquen els rendiments d’algunes etapes.

84



Resultats i Discussio. Capitol 1. Experiments de DCC

2 Quimica Combinatoria Dinamica (DCC)

Tal com s’ha exposat a la Introducci6 general de la tesi (apartat 1.3.4), als ultims anys la
quimica combinatoria dinamica ha esdevingut un metode molt eficag per identificar
lligands de diferents tipus de receptors. La interconversio dels diferents membres de la
biblioteca a través de reaccions reversibles en presencia de la diana, permet seleccionar i
aillar de la biblioteca combinatoria dinamica (DCL) els lligands més afins. En el camp
dels acids nucleics les dues metodologies més habituals son, per una banda, aquella en
que la deteccio 1 I’analisi dels compostos seleccionats es duen a terme a través de la
interacci6 de [D’oligonucleotid diana funcionalitzat amb biotina 1, per [Daltra,
I’anomenada RBDCC, on els membres de la DCL estan ancorats a una resina i
I’oligonucledtid incorpora un grup fluordfor.*

Per dur a terme els experiments de quimica combinatoria dinamica, en aquest treball ens
hem basat en la metodologia descrita per Balasubramanian i col-laboradors, en la qual
la diana biotinilada unida als lligands més afins és extreta del medi de reaccio amb un
iman, aprofitant la gran afinitat de la biotina per ’estreptavidina unida a les boles
magnetiques. L’estreptavidina és una proteina tetramerica on la interaccid de cadascun
dels seus monomers amb una molecula de biotina dona lloc a una gran xarxa
d’interaccions per pont d’hidrogen. De fet, el complex format, que gaudeix d’una gran
aplicabilitat en camps bioanalitics, biotecnologics 1 en aplicacions terapeutiques, té una
constant de dissociaci6 de I’ordre 10™* M i esta considerada com una de les interaccions
de tipus no-covalent més fortes localitzades a la natura.’

Per altra banda, a nivell experimental hem seguit les condicions descrites per Paula
Lopez a la seva tesi doctoral,” on es va posar a punt aquesta metodologia amb la nostra
diana d’RNA definint els diferents parametres de treball, com ara les concentracions de
la diana biotinilada, dels lligands 1 de les solucions tampo o les condicions d’analisi.

A nivell practic, els experiments de DCC basats en reaccions d’intercanvi d’enllagos
disulfur, consten de diverses etapes. En primer lloc, a temperatura ambient i en contacte
amb I’aire 1 sense agitacio, la mescla de monomers tiol que constitueixen la biblioteca
combinatoria dinamica es deixa evolucionar en presencia de la diana d’RNA biotinilada
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a ’extrem 5°, 1 en condicions que assegurin la seva correcta estructuracio. Un cop s’ha
arribat a I’equilibri termodinamic, s’atura el bescanvi d’enllagos disulfur a través d’una
lleugera dismininucié del pH i, amb I’ajuda de boles magnetiques unides a
estreptavidina, se separa la diana amb els lligands adherits. Finalment, la
desnaturalitzacié de la diana a 90 °C permet alliberar els lligands, que son analitzats i
caracteritzats per HPLC acoblat a espectometria de masses (Figura 68).

biotinil-RNA

\

1) disminucio

h\ (B del pH
D\ O 2) boles magnétiques
d'estreptavidina <P
monomers RNA + biblioteca

combinatoria dinamica separacid del complex
RNA-lligand (iman)

separacié dels desnaturalitzacio

lligands \; de 'RNA

analisi i
caracteritzacid | <————
per HPLC-MS

T

. . e 1 . A4
Figura 68. Representaci6 esquematica d’un experiment de pce.*

Paral-lelament, sempre es realitza un experiment control (en abséncia de diana) que, per
comparacio amb I’experiment en presencia de la diana, permet identificar els lligands
més amplificats per accid de I’'RNA. Generalment, quan es parla d’amplificacio6 es fa
referéncia al desplacament de I’equilibri cap a la formacié d’un lligand concret per
accio de la diana, fet que causa un augment de la seva concentracié. Aixi doncs, podem
definir el percentatge d’amplificacié com la diferencia de concentracions relatives d’un
lligand en preseéncia i en absencia de la diana 1, per tant, la comparacid de la composicid
final de la biblioteca, en abséncia 1 en presencia de la diana, permet identificar els
lligands que s’amplifiquen més, que idealment solen ser els més afins.*®

2.1 Preparacio dels experiments

Malgrat que a nivell conceptual la quimica combinatoria dinamica pot semblar un
procés rapid 1 simple, experimentalment cal tenir en compte una serie de factors molt
importants per a 1’obtencié d’uns bons resultats. Es per aix0, que s’ha considerat oporta
descriure en aquest apartat, d’una banda, la sintesi de la diana d’RNA biotinilada i, de
’altra, els antecedents experimentals amb els quals ens hem basat per dur a terme els
experiments.
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2.1.1 Biotinilacio de I’oligoribonucleotid

Un cop obtinguts els diferents derivats tiol (apartat 1, Preparacié de la biblioteca
combinatoria dinamica) 1 definida la metodologia experimental a seguir, el segilient pas
va consistir en la biotinilacié de la diana d’RNA que, com s’ha comentat a I’inici
d’aquest capitol, es tracta d’un oligoribonucleotid 29-mer que inclou I’estructura stem-
loop del pre-mRNA natiu (wt) de tau.

Pel que fa a la sintesi de 1’oligoribonucleotid biotinilat, descrita detalladament a la part
experimental, nomé¢s comentar que es va optar per derivatitzar 1’hidroxil de la posici6 5’
de la ribosa de I’ultim nucleotid de la seqiieéncia mitjangant 1’acoblament manual del
fosforamidit comercial de biotina, emprant tetrazole com agent activant. Un cop
obtingut el biotinil-oligoribonucleotidil-resina desitjat, es va eliminar el grup DMT de la
biotina 1 es va realitzar el desancoratge de la resina amb la corresponent eliminacié de
tots els grups protectors. Finalment, el 5’-biotinil-oligoribonucleotid va ser purificar per
HPLC en fase invertida (Figura 69).

Figura 69. Cromatogrames del 5’-biotinil-oligoribonucleotid wt: cru (esquerra) i producte pur (dreta).
2.1.2 Antecedents experimentals

En aquest subapartat es descriuen breument les condicions experimentals optimitzades
per Paula Lopez durant la seva tesi doctoral.’

Una de les primeres comprovacions realitzades va ser la determinacio de la influéncia
de la biotina a I’estructura stem-loop de I’'RNA diana. Primerament, mitjangant 1’as de
técniques espectroscopiques, com ara I’enregistrament de corbes de fusid per
espectroscopia UV 1 el discroisme circular, es va demostrar, respectivament, que
’estabilitat de la diana no es veia afectada per la uni6 amb la biotina 1 que I’estructura
secundaria d’RNA no softria cap alteracié estructural. D’aquesta manera, doncs, es va
concloure que la funcionalitzacié de I’oligoribonucleotid amb biotina no generava cap
canvi significatiu a I’estructura de la diana ni a la seva estabilitat.

Un altre factor important que es va tenir en compte va ser 1’eleccid d’unes condicions
experimentals que permetessin 1’intercanvi reversible entre els diferents membres que
constitueixen la biblioteca dinamica. En aquest sentit, es van realitzar tres assaigs amb
una mescla equimolar (100 uM) de monomers tiol en la mateixa solucidé tampd (50 mM
Tris-HC1 pH 7.5, 100 mM NaCl 1 0.1 mM Na,EDTA). En primer lloc, es va deixar
evolucionar a ’aire la barreja sense agitacio, tot i estar descrit que en condicions d’alta
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dilucié el bescanvi d’enllagos disulfur és lent.*”° Es per aixd que, a un segon assaig, es
va addicionar un excés de glutatio oxidat i reduit que,**>' per una banda, provoca que
I’intercanvi sigui rapid 1, per ’altra, sembla ser que evita 1’autoagregacid de certs
mondmers en abséncia de la diana.*®® Finalment, a una tercera prova es va addicionar un
excés de DTT, un agent reductor d’enllagos disulfur molt utilitzat per reactivar les
reaccions d’intercanvi disulfur de monomers tiol oxidats a disulfur,”**** ja que en
oxidar-se forma un anell estable de 6 baules que no interacciona amb els altres membres
de la biblioteca.” L’analisi per HPLC-MS va revelar que a partir de les 24 hores la
composicid de la mescla als tres assiags no variava, fet que demostrava que s’havia
arribat a un equilibri termodinamic. A més, també es va observar que, a excepcid de
I’assaig amb glutatio, on es va detectar la seva interacccid amb els membres de la
biblioteca, la mescla de compostos tiol, amb 1 sense DTT, havien evolucionat de forma
similar. Per tant, davant d’aquests resultats, es va desestimar 1’us de glutatio 1 DTT, i es
va optar per deixar evolucionar els experiments amb la biblioteca de monomers tiol en
contacte amb 1’aire.

Altrament, una tercera consideracid que calia tenir en compte era la concentracid dels
monomer tiol 1 de la diana d’RNA, ja que per assegurar que el compost més amplificat
correspongui al més afi, la quantitat de diana ha de ser limitant respecte els monomers.>
Concretament, es va optar per treballar amb un excés de 4 eq de monomer, sent la seva
concentracio de 100 puM, tal com havia descrit Balasubramanian i col-laboradors.****%
A més, a I’any 2010 es va publicar un estudi on s’havia determinat que la relacio molar
Optima entre els mondmers i la diana esta al voltant de 10:1,> fet que corroborava que
el rang de treball era adequat. També es va comprovar mitjangant assaigs de
desnaturalitzaci6 térmica per espectrocopia UV que a 25 UM, tot i ser una concentracio
elevada, ’RNA no formava agregats.

Un cop determinades les condicions i les concentracions de monomer 1 de diana Optima,
es va escollir que la soluci6 salina tamponada per dur a terme els experiments tingués
un pH proper al fisiologic (7.4-7.7), atés que I’'RNA és sensible als canvis de pH i es pot
degradar tant en medi acid com en basic. A més, el pH Optim pel bescanvi de I’enllag
disulfur es troba entre 7 i 9.* També es va optar per una concentracié salina de 100 mM
de NaCl, per afavorir I’estructuracié de ’'RNA, i de 0.1 mM Na,EDTA d’un capturador
de cations divalents, necessari per minimitzar la degradaci6 de I’RNA per part de
nucleases.

Per tant, després de tenir presents totes aquestes consideracions, es va concloure que les
condicions optimes de treball consistien en deixar evolucionar a 1’aire, a temperatura
ambient 1 sense agitacio, la mescla equimolar de tiols (100 uM) en presencia de la diana
biotinilada d’RNA (25 uM) en una solucié tampo6 a pH 7.7 de 50 mM de Tris-HCI, 100
mM de NaCl i 0.1 mM de Na,EDTA. Finalment, un cop establertes les condicions
experimentals, es va voler confirmar que el percentatge d’amplificacido dels dimers
disulfur formats era només conseqiiencia de la interacci6 amb la diana d’RNA. Per
exemple, en primer lloc es va comprovar que les boles magnétiques d’estreptavidina no
s’enllacaven de forma significativa a cap dels membres de la DCL o als lligands formats
en un experiment en absencia d’RNA. També es va corroborar que I’excés de 4 eq dels
monomers tiol respecte a la diana era I’adequat, ja que en realitzar el mateix experiment
amb una relacid equimolar entre els monomers 1 la diana, la composici6é de la DCL no
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variava. [ per ultim, també es va confirmar que en les condicions experimentals
escollides, I’oxidaci6 dels tiols a I’aire era prou lenta perque els diferents elements de la
DCL arribessin a 1’equilibri termodinamic.

2.2 Experiments de Quimica Combinatoria Dinamica (DCC)

Com s’ha comentat anteriorment i1 s’exposa detalladament a 1’apartat 4 de Materials 1
Meétodes, als experiments de DCC realitzats s’ha emprat una mescla equimolar de
monomers tiol en un excés de 4 eq respecte al 5’-biotinil-RNA wt. En tots els casos,
’analisi de la composicio de la biblioteca s’ha realitzat a les 6, 24 1 48 hores. També és
important destacar que, malgrat que s’han avaluat fins a un total de 10 compostos
diferents, tal com s’ha descrit a I’inici d’aquest capitol, sempre s ha optat per no emprar
biblioteques amb més de 7 monomers tiol, ja que un major nombre de combinacions de
dimers disulfur dificultaria enormement 1’analisi final per HPLC.

2.2.1 Experiment de DCC en preséncia de dos compostos intercalants: competicio
Ametantrona vs Acridina

Tal com s’ha plantejat a 1’apartat 2.2.2 de la Introduccié general d’aquesta memoria
escrita i a 1’inici d’aquest capitol, els lligands derivats de la mitoxantrona™’ i els basats
en la combinacié acridina-neamina’ sén un bon punt de partida per a la identificaci6 de
nous compostos més afins 1 selectius de I’estructura stem-/oop de la diana d’RNA diana.
En particular, la selectivitat de la mitoxantrona amb la regié del bulge de I’estructura
secundaria 1 la bona afinitat dels derivats 6-cloro-2-metoxiacridina units a la neamina
(2.1 — 5.9 uM),’ fa que sigui interessant estudiar la competici6 entre els dos agents
intercalants. Aixi doncs, en aquest primer experiment de DCC es van avaluar els dos
agents intercalants (Amt-SH (30) 1 AcrOMe-SH, en presencia de dos derivats de
neamina, NeaC,-SH (37) 1 NeaCs-SH (43), del compost heteroaromatic Azq-SH 1 del
tripeptid policationic TyrP. Per tant, tedricament a partir dels 6 monomers tiol es podien
generar fins a un total de 21 nous compostos.

L’experiment va consistir en deixar evolucionar fins a les 48 hores una mescla
equimolar (100 uM) dels monomers tiol Amt (30), AcrOMe, TyrP, NeaC, (37), NeaCe
(43) 1 Azq en presencia de I’RNA-biotina wt (25 uM) a temperatura ambient, sense
agitacio i1 en una solucié amortidora a pH 7.7. A partir de I’analisi per HPLC-MS de les
aliquotes de 6 h, tant a I’experiment control com en preséncia d’RNA, es va concloure
que s’havia assolit un estat d’equilibri termodinamic a les 6 h, ja que, per una banda, no
hi havia monomers tiol 1, per I’altra, la composicié de la DCL no havia sofert grans
canvis a les 48 h.

Qualitativament, tal com es pot apreciar comparant ambdos cromatogrames a les 48 h
(Figura 70), sembla ser que en presencia de I’RNA els pics dels compostos que
incorporen el fragment Amt s’intensifiquen molt més que els que incorporen AcrOMe i
Azq. A nivell quantitatiu, tal com es mostra a la Figura 71, una primera observaci6 a
tenir en compte ¢€s el fet que els dimers disulfur que combinen els fragments neamina
amb una molecula heteroaromatica s’amplifiquen en major proporcido que qualsevol
altra combinaci6. Primerament, ¢&s particularment interessant remarcar que
I’amplificacié del dimer Amt-NeaC, (~ 3400%) ¢és de ’ordre de 13 1 20 vegades més
gran que la d’AcrOMe-NeaC,; (~ 260%) 1 d’Azg-NeaC, (~ 170%). També és destacable
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la formacid del dimer Amt-NeaCs (~ 1600%), amb una amplificacio al voltant de 3519
vegades més gran que la d’AcrOMe-NeaCq (~ 45%) 1 d’Azq-NeaCqs (~ 177%),
respectivament. Aixi doncs, tenint en compte que els compostos més amplificats en
DCC solen ser els més afins,***** a partir d’aquests resultats és esperable que els
dimers Amt-Nea siguin molt més afins amb I’RNA que els anteriorment descrits al
nostre grup d’investigacido basats en la combinaci6 AcrOMe-Nea 1 Azq-Nea. Una
possible explicacié d’aquesta gran diferéncia entre els dos fragments intercalants (Amt 1
AcrOMe) podria ser la manca en 1’acridina dels dos bracos, on els grups amino del
fragment Amt formarien interaccions per pont d’hidrogen amb els parells de bases G-C
adjacents a I’adenina del bulge, analogament a com ho fa la mitoxantrona.”

Sense RNA RNA
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Figura 70. Cromatogrames d’HPLC a 260 nm corresponents a la composicid de la DCL en abséncia
(esquerra) i en preseéncia (dreta) de ’RNA-biotina wt a les 48 h. Cal comentar que dels 21 compostos

possibles, només s’han indicat els que contenen els fragments Amt i AcrOMe.

Per altra banda, sembla ser que la longitud de I’espaiador entre el grup tiol i
I’aminoglicosid neamina juga un paper destacat en els dimers Amt-Nea, ja que
I’amplificacidé del més curt (Amt-NeaC,) és aproximadament el doble que la del llarg
(Amt-NeaCe). Aquestes diferéncies es poden atribuir al fet que I’aminoglicosid neamina
al lligand Amt-NeaC, podria generar interaccions favorables amb [I’RNA
(electrostatiques o ponts d’hidrogen) més a prop del lloc d’unié preferent de
I’ametantrona, de manera que es traduiria en un augment de 1’afinitat. Aquest mateix
raonament es pot aplicar als dimers AcrOMe-Nea, en el suposit que ’AcrOMe 1 I’Amt
tinguin el mateix lloc d’unié preferent, ja que AcrOMe-NeaC, s’amplifica
aproximadament 6 vegades més que AcrOMe-NeaCs.

Finalment, ¢és interessant destacar, tot i el seu baix percentatge d’amplificacid, la
formacio del dimer Amt-Azq (~ 190%), ja que la combinaci6 del fragment Azq, amb
capacitat per reconcixer adenines desaparellades, 1 Amt, que podria intercalar-se a la
regio del bulge analogament a com ho fa la mitoxantrona, generaria un lligand molt
especific.
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Figura 71. Histogrames a les 48 hores corresponents a la variaci6é de la composicié de cada compost a la
DCL (esquerra) i al percentatge d’amplificacié de cada espéecie per efecte de la preséncia de I’'RNA wt
(dreta).

Aixi doncs, a partir d’aquests resultats, de tots els possibles dimers disulfur generats,
s’han seleccionat com a futuribles lligands d’RNA els compostos Amt-NeaC, (44) i
Amt-NeaCq (45) 1 Amt-Azq (46), sent els dos primers molt atractius, ja que, a més de la
seva elevada afinitat, el fragment aminoglicosidic neamina podria aportar certa
selectivitat amb I’RNA respecte el DNA.
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Figura 71. Estructura dels lligands Amt-NeaC, (44), Amt-NeaCg (45) i Amt-Azq (46) identificats.
2.2.2 Experiment de DCC amb els monomers Janus i Neamina

En aquest segon experiment es va plantejar com a objectiu avaluar les estructures Janus
A 1B en presencia dels dos derivats aminoglicosidics. Per una banda, es volia estudiar si
la funcionalitzacio a tiol a través del residu cisteina del tripeptid (21 1 22) conferia a la
molecula Janus major afinitat amb I’RNA, respecte a tenir-lo unit directament a una
cadena alifatica de dos carbonis (23 1 24). A més, tamb¢ es va considerar oportu avaluar
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quina influéncia exercia la longitud de I’espaiador al fragment neamina. Aixi doncs, es
van deixar evolucionar fins a les 48 hores quantitats equimolars (100 pM) dels
monomers tiol JApept (21), JBpept (22), JA (23), JB (24), NeaC, (37) i NeaCe (43) en
presencia de la diana RNA-biotina wt (Figura 72).
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Figura 72. Cromatogrames d’HPLC a 260 nm corresponents a la composicid de la DCL en abséncia
(esquerra) i en preséncia (dreta) de I’RNA-biotina wt a les 48 h. Els dimers disulfur JA-JBpept 1 JB-
JApept no s’han pogut diferenciar per HPLC-MS. El pic encerclat correspon a JB-NeaC,. Els numeros
consecutius de 1’1 al 9 corresponen a JApept-JApept, JApept-JBpept, JBpept-JBpept, JA-JApept, JA-
JBpept/IB-JApept, JB-IBpept, JA-JA, JA-JB i JB-JB, respectivament.

A diferéncia de I’experiment anterior, on s’havia assolit I’equilibri termodinamic a les 6
hores de reaccid, 1’analisi d’aquest segon experiment a les 48 hores en presencia
d’RNA, va revelar la presencia minoritaria de monomers tiol corresponents als
compostos Janus de partida. Aquest resultat demostra, per una banda, la capacitat dels
monomers Janus per interactuar per si sols amb I’RNA 1, per ’altra, que a les 48 hores
encara no s’havia assolit un estat complet d’equilibri. Tot 1 aix0, la tendeéncia obtinguda
a les representacions grafiques de la composicidé de la DCL de les aliquotes a les 6 h , 24
h 148 h (Figura 73) va permetre identificar un nou tipus de lligands de la diana d’RNA,
tal com s’exposa a continuacio.
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Figura 73. Histogrames a les 48 hores corresponents a la variacié de la composicio de cada component
de la DCL (esquerra) i al percentatge d’amplificacié de cada espécie per efecte de la preséncia de ’'RNA
wt, on X representa els dimers disulfur JA-JBpept i JB-JApept indiferenciables per HPLC. Cal comentar

que en ambdos histogrames s ha obviat la preséncia, tot i que minoritaria, dels monomers tiol.

La primera conclusié que podem extreure €s que les amplificacions dels dimers disulfur
fruit de la combinacid dels fragments Janus 1 neamina sén molt més grans que la resta
de les combinacions. Particularment, els resultats més positius s’observen als compostos
on el fragment Janus esta unit al tripeptid, tot 1 que en el cas del monomer Janus A
aquestes diferéncies no son massa significatives, ja que la relaci6 de les amplificacions
entre JA-NeaCs (~ 440%) 1 JApept-NeaCe (~ 380%) €s aproximadament 1.1, 1 entre JA-
NeaC; (~ 340%) 1 JApept-NeaC, (~ 500%) és 1.5. Ara bé, en el cas del monomer Janus
B s’observa que JBpept-NeaC, (~ 490%) 1 JBpept-NeaCg (~ 290%) s’amplifiquen 10 1
7.2 vegades més que JB-NeaC, (~ 45%) 1 JB-NeaC¢ (~ 43%), respectivament. Per tant,
aquests resultats posen de manifest que la preséncia del tripeptid constituit per
asparagina, arginina i cisteina exerceix un efecte positiu a I’afinitat dels compostos, fet
probablement atribuible a la formacidé d’interaccions de tipus electrostatic o de pont
d’hidrogen, tal com es comenta a la introduccié d’aquest capitol. En aquest mateix punt,
també €s important remarcar que, tenint en compte els valors similars d’amplificacid, no
es preveu una diferéncia significativa a I’afinitat entre ambdds fragments Janus. Tot 1
aixo, si que sembla intuir-se que els dimers amb ’espaiador més curt s’amplifiquen una
mica més que els que tenen 1’espaiador més llarg. Aixi, per exemple, JApept-NeaC, (~
500%) 1 JBpept-NeaC, (~ 490%) mostren unes amplificacions de I'ordre d’1.3 1 1.7
vegades major que JApept-NeaCg (~ 380%) 1 JBpept-NeaCe (~ 290%), respectivament.

Per altra banda, una altra evidéncia que reafirma la importancia de la presencia del
tripeptid a les molecules Janus, €s el fet que només s’observen amplificacions positives
a aquelles combinacions dels fragments Janus que tenen el peptid incorporat, com per
exemple en JApept-JBpept (~ 100%) 1 en JApept-JApept (~ 230%) amb un percentatge
moderat, malgrat I’excepcié de JBpept-JBpept (~ -17%).

Finalment, el fet que s’observin algunes discordances, com ara el baix percentatge
d’amplificacié de I’homodimer JBpept-JBpept, respecte a JApept-JBpept 1 a JApept-
JApept, es podria atribuir al fet de no haver-se arribat a 1’equilibri termodinamic. Tot 1
aixo, tenint en compte la tendeéncia general, dels 21 dimers disulfurs possibles, els
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lligands JApept-NeaC, (47), JApept-NeaCe (48), JBpept-NeaC, (49) 1 JBpept-NeaCe
(50) sén els més atractius per dur a terme estudis posteriors d’interaccid amb ’RNA
(Figura 74).
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Figura 74. Estructura dels lligands Janus-neamina (47-50) identificats.
2.2.3 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona i Azaquinolona

A partir dels resultats obtinguts als dos experiments anteriors en presencia dels derivats
aminoglicosidics (apartats 2.2.1 1 2.2.2), es va plantejar dur a terme un nou experiment
de DCC amb una mescla equimolar (100 uM) formada Uinicament pels monomers tiol
heteroaromatics Amt (30), Azq, JApept (21), JBpept (22), JA (23), 1 JB (24), en
presencia de la diana RNA-biotina wt (Figura 75). En aquest cas, de les 21 possibles
combinacions, I’objectiu consistia en identificar possibles lligands que combinessin la
capacitat de I’agent intercalant ametantrona per interaccionar amb ’RNA diana amb el
reconeixement de I’adenina desaparellada, o dels parells G-U no aparellats per part de
I’Azq 1 les molécules Janus, respectivament.

L’analisi per HPLC-MS, tant de 1’experiment control com de I’experiment en preséncia
d’RNA, a més de no observar-se en cap cas la presencia de monomers tiol, va revelar
que la composicid de la DCL a les aliquotes de 6 h, 24 h 1 48 h es mantenia
practicament constant, fet que va indicar que a les 6 hores de reaccio ja s’havia assolit
I’equilibri termodinamic. També, cal comentar que malgrat els esforg¢os realitzats a
I’analisi de la DCL per HPLC-MS, no va ser possible determinar els percentatges dels
dimers disulfur JB-Azq i1 JA-JA, ja que ambdos compostos s’eluien a les mateixes
condicions d’analisi tal com es descriu a la part experimental (Taula 29 de ’apartat 3.3).
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Figura 75. Cromatogrames d’HPLC a 260 nm corresponents a la composicid de la DCL en abséncia
(esquerra) i en presencia (dreta) de ’'RNA-biotina wt a les 48 h. Els dimer disulfur JA-JBpept i JB-JApept
no s’han pogut diferenciar per HPLC. Els nimeros de 1’1 al 9 corresponen a JApept-JApept, JApept-
JBpept, IBpept-JBpept, Azq-JApept, JA-JApept + Azq-JBpept, JApept-JB/IBpept-JA, IB-JBpept, Azq-
AzqiJA-Azq, JA-JA, respectivament.

En comparar els experiments en preséncia i en absencia d’RNA (Figura 76), es va
observar que els heterodimers disulfur que més s’amplificaven corresponen als que
tenen el fragment de 1’agent intercalant Amt, com ara Amt-Azq (~ 85%), Amt-JApept
(~ 66%) i Amt-JBpept (~ 66%). Es interessant remarcar que es va confirmar la
tendencia observada a I’experiment anterior per als lligands Janus-neamina, ja que
novament la part peptidica del fragment Janus genera compostos més afins, tal com
constaten les amplificacions dels dimers d’Amt-JApept (~ 66%) i Amt-JBpept (~ 66%),
unes 70 vegades més grans que les d’Amt-JA (~ -11%) i Amt-JB (~ -7%). A més, ¢és
important destacar la similitud de les amplificacions entre ambdds compostos Amt-
Janus, com ja s’havia observat anteriorment, fet que suggereix que no hi ha una
diferéncia significativa entre les seves afinitats. Per tant, aquest resultat reafirma altra
vegada la importancia de les interaccions de tipus electrostatic o de pont d’hidrogen que
poden exercir els aminoacids del peéptid.

Pel que fa al monomer Azq, tot 1 que la combinaci6 amb els derivats Janus en cap cas va
donar lloc a valors d’amplificaci6 significatius, és destacable la formacié del dimer
disulfur Amt-Azq 46 (~ 85%), que esta d’acord amb el resultat obtingut al primer
experiment de DCC, 1 que corrobora que pugui ser un lligand atractiu per reconeixer
I’adenina desaparellada, atés que 1’ Amt el situaria a prop de la regio del bulge.
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Figura 76. Histogrames a les 48 hores corresponents a la variacio de la composicié de cada monomer a la
DCL (esquerra) i al percentatge d’amplificacio de cada espécie per efecte de la preséncia de ’'RNA wt, on
X representa els dimers disulfur JA-JBpept i JB-JApept indiferenciables per HPLC.

També ¢€s important destacar la gran amplificacié de ’homodimer disulfur Amt-Amt (~
270%) respecte Azq-Azq (~ -23%), JApept-JApept (~ 29%), JBpept-JBpept (~ 15%) 1
JApept-JBpept (~ 70%). Tot 1 I’aparent discordanga entre aquest valor i1 I’obtingut al
primer experiment, on les respectives dades d’amplificacio dels compostos Amt-Amt 1
Azqg-Azq eren bastant més negatives, (~ -40%) 1 (~ -80%), cal destacar que la preséncia
de les neamines al primer experiment va ocasionar un desplacament de 1’equilibri
termodinamic cap a la formacid majoritaria dels heterodimers Amt-NeaC, (~ 3400%), 1
Amt-NeaCg (~ 1600%), fet que va impedir la formacié d’altres compostos com I’ Amt-
Amt. Aquest comportament, doncs, evidencia el fet que cada experiment consta del seu
equilibri termodinamic particular 1, per tant, vam considerar dins d’una normalitat
I’aparici6 d’algunes petites discrepancies. A més, també és important comentar que les
tendéncies generals observades anteriorment coincideixen plenament amb les
conclusions obtingudes en aquest experiment.
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Figura 77. Estructura dels lligands Amt-JApept (51) i Amt-JBpept (52) identificats.

Dels diversos compostos identificats en aquest experiment de DCC, es va arribar a la
conclusié que els lligands Amt-JApept (51) 1 Amt-JBpept (52), juntament amb
I’anteriorment seleccionat Amt-Azq (46), eren forca atractius per a la realitzacid dels
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futurs estudis biofisics amb I’RNA. El fet que a prop del suposat lloc d’unié de
I’ametantrona hi hagi un parell G U 1, que per accidé de les mutacions se’n formi un
altre, fa que la combinaci6é del fragment Amt amb les molécules Janus pugui generar
nous lligands d’RNA amb capacitat per reconeixer especificament aquests parells G U
(Figura 77).

2.2.4 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona i Neamina

Davant dels resultats dels experiments anteriors, es va considerar oporta realitzar un
ultim experiment per corroborar, d’una banda, la gran amplificaci6 obtinguda pels
dimers derivats d’Amt 1, de 1’altra, comparar directament la formacio dels compostos
Amt-Nea 1 Amt-Janus amb els Janus-Nea. Aixi doncs, en aquest experiment de DCC es
va deixar evolucionar fins a les 48 hores una mescla equimolar (100 uM) formada per
Amt (30), NeaC, (37), NeaCs (43), JApept (21), JBpept (22), JA (23), 1 JB (24), en
presencia de la diana RNA-biotina wt (Figura 78). L’analisi per HPLC-MS, amb 1
sense RNA, va revelar que a partir de les 6 hores de reaccio la composicid de la DCL es
mantenia constant, fet que va indicar la consecucio de I’equilibri termodinamic.

7 3]
8 ot °
46| =a “ 5]
2 2. g m T ~ . Z
By 2 z 218 B2 £ 5
Azé() ‘L% + E - A260 % c%& < m g
N S) © g2 m g o) ° E =&+ — <<
9 39 ¢ N-E b ¢ 30 9 i3 g\ 5
8 5z 8 3 g = L e RSzR B E‘é ] L E
0 ol =) O o O < g«
Z 3 Z. Z =] Z <
SRR R A 10 < z o8z 2 < 35 <
2 Z oM B 9 < T Z S0 R’
22g” 2 2og8 2|6 10
5&“1 <l E &HEI <1
JL‘ !.r TNEL ™ - ﬂ‘_“_ A i ‘ A !
15 25 35 45 15—‘ 25 35 45
t/min —= t/min —=

Figura 78. Cromatogrames d’HPLC a 260 nm corresponents a la composicié de la DCL en abséncia
(esquerra) i en preseéncia (dreta) de ’RNA-biotina wt a les 48 h. Els dimers disulfur JA-JBpept i JB-
JApept (X) no s’han pogut diferenciar per HPLC. Els numeros de 1’1 al 9 corresponen a JBpept-NeaCg,
JApept-JApept, JApept-JBpept, IBpept-JBpept, JA-NeaCg, JA-JApept+JB-NeaCg, X, JB-IBpept, JA-JA, i
JA-JB, respectivament. Cal destacar que el compost Amt-NeaC, (cercle negre) s’aprecia en forma de

petita esquena al pic 7 del cromatograma de 1’experiment sense RNA.

A partir de la comparacidé de I’experiment control amb el realitzat en presencia de
I’RNA, tal com es mostra als histogrames de la Figura 79, es va confirmar novament
que els dimers Amt-NeaC, (~ 740%) 1 AmtNeaCs (~ 300%) eren els més amplificats
respecte a qualsevol altra combinacié de monomers. Concretament, el lligand amb
I’espaiador més curt s’amplificava unes 2.5 vegades més que el que conté 1’espaiador
llarg. Per tant, aquest resultat indica que la combinaci6 dels fragments Amt 1 neamina
origina lligands molt afins, tal com ja s’ha comprovat anteriorment (apartat 2.2.1). A
més, el fet que Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCs siguin els compostos més amplificats de la
biblioteca suggereix que son molt més afins que qualsevol altre de les 28 combinacions
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de dimers disulfur possibles. Per exemple, Amt-NeaC, s’amplifica entre 750 - 800
vegades més que JApept-NeaC, i JBpept-NeaC,, i Amt-NeaCq al voltant d’unes 300
respecte JApept-NeaCe 1 JBpept-NeaCs. Ates que ambdues families de lligands, Amt-
Nea 1 Janus-Nea, contenen el mateix fragment aminoglicosidic, segurament les
diferéncies en I’afinitat recauen al fragment heteroaromatic. En aquest sentit, doncs,
aquests resultats recolzarien també la hipotesi en la qual el derivat Amt interaccionaria
amb la diana d’RNA per intercalacié entre el parell de bases G-C adjacent a 1’adenina
del bulge, tal com ho fa la mitoxantrona. En canvi, la part heteroaromatica del lligand
Janus-Neamina només aporta la capacitat per formar enllagos pont d’hidrogen amb les
nucleobases, que, malgrat ser un tipus d’interaccié més especifica, €¢s molt més feble
que les basades en la intercalacio.
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Figura 79. Histogrames a les 48 hores corresponents a la variacié de la composicié de cada monomer a la
DCL (esquerra) i al percentatge d’amplificacié de cada espécie (dreta) per efecte de la preséncia de
I’RNA wt, on X representa els dimers disulfur JA-JBpept i JB-JApept, indiferenciables per HPLC.

Per altra banda, també es va veure corroborada la tendéncia observada anteriorment
amb la formacid dels heterodimers Amt-Janus, on la major amplificaci6 per Amt-
JApept (~ 37%) i Amt-JBpept (~ 30%) respecte Amt-JA (~ -25%) 1 Amt-JB (~ -42%),
confirma el paper del péptid en la interaccié6 amb I’RNA. A més, tal com s’ha indicat
anteriorment, la similitud de les amplificacions dels compostos Amt-Janus suggereix
que les afinitats d’ambdds Iligands sén molt semblants.

Per ultim, cal comentar que les amplificacions dels homodimers disulfur Amt-Amt (~
166%), JApept-JApept (~ 53%), JBpept-JBpept (~ 35%) i JApept-JBpept (~ 90%)
mostren una tendencia comparable amb la de 1’experiment anterior, tot i que en aquest
cas les diferencies son més petites. Aquest resultat torna a posar de manifest que cada
experiment consta del seu equilibri particular i, aquest en concret, la presencia dels
monomers aminoglicosidics desplaca 1’equilibri cap a la formacié majoritaria dels
dimers Amt-NeaC, i Amt-NeaCs en detriment d’altres possibles combinacions, com
JApept-NeaC,, JBpept-NeaC,, JApept-NeaCs 1 JBpept-NeaCsq, que tenen percentatges
d’amplificaciéo molt més baixos.

En conclusio, a partir dels resultats d’aquest experiment s’ha confirmat novament el
potencial dels compostos Amt-NeaC, (44), Amt-NeaC¢ (45), Amt-JApept (51), Amt-
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JBpept (52), JApept-NeaC, (47), JApept-NeaCe (48), JBpept-NeaC, (49) 1 JBpept-
NeaCs (50) com a possibles lligands de ’RNA diana.

2.3 Valoracio dels resultats dels experiments de DCC

A partir dels resultats obtinguts als diferents experiments de DCC, una de les primeres
conclusions que podem extreure €s la preferencia de ’'RNA per aquells lligands que
contenen 1’agent intercalant derivat de ’ametantrona (Amt) en detriment de 1’acridina
(AcrOMe). Més concretament, la combinacié amb I’aminoglicosid neamina €s la que ha
generat les amplificacions més grans, efecte que suggereix que els compostos Amt-
NeaC, (44) 1 Amt-NeaCg (45) presenten graus d’afinitat amb la diana d’RNA molt més
elevats, on existeix un efecte modulador per part de la longitud de 1’espaiador. En segon
terme, a més de la unié amb la neamina, la combinaci6 d’Amt amb els fragments
heteroaromatics Azq 1 Janus també han conduit a la formacié de compostos amb
capacitat per interaccionar especificament amb ’adenina desaparellada de la regid del
bulge, (Amt-Azq (46)), 1 amb els parells de bases G-U presents a I’estructura nativa i a
les seqiiencies mutades (Amt-JApept (51) i Amt-JBpept (52)). Per aquests ultims, cal
destacar també els dimers Janus-neamina (47, 48, 49, 50), tot i que les seves
amplificacions son bastant més moderades que les dels seus analegs basats en la
combinaci6 amb el derivat de ’ametantrona. Altrament, atés que els lligands Azg-Nea
ja havien estat estudiats al nostre grup,’ no s’han tingut en compte en aquest treball.

En segon lloc, amb les dades extretes del segon experiment (apartat 2.2.2) es pot
concloure que les reaccions de bescanvi disulfur entre les molécules Janus 1 els derivats
de neamina s6n més lentes que en presencia d’altres monomers tiol, tal com revela la
preséncia dels compostos tiol de partida a les 48 hores. En canvi, en aquest mateix
experiment en presencia del monomer Amt (apartat 2.2.4), s’assoleix 1’equilibri a les 6
hores de reaccio. Una possible explicacid podria ser la major afinitat del derivat de
I’ametantrona amb I’RNA, amb la qual cosa conduiria a un desplacament de ’equilibri
cap a la formaci6 de productes encara més afins 1, per tant, s’arribaria més aviat a un
estat estacionari.

Cal esmentar també la gran dificultat de 1’analisi per HPLC-MS de la composicio de la
DCL de tots els experiments, ja que ha calgut emprar dos tipus de condicions
analitiques per tal d’obtenir una correcta separacid cromatografica que permetés la
quantificacid de tots els compostos formats (apartat 3 de la Part Experimental). Aquest
obstacle ha estat la principal rad per la qual només s’han emprat 6 1 7 monomers tiol en
cadascun dels experiments de DCC.
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3 Sintesi dels lligands d’RNA

3.1 Sintesi dels lligands seleccionats mitjancant DCC

Un cop identificats 1 seleccionats els 9 lligands més prometedors (compostos 44-52)
amb capacitat per interaccionar amb I’RNA diana, la segiient etapa del treball ha
consistit en la seva sintesi a gran escala per tal de realitzar els corresponents estudis
biofisics amb ’RNA, atés que 1’escala dels experiments de DCC era massa petita per
aillar-ne la quantitat necessaria. La sintesi dels dimers disulfur asimetrics, provada amb
&xit al nostre grup,’ s’ha basat en una metodologia molt utilitzada en la conjugacié de
péptids disulfur,”® en la qual s’empra el reactiu 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) (DTNP)
com a agent activant dels grup tiol. Tal com es mostra a la Figura 80, en una primera
reaccid de bescanvi disulfur es produeix 1’atac nucleofil del grup tiol lliure del primer
monomer per donar I’especie activada en forma de dimer disulfur estable que, després
de tornar a bescanviar I’enlla¢ disulfur, mitjangant la reacci6 amb un altre monomer tiol,
déna lloc a I’heterodimer disulfur desitjat.

Etapa 1: activacio del monomer tiol

NO,
o o 7
Ri— S—\ — /S \ / NO, |
— S—\ NO, R—S N + N
/) / —_— . .
O:N \ S N monomer tiol activat
N
©
Etapa 2: formacio6 de I'espécie asimétrica NO,
©
R,—S _ SR = |
S NO R—S + N
\ /J4<i/>7 2 —_— ! N
Ri—S N heterodimer S
monomer tiol activat disulfur )

Figura 80. Representacié esquematica del mecanisme de formacid de 1’enlla¢ disulfur asimétric.
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Cal destacar que ambdues reaccions de bescanvi d’enllag disulfur transcorren en
atmosfera innert sense 1’s de cap agent oxidant. Particularment, el grup nitro de la
posici6 para fa que el tiolat sigui un molt bon grup sortint,”* fet que facilita I’atac
nucleofil sobre I’enlla¢ disulfur activat.

A nivell experimental, inicialment es va optar per seguir el procediment descrit a la tesi
doctoral de Paula Lopez,’ en el qual es feia reaccionar el monomer tiol amb 12.5 eq de
DTNP a temperatura ambient 1 en atmosfera d’argd, amb el corresponent seguiment per
espectrometria de masses ESI, durant unes 15 hores en una mescla H,O/THF (1:2) amb
0.1 % TFA. La major proporcio de dissolvent organic €s necessaria per dissoldre el
reactiu 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina). Un cop activada la funcidé tiol 1 eliminat
completament 1’excés de DTNP mitjangant extraccions amb AcOEt, es feia reaccionar
amb D’altre monomer tiol, en les mateixes condicions, per tal d’obtenir el disulfur
desitjat. Ara bé, I’obtencié de rendiments baixos i1 1’elevada proporcidé de l’especie
homodimerica, ha ocasionat que en alguns casos s’hagi optat per controlar el pH de la
reaccid mitjangant 1’us d’una solucié amortidora d’AcONH4 1 M a pH 3.5, ja que es
troba descrit que s’afavoreix la formacid de 1’enllag heterodisulfur a pHs entre 3.5 1
6.5.°% En el nostre cas, doncs, es van dissoldre els 12.5 eq de I’agent activant DTNP en
una mescla THF/AcONH4 1 M a pH 3.5 (2:1), seguint les mateixes condicions descrites
anteriorment.

Tot 1 aquestes modificacions experimentals, en alguns casos no va ser possible millorar
els rendiments, perd com que les quantitats obtingudes eren suficients per realitzar els
estudis d’interaccio amb ’RNA, es va decidir no optimitzar aquesta metodologia.

3.1.1 Sintesi de lligands Ametantrona-Neamina

Per a la sintesi d’aquest primer grup de lligands, després de diverses proves es va optar
per activar, en primer lloc, els derivats de neamina (37 1 43) amb DTNP 1,
posteriorment, addicionar el monomer Amt (30), fet que va permetre obtenir 44 1 45
amb rendiments del 55 1 33%, respectivament (Figura 81).

Cal destacar que malgrat haver obtingut en tots els casos 1’especie homodimerica Amt-
Amt, no es va considerar oporta aillar-la, ja que, per una banda, el seu grau
d’amplificacid als experiments de DCC és molt inferior al dels dimers Amt-Neamina i,
per I’altra, el fet de tractar-se d’una especie bis-intercalant fara que sigui un lligand poc
especific.
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NH2 — NH,
— /54<t/>—N02 HO 0
ON—\ 7 % N HOLX
N 2 o H)N
s A4 rre—— HOTHF (12) - oN— /T 5 O~ NH;
Ar, T amb., 15h - 7
N

n =2; NeaC,-SH (37) neamina activada

n = 6; NeaC,-SH (43)
0.1% TFA en H,O

Ami-SH GO)J Ar, T amb., 15 h

>N \/\OH

NH,
(6]
n = 2; Amt-NeaC, (44), rdt: 55% H&%
n = 6; Amt-NeaCyg (45), rdt: 33% H,N o_HaN
AT
OH

HN S— (0]
\/\ /\/
S,

Figura 81. Esquema de la sintesi dels dimers disulfur 44 i 45.

A continuacid, a la Figura 82 es mostren els cromatogrames d’HPLC dels productes 44
145.

a)

b)

=

30

T

30

Figura 82. Cromatograma del cru de sintesi (esquerra) i del producte pur (dreta) de: a) Amt-NeaC, (44),
b) Amt-NeaCg (45).

3.1.2 Sintesi del lligand Ametantrona-Azaquinolona

Per a I’obtencid del lligand Amt-Azq (46) es va fer reaccionar 30, amb el monomer Azq
previament activat amb DTNP, en THF/1M d’AcONHy a pH 3.5 (1:1) (Figura 83).
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=z | X
H H
— N N SH
~ N
Azq-SH ©

1 M AcONH, pH 3.5/THF (1:1)

— /SO—NOZ
ON N\ / S N Ar, T amb., 15h
N

= X NT

| H H
P N N S
o E N WW\S\
o

azaquinolona activada

NO,

IM AcONH,4 pH 3.5
Ar, Tamb., 15h

H
N
HO” " ""NH O

PN 99e

\ H H
0N N N\/\/N\H/\/S\s\/\N/\/NH o
H
0

Amt-Azq (46), rdt: 54%

Amt-SH (30)

Figura 83. Esquema de la sintesi del lligand Amt-Azq (46).

Es interessant mencionar que a ’hora de realitzar la purificacié per HPLC, atés que el
subproducte de la reacci6 Amt-Amt eluia amb el producte desitjat, va caldre emprar
com a eluents mescles amb 0.1 % d’acid formic enlloc del percentatge de TFA utilitzat
habitualment (Figura 84).

|

[ J ]
0 30 0 30

Figura 84. Cromatograma del cru de sintesi (esquerra) i del producte pur (dreta) Amt-Azq (46).
3.1.3 Sintesi de lligands Janus-Neamina

Per a la sintesi d’aquest grup de lligands es va seguir el procediment experimental
descrit a I’apartat 3.1.1, en el qual, primerament, es van activar els derivats neamina (37
1 43) amb DTNP 1, posteriorment, es va afegir la molecula Janus (21 1 22) per obtenir
48-50 amb rendiments del 21-53%. Per altra banda, 1’activacid de 21 amb DTNP en una
mescla THF/1IM AcONH4 a pH 3.5 (1:1), 1 la posterior reaccié amb 37 va permetre
obtenir 47 amb un rendiment inferior (11%), tal com es troba descrit a la part
experimental (Figura 85). A més, atés que en tots els casos es va detectar la formacio
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dels homodimers JApept-JApept (53) 1 JBpept-JBpept (54), es va decidir aillar-los 1
emprar-los als posteriors estudis biofisics amb I’RNA.

NH,

HO

HO
HN

O

(6]
HS Mn OH
n =2; NeaC,-SH (37)
n = 6; NeaC,-SH (43)

— /SONOZ
O,N \ /) S N Ar, T amb., 15h
N

0.1% TFA en H,O/THF (1:2)

o
~ S
N

neamina activada

JApept (21)

o H,N — /34<t/>—N02
T T oZN{%s X Ar, T amb,, 151
N

1 M AcONH, pH 3.5/THF (1:2)

/SONOZ
R—S N R: JApept

monomer Janus activat

NeaC,-SH (37) | 1M AcONH,4

pH 3.5
NH,
21022 HO O
B HOH N
0.1% TFA/H,0O 2 o H)N
Ar, Tamb., 15h 0 NH,
P n OH

R—g

R: JApept, n = 2; JApept-NeaC, (47), rdt: 11%
R: JApept, n = 6; JApept-NeaCg (48), rdt: 33%
R: JBpept, n = 2; JBpept-NeaC, (49), rdt: 53%
R: JBpept, n = 6; JBpept-NeaCgq (50), rdt: 21%

Figura 85 Esquema de la sintesi dels dimers disulfur 47-50.

A continuacio, a la Figura 86 es mostren els cromatogrames d’HPLC corresponents al

cru de reaccid 1 al producte purificat en cada cas.

.

=
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[ =T

35

=

30

=
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c)
L
| 1 I 1
0 35 0 35
d)
I 1 ] 1
0 30 0 30
€) f)
[ l I 1
0 35 0 35

Figura 86. Cromatogrames d’HPLC dels crus de sintesi (esquerra) i dels productes purs (dreta) de: a)
JApept-NeaC, (47), b) JApept-NeaCs (48), c) JBpept-NeaC, (49) i d) JBpept-NeaCq (50). Com a
subproductes, també s han aillat els homodimers: e) JApept-JApept (53), i f) IBpept-IBpept (54).

3.1.4 Sintesi de lligands Ametantrona-Janus

Per a la sintesi dels compostos Amt-JApept (51) 1 Amt-JBpept (52) es va activar
primerament la funcid tiol del monomer 30 i, a continuacid, es va fer reaccionar amb els
monomers Janus 21 i1 22 (Figura 87). Cal destacar que, tal com s’havia observat a la
sintesi dels compostos Amt-Nea, en aquest cas també es va detectar la formacié de
I’homodimer Amt-Amt.
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H H
0 NN o — SN\ /N 0 NN Non
ON—\ ¢ N
0 i 1
> NO,
6 M~ st O1%TFAen HO/THF (12) 6 I S |
H Ar, T amb., 15h H
Amt-SH (30) ametantrona activada
21022
Ar, Tamb., 15h

0.1% TFA/H,0

N
0o HNT O "on

R: JApept, Amt-JApept (51), rdt: 26% O‘O
R: JBpept, Amt-JBpept (52), rdt: 55%
O HN A~ Shg R
H

Figura 87. Esquema de la sintesi dels dimers disulfur 51-52.

A continuacid, a la Figura 88 es mostren els cromatogrames d’HPLC dels productes 51
152.

a)

o
=

30 30
b)
I | W VN — M A L
.1 T 1
0 30 0 30

Figura 88. Cromatogrames dels crus de sintesi (esquerra) i dels productes purs (dreta) de: a) Amt-JApept
(51) i b) Amt-JBpept (52).

3.2 Sintesi dels lligands de segona generacio

A partir dels resultats obtinguts amb els lligands identificats als experiment de DCC, es
va creure convenient modificar-los quimicament amb 1’objectiu de millorar les seves
propietats d’interaccié amb I’RNA. Concretament, tal com s’exposa a continuacid, es va
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optar, d’una banda, per la guanidinilacié dels grups amino del fragment neamina 1, de
’altra, en una doble funcionalitzacié del fragment ametantrona. Atés que van suposar
una millora en les seves propietats fisicoquimiques, es va decidir anomenar-los lligands
de segona generacio.

3.2.1 Sintesi de lligands guanidinilats

Com ja s’ha comentat anteriorment per I’arginina,” a la natura els grups guanidini
formen, juntament amb diversos grups anionics com ara els carboxilats o fosfats
presents en els enzims o anticossos, fortes interaccions electrostatiques que
contribueixen a I’estabilitzacié de 1’estructura terciaria. Per tant, no €s d’estranyar que
en estudis de reconeixement molecular, el disseny 1 la sintesi de compostos amb grups
guanidini tingui un paper molt important.”’

Els grups guanidini desenvolupen una funcid essencial en moltes interaccions entre
I’RNA 1 les proteines, ja que, a diferéncia dels grups amoni, tenen una orientacié plana
que els hi atorga una gran direccionalitat en les interaccions de tipus enlla¢ pont
d’hidrogen. A més, el grup guanidini té un caracter molt basic (pK, ~ 12-13) 1, per tant,
en un ample rang de pH esta protonat, on la seva carrega positiva es troba deslocalitzada
al voltant dels tres atoms de nitrogen.”’ Per altra banda, la substituci6 dels grups amino
per grups guanidini ha tingut un paper molt destacat en la millora de I’afinitat i
I’especificitat amb I'RNA de lligands aminoglicosidics, anometats guanidinoglicosids.”®
A més d’una gran afinitat amb I’RNA, els guanidinoglicosids mostren una gran eficacia
de penetracio cel-lular 1 una capacitat per inhibir la replicacié del virus VIH-1 in vivo. 1,
analogament als aminoglicosids, els guanidinoglicosids s’enllacen preferentment a
I’RNA respecte el DNA, fet que demostra la seva selectivitat amb les molecules
d’RNA.>® Aixi doncs, davant d’aquests precedents bibliografics, es va pensar que la
guanidinilaci6 dels grups amino dels lligands que contenen el fragment neamina podria
ser una bona via per obtenir lligands més afins 1 especifics.

Experimentalment, es va optar per la guanidinilacié directa dels grups amino del
fragment aminoglicosidic emprant la metodologia descrita per Tor i col-laboradors,’*’
aplicada préviament també amb éxit al nostre grup de recerca.” Concretament, es va fer
reaccionar el compost amb un gran excés (15 eq) de 1,3-di-Boc-2-
(trifluorometilsulfonil)guanidina 1 NEt; a temperatura ambient durant 3-4 dies. Un cop
guanidinilat, atés que els grups guanidini incorporats estan protegits amb els grups Boc,
ha calgut realitzar la corresponent desproteccio per obtenir el producte desitjat.

3.2.1.1 Sintesi de lligands Janus-Guanidinoneamina

La sintesi dels Iligands Janus-Guanidinoneamina, es va dur a terme mitjangant la
reaccid dels compostos JApept-NeaC, (47), JApept-NeaCs (48), JBpept-NeaC, (49) 1
JBpept-NeaCe (50) amb el reactiu guanidinilant (10 eq de per grup amino) en preséncia
de 240 eq de NEt;, en una mescla MeOH/CHCl; (5:3) durant 3-4 dies, 1 amb el
corresponent seguiment per espectrometria de masses MALDI-TOF. Un cop obtinguts
els productes guanidinilats, el segiient pas va consistir en I’eliminacidé dels grups Boc
mitjancant un tractament amb una mescla TFA/DCM (1:1), amb 2.5 % TIS com a
capturador de cations. (Figura 89).
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Des del punt de vista cinetic, cal dir que es tracta d’una reaccié molt lenta, ja que
I’impediment esteric al voltant de cada grup amino esdevé cada vegada més gran 1, a
més, el fet que s’hagi d’emprar un dissolvent protic per dissoldre I’aminoglicosid,
alenteix la reaccié de guanidinilacié.”® Es per aix0, doncs, que enlloc d’emprar un
dissolvent molt polar com I’'H,O, s’ha utilitzat una mescla de dissolvents organics
(MeOH 1 CHCls) que, amb una polaritat més moderada, permeten solubilitzar tant els
lligands com el reactiu guanidinilant.

BocN

NH, NHBoc
HO 0 F0S 420 HN
SN BocN
HOT 07 "NH EpN HO 0
2 o_HbN /g HO NHBoc
wNH BocHN NBoc HN

NH
O 2 BocHN\‘( 0
S OH B —— H
Ry T MeOH/CHCI, (5:3) NSBSCM/O\Z ;Ojﬁ N, NHBoc
R\S/ n 7]/

3-4 dies
R: JApept, n = 2; JApept-NeaC, (47) BocN
R: JApept, n = 6; JApept-NeaCyg (48) DCM/TFA (1:1) "
R: IBpept, n = 2; JBpept-NeaC, (49) 2.5% TIS T amb., 2

R: JBpept, n = 6; JBpept-NeaCq (50) N
»\ NH,
R: JApept, n = 2; JApept-NeaC,Gy (55), rdt: 27% N HN
R: JApept, n = 6; JApept-NeaCqsGy (56), rdt: 24%  HO 0 >—NH2
R: IBpept, n = 2; IBpept-NeaC,Gy (57), rdt: 23% 1O

HN—r N HN
R: JBpept, n = 6; JBpept-NeaC¢Gy (58), rdt: 16% 2 \\gH OO\WE

NH,
T oy

HN

Figura 89. Esquema de la sintesi dels lligands guanidinilats 55-58.

Cal destacar que en tots els casos els rendiments han estat bastant baixos, ja que tamb¢
s’ha obtingut el producte amb tres grups guanidini, tal com es pot apreciar als
cromatogrames d’HPLC dels corresponents crus de reaccié (Figura 90).

a)
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Figura 90. Cromatogrames dels crus de sintesi (esquerra) i dels productes purs (dreta) de: a) JApept-
NeaC,Gy (55), b) JApept-NeaCsG4 (56), ) IBpept-NeaC,Gy (57) 1 IBpept-NeaCeGy (58).

3.2.1.2 Sintesi de lligands Ametantrona-Guanidinoneamina

Inicialment es va fer reaccionar directament els lligands Ametantrona-Neamina (44 1
45) amb el reactiu guanidinilant en presencia de NEt;, mitjancant el mateix procediment
experimental descrit anterioment. Després de la desproteccid dels grups Boc, 1’analisi
per HPLC va mostrar un producte majoritari que, un cop aillat, va resultar tenir la massa
del producte tetraguanidinilat desitjat. Ara bé, el fet que I’analisi per EM-MALDI-TOF
mostrés la presencia de productes amb 3, 4, 5 1 6 grups guanidini, ens va fer dubtar que
el producte tetraguanidinilat aillat per HPLC, tot i la simetria del pic cromatografic, fos
realment una barreja dels diferents regioisomers originats per la guanidinilacio de les
amines secundaries del derivat de I’ametantrona. Per tant, es va preferir canviar
d’estrategia, tot 1 que posteriorment es va demostrar per RMN que el producte aillat
inicialment corresponia Unicament al producte ametantrona-neamina guanidinilada
desitjat.

Aixi doncs, en una segona estratégia es va optar per sintetitzar els lligands a través de
I’activacio, en primer lloc, del monomer tiol neamina (37 1 43) amb ’agent activant
DTNP, tal com s’ha descrit a I’apartat 3.1. A continuacio, es va eliminar el grup
tioacetat de 28, mantenint les amines secundaries protegides amb els grups Boc, 1 aquest
intermedi es va fer reaccionar amb el derivat de neamina activat. Després de la
corresponent purificacid per HPLC, els productes 59 1 60 van poder ser obtinguts amb
uns rendiments del 11 1 17%, respectivament (Figura 91).
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Figura 91. Esquema de la sintesi dels dimers disulfur 59 i 60.

Posteriorment, a partir del mateix procediment experimental anterior (apartat 3.2.1.1),
es van fer reaccionar 59 1 60 amb el reactiu guanidinilant, tot 1 que en aquest cas es van
addicionar 20 eq de reactiu per grup amino a guanidinilar. Atés que la presencia dels
grups Boc genera un impediment esteric addicional, van caldre fins a un total de 14 dies
de reaccid, 360 eq de 1,3-di-Boc-2-(trifluorometilsulfonil)guanidina 1 1680 eq de NEt;
per obtenir, després de la corresponent desprotreccid en medi acid, els productes
guanidinilats 61 1 62 desitjats amb un rendiment del 64 1 50%, respectivament (Figura
92).
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Figura 92. Esquema de la sintesi dels lligands guanidinilats 61 i 62.
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Per altra banda, també cal destacar que, tot i els 14 dies de reaccio i la gran quantitat de
reactiu guanidinilant addicionat, se seguia detecant la presencia dels productes
triguanidinilats en el cru de la reaccio, tot 1 que el majoritari corresponia als productes
desitjats 61 1 62 (Figura 93).
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Figura 93. Cromatogrames d’HPLC corresponents: a) als crus de sintesi de 59 (esquerra) i de 61 (dreta),
b) als crus de sintesi de 60 (esquerra) i de 62 (dreta), c) al producte 61 pur, i d) al producte 62 pur.

3.2.2 Sintesi de lligands derivats de I’ametantrona doblement funcionalitzats

L’altra via per obtenir lligands de segona generacid va consistir en emprar el derivat 29,
aillat com a subproducte de la reaccié Mitsunobu (apartat 1.2), per modificar el lligand
Amt-NeaC, (44) mitjangant la uni6 d’un segon fragment al brag¢ alquilic lliure de I’anell
d’antraquinona. L’eleccio del lligand Amt-NeaC, com a producte de partida va estar
condicionada pels resultats obtinguts als estudis biofisics que, tal com es descriura més
detalladament al segiient capitol, havien revelat una bona capacitat estabilitzadora i una
gran afinitat amb I’RNA diana. Per tant, davant de la important millora en les propietats
d’interaccidé de D’ametantrona amb I’RNA que havia representat la unio de
I’aminoglicosid neamina, particularment amb ’espaiador més curt, es va plantejar si
I’addicié d’un tercer fragment podia conduir a lligands encara més afins 1 amb major
especificitat amb la diana. Concretament, es va optar, d’'una banda, per la unié d’una
segona neamina amb 1’objectiu d’afavorir les interaccions electrostatiques del lligand
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amb ’RNA 1, de laltra, del derivat azaquinolona, ja que en cas que el lloc d’uni6 de 44
fos la zona del bulge, la presencia d’una molécula heteroaromatica amb capacitat per
reconeixer adenines desaparellades podria concedir al nou lligand una major
especificitat.

3.2.2.1 Sintesi del lligand Amt-NeaC,,NeaC,

Per a la sintesi d’aquest derivat de ’ametantrona doblement funcionalitzat, es va optar
per una estratégia similar a la seguida per 61 i 62. Es a dir, es van hidrolitzar els dos
grups tioacetat de 29 amb un tractament amb MeONa en MeOH 1, amb el manteniment
dels grups Boc, es va fer reaccionar amb un excés del monomer neamina 37, préviament
activat amb 1’agent DTNP, per obtenir el monomer 63 desitjat protegit amb els grups
Boc (Figura 94).
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Figura 94. Esquema de la sintesi del lligand doblement funcionalitzat 64.
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Un cop purificat 63 per HPLC, el segiient pas va consistir en 1’eliminacio dels grups
Boc mitjancant el tractament amb una solucié acida (TFA) en preséncia de H,O 1 TIS.
En aquest punt, és important comentar la necessitat d’haver hagut de purificar
previament el derivat de neamina activat per tal que tingués lloc la segiient reaccid. Un
altre punt critic de la reaccid es troba a la hidrolisi dels tioacetats de 29, ja que es va
observar que el tractament habitual amb una soluci6 1 M de MeONa afavoria la
formacidé de compostos polimerics derivats de I’ametantrona. En aquest sentit, doncs, es
va optar per diluir 10 vegades la concentraci6 de MeONa, 1 dur a terme la reaccid
només durant 5 min en atmosfera d’argd. Un cop confirmada per EM-ESI la presencia
del monomer ditiol, es va addicionar immediatament sobre el derivat de neamina
activat. També cal esmentar que es van mantenir unes condicions de reaccid diluides,
malgrat que la reaccid fos més lenta, per tal de minimitzar la formacidé d’especies
polidimeriques derivades de l’ametantrona. Tot 1 aixo, sempre es va observar la
formacio d’un precipitat blau corresponent a aquests subproductes.

Per altra banda, també es va detectar el producte amb només un fragment de neamina, ja
que, com era d’esperar, I’impediment esteric ocasionat per la primera neamina feia que
la reaccid amb una segona molecula de I’aminoglicosid fos més lenta, fet que originava
una competéncia entre la dimeritzacid del producte amb una unica neamina, 1 la
formacio del producte desitjat. Per tant, és per tot aix0 que, malgrat el baix rendiment
final, es va considerar tot un exit I’obtencié de 64 amb suficient quantitat per poder dur
a terme els estudis d’interaccié amb ’RNA plantejats (Figura 95).

Mkhbtk_ \
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Figura 95. Cromatogrames d’HPLC corresponents al cru de sintesi d’Amt(Boc),-NeaC,,NeaC, (63)

(indicat amb un *) i al producte pur Amt-NeaC,,NeaC, (64), respectivament.
3.2.2.2 Sintesi del lligand Amt-NeaC;,Azq

Per a la sintesi de 66 es va seguir el procediment anterior, perd en aquest cas es va fer
reaccionar el derivat desprotegit de 29 amb el doble d’equivalents del derivat de
neamina 37 activat respecte el monomer tiol activat d’azaquinolona, en atmosfera
d’argd durant 6 dies. Transcorregut aquest temps, es va desprotegir 1’intermedi 65
mitjangant el mateix tractament acid realitzat per 63 (Figura 96).
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Figura 96. Esquema de la sintesi del lligand doblement funcionalitzat 66.

Tal com era d’esperar, I’analisi per HPLC 1 EM-ESI també van revelar la formacio del
derivat amb dues neamines (63) i 1’analeg amb dues azaquinolones (Figura 97).
Finalment, un cop aillat per HPLC, el producte 65 va ser tractat en medi acid 1 es va
obtenir el lligand desitjat 66 amb un rendiment del 8%.
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Figura 97. Cromatogrames d’HPLC corresponents al cru de sintesi del producte Amt(Boc),-NeaC,,Azq

fT

315 0 35

(65), i al producte pur Amt-NeaC,,Azq (66), respectivament. A 1’analisi del cru, a part del producte
desitjat 65 (**), també es va detectar 63 (*) i el compost Amt(Boc),-Azq,Azq (***).
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Introduccio i objectius

Un cop sintetitzats a gran escala tant els lligands seleccionats als experiments de
quimica combinatoria dinamica (DCC) com alguns analegs de segona generacio, el
seglient pas d’aquest treball ha consistit en estudiar la seva interaccio amb les
seqiiencies nativa 1 mutades de la diana d’RNA, amb ’objectiu d’aprofundir en el
procés de reconeixement molecular.

A Dactualitat, en el camp de la recerca biomedica, els metodes biofisics son ampliament
utilitzats per determinar diversos parametres fisicoquimics associats amb la capacitat
d’enllag d’un lligand amb la seva diana biologica. Per exemple, les teécniques
espectroscopiques, com ara UV-visible, fluoresceéncia, ressonancia magnetica nuclear o
dicroisme circular, permeten obtenir informacié sobre el mecanisme d’enllag, la
determinacid de constants d’afinitat, I’estructura tridimensional del complex RNA-
lligand, el tipus d’interaccié o el lloc d’uni6 del lligand.>**

En aquesta segona part del treball, s’ha optat per agrupar els objectius en tres grans
apartats:

- La determinaci6 de I’afinitat i ’especificitat dels lligands amb la seqiieéncia nativa.

- L’estudi de ’efecte estabilitzador dels lligands a la seqiiencia nativa i a les mutades
+3, +14 1 +16.

- La caracteritzacid del tipus 1 del lloc d’uni6 amb la seqiiencia nativa de la diana
d’RNA.

A la segiient taula, s’indiquen els diferents lligands emprats als diferents estudis
biologics:
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Taula 2. Taula resum dels 1ligands estudiats en aquest segon capitol.
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1 Determinacio de P’afinitat i I’especificitat dels lligands amb la diana
d’RNA

Ates que idealment els compostos més amplificats als experiments de DCC solen ser els
compostos amb major afinitat amb la diana,>*****® I’objectiu més immediat va consistir
en corroborar aquesta correlacié mitjancant la determinacié de les constants d’afinitat
dels lligands amb la seqiiencia nativa de I’'RNA diana. Per altra banda, també es va
considerar interessant estudiar el grau d’especificitat ja que per obtenir lligands amb
bones propietats farmacologiques, com s’ha comentat anteriorment (apartat 1.3 de la
Introduccid), a més d’una bona afinitat, és molt important que la competéncia amb
altres biomolécules sigui minima.

1.1 Determinacio de constants d’afinitat: visio general

Per a la determinacio de constants d’afinitat de molécules petites amb una seqiiencia
d’RNA es poden emprar diverses tecniques biofisiques, tal com es troba descrit a la
bibliografia.® A continuacid, s’introdueixen breument algunes d’aquestes técniques,
posant especial emfasi a I’espectroscopia de fluorescencia (apartat 1.2), que ha estat la
tecnica escollida en aquest treball.

+ Calorimetria (ITC). Dins de les tecniques calorimetriques, la ITC (Isothermal
Titration Calorimetry) representa 1’aproximacid més utilitzada a 1’hora d’estudiar
interaccions moleculars entre lligands 1 biomolecules, siguin proteines o acids
nucleics.®™®" A més, es tracta d’una metodologia molt util per determinar constants
d’afinitat 1 obtenir informacié sobre el mecanisme d’interaccid a través de diversos
parametres termodinamics, com ara els efectes entropics 1 entalpics, I’energia lliure, o la
relacié d’estequiometria de la unié entre el lligand i la diana.®”®® Tipicament, un
experiment model consisteix en addicionar de forma successiva quantitats creixents de
lligand sobre una solucié de diana d’RNA, mesurant en cada addicio 1’energia que es
despren en formar-se el complex lligand-RNA. Aquesta técnica és molt adequada per
molecules que no presenten cap espectre d’absorcid ni d’emissio 1, a més, el fet que no
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calgui immobilitzar la diana sobre cap suport solid ni derivatitzar-la amb un grup
fluorofor, evita possibles pertorbacions que podrien afectar a 1’enllag del lligand amb
I’'RNA.%

Malgrat que és una teécnica molt sensible, com a principal limitaci6 destaca la necessitat
d’utilitzar grans quantitats de lligand i1 de diana per realitzar les valoracions.®”® Tot i
aixo, a la bibliografia es troben diversos exemples de la seva aplicacido a I’hora de
determinar constants d’afinitats de petites molecules amb seqiiencies d’RNA, com per
exemple, aminoglicosids i riboswitches.®

- Ressonancia de plasmé superficial (SPR). Als altims 15 anys la ressonancia de
plasmo superficial també ha esdevingut una tecnica molt utilitzada per a la determinacid
de diversos parametres cinetics, com ara constants d’equilibri associades a la formacid
de complexos RNA-lligand. A nivell experimental, similarment als experiments de
DCC (apartat 2.1.1 del capitol 1), la diana d’RNA es derivatitza a un extrem amb
biotina, ja que la unié amb estreptavidina permet la seva immovilitzacié a la superficie
metal-lica sobre la qual flueix com a fase mobil la solucié del lligand.®**** El nom de la
tecnica ve donat pel fenomen Optic que es produeix quan una radiacié electromagnetica
amb un angle concret penetra a I’interfase d’una superficie metal-lica formada per una
lamina d’or molt prima (nanometres), anomenada xip SPR, que separa dos medis amb
indexs de refraccio diferents. Quan els electrons deslocalitzats (plasmons) de 1’or
absorbeixen una part de I’energia, es produeix una reduccié de I’intensitat de la llum
reflexada, I’angle de la qual €s molt sensible als canvis de refraccio del medi extern. Per
tant, a mesura que la fase mobil transcorre sobre la superficie metal-lica, les interaccions
produides entre el lligand 1 la diana, fins que s’arriba a un estat d’equilibri, produeixen
variacions en 1’index de refraccid del medi aquds que afecten aquest angle 1 produeixen
un canvi a la intensitat del senyal SPR. La monitoritzacié d’aquests canvis amb el temps
permet quantificar constants d’equilibri 1 determinar constants d’afinitat de molécules
petites amb ’'RNA %6465

Per altra banda, tot i ser una tecnica molt sensible, ja que requereix molt poca quantitat
de lligand 1 d’RNA (de l'ordre de picomols a nanomols), un dels principals
inconvenients és la necessitat de derivatitzar I’RNA per fixar-lo al xip SPR. A més, cal
comentar que la correlacio entre la senyal SPR enregistrada i la concentraci6 de massa
sobre la superficie metal-lica ocasiona que en aquells casos en que s’estudia la
interacci6 d’un lligand de poc pes molecular amb una diana molt gran, les variacions de
massa tant petites poden dificultar 1’obtencié de valors fiables. I, finalment, I’elevat
preu de I’equip 1 el seu manteniment també son factors a tenir en compte.ﬁlb’64 Malgrat
aquests inconvenients, la SPR ¢és una técnica ampliament utilitzada per a la
determinacié de constants d’afinitat entre molécules petites i 'RNA.%

* Espectrometria de masses (ESI-MS). A nivell conceptual, la caracteristica principal
d’aquesta tecnica és el fet que permet determinar la massa molecular de la diana sola 1
del complex lligand-RNA format en fase gas. Concretament, un dels metodes més
utilitzats per determinar les constants d’afinitat consisteix en addicionar quantitats
creixents de lligand sobre una concentracido constant d’RNA, 1 enregistrar la relacio
entre la intensitat del pic molecular de ’RNA sol 1 la del pic corresponent al complex
amb el lligand. Per calcular les constants d’afinitat s’assumeix que el procés de
ionitzaci6 de la mostra no afecta a I’equilibri de formacio del complex 1 que la uni6 del
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lligand amb la diana no altera la seva ionitzacié. Es un métode molt sensible i rapid que
permet emprar molt poca quantitat de diana 1 de lligand sense haver de dur a terme cap
modificacié quimica prévia. A més, es poden identificar compostos desconeguts 1
permet obtenir directament informacio estequiometrica del complex a partir del nombre
de molecules d’RNA 1 de lligands presents. Tot i aixo, la principal problematica és la
presencia de sals no volatils, fins 1 tot a nivell de traces, presents a la majoria de
tampons aquosos que inhibeix la ionitzacid i provoca la pérdua de senyal, fet que limita
la técnica a 1"Gs de sals d’amoni, que si sén volatils.****® Malgrat aquest desavantatge,
I’espectrometria de masses ESI-MS ha estat ampliament emprada al camp dels acids
nucleics en 1’estudi de formacié de complexos amb molecules petites a través
d’interaccions de tipus no covalent.**’

- Ressonancia magnetica nuclear (RMN). Per estudiar en detall la interaccié de
molecules petites amb els acids nucleics existeixen diverses estrateégies basades en la
ressonancia magnética nuclear,”® com per exemple I’analisi dels desplacaments quimics
de la regié dels protons imino de la diana en funcié de la concentraci6 del lligand.®® En
general, ¢és possible determinar valors d’afinitat moderats-baixos (mM), tot 1 que cal
emprar grans quantitats de mostra.**>%

Malgrat que la RMN ha estat molt més emprada per estudiar la uni6 de lligands a
proteines, també podem trobar a la bibliografia alguns exemples de la seva aplicacio al
camp dels acids nucleics.***®

- Assaig de retard de mobilitat electroforética (EMSA). Tot 1 que aquesta técnica
s’usa principalment per estudiar els complexos entre proteines 1 acids nucleics, també
permet mesurar la interaccid d’enllag entre lligands 1 ’RNA.®® Classicament, les
solucions de proteina 1 d’acid nucleic, aquest Ultim marcat amb 3]P, son incubades
conjuntament 1 sotmeses a electroforesi amb un gel de poliacrilamida o d’agarosa, en
condicions no desnaturalitzants, per determinar la seva distribucidé a través del
seguiment de la seva marca de *'P. En general, s’observa que la mobilitat del complex
acid nucleic-proteina és més lenta que la de I’oligonucleotid lliure.**’® Ara bé, malgrat
que aquesta metodologia és molt Util per observar interaccions entre peptids o proteines
amb I’RNA, en el cas de molecules petites és més dificil. La determinacié de constants
d’afinitat se sol basar en mesurar el desplacament produit per aquestes molecules sobre
lligands coneguts de la diana d’RNA.®® Un exemple representatiu és la determinacié de
la capacitat inhibidora de la formacid del complex Rev-RRE per part de molecules
organiques, com ara derivats d’aminoglicosids.”

+ Fluorescéncia. L’espectroscopia de fluorescencia és una de les técniques analitiques
més utilitzades per identificar 1 caracteritzar interaccions entre les molecules petites i
I’RNA, ja que és molt sensible i requereix poca quantitat de mostra. Es per aixd que
s’engloba dins del grup de tecniques de cribatge anomenades high-throughput
screenning (apartat 1.3.3 de la Introduccid), i1 el seu cost economic és moderat.*”
Concretament, un experiment tipic per determinar constants d’afinitat consisteix en
mesurar la variacid de la intensitat de fluorescencia del lligand fluorescent a mesura que
s’addicionen quantitats creixents d’RNA.”* Ara bé, en el cas que el lligand no sigui
fluorescent, les constants d’afinitat es poden determinar a través d’un assaig de
competicio,**" en el qual es monitoritza el desplacament que realitza una molécula no
fluorescent sobre una enllagada amb I’RNA, que si ho ¢és, o bé a través de la mesura
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directa del canvi de fluorescéncia d’un grup fluorofor incorporat a la diana d’RNA,
produit per 1’addicié del lligand."**"*

A causa de la poca disponibilitat d’alguns instruments, com son els casos de la SPR o la
ITC, o les grans quantitats de mostra i d’RNA necessaries per RMN, en aquest treball
ens hem decantat per 1’espectroscopia de fluorescencia com a tecnica per determinar
I’afinitat dels compostos sintetitzats al capitol anterior amb la nostra diana d’RNA. Com
ja s’ha comentat, a més de ser una tecnica senzilla 1 de disposar al nostre grup de recerca
de la instrumentacié adequada, el seu ampli us al camp de la recerca de lligands d’RNA
I’avalen.

1.2 Espectroscopia de fluorescéncia

En aquest apartat s’ha considerat adient presentar aquesta técnica espectroscopica des
del punt de vista de la determinacié de constants d’afinitat de molécules petites amb
I’RNA, a través d’una breu presentacio teorica seguida d’una visid més practica, on
s’especifiquen qiiestions com 1’eleccido de I’estrategia a seguir, el grup fluorofor a
emprar o el calcul dels valors d’afinitat.

1.2.1 Introduccio i fonaments teorics

Quan una especie quimica absorbeix un fotd passa a un estat electronic excitat. Ara bé,
hi ha molecules (fluorofors) que enlloc de dissipar tot aquest excés d’energia en forma
de calor, ho fan emetent un fot6 a una freqiiencia diferent de 1’absorbida per donar lloc
al fenomen de luminiscéncia. Concretament, en funcio de la naturalesa de 1’estat excitat
1 del mecanisme mitjangant el qual 1’especie torna al seu estat fonamental, es produeix
fluorescencia o fosforescéncia que, des d’un punt de vista practic, es distingeixen a
partir del temps transcorregut entre I’absorcié i 1’emissié, que és d’uns 10% s a la
fluoresceéncia, i entre 107 i 10 s a la fosforescéncia.”

Teoricament, tal com s’indica al diagrama de Jablonski (Figura 98), quan un electré
passa a un nivell energetic superior, en funcid de ’estat del seu spin pot donar lloc a un
estat singlet excitat (S; 1 S;) o a un triplet excitat (T;), dins dels quals es distingeixen
diferents nivells d’energia vibracional (vo, Vi, V2...Vy). Quan una molecula absorbeix
radiacio electromagnetica (hvya) es produeix el pas d’electrons des de 1’estat vibracional
fonamental de I’estat fonamental (S, Vo) als estats vibracionals excitats de I’estat excitat
(Si1, Vi, V2...vh 0 Sy, Vi, Va...Vy). A més, a la vegada 1 sense emissid de radiacid, té lloc
un procés de relaxacio cap a I’estat vibracional fonamental del mateix estat excitat (S,
Vi, V2...Vh = Sy, Vo) o de I’estat excitat de més baixa energia (S, Vi, V2...Vqa = Si, Vo),
anomenat conversid interna. Altrament, quan es produeix I’emissio d’un fotd des I’estat
excitat a I’estat fonamental (S;, vo — So, Vo, V1, V2...Vy) es produeix fluorescencia (hvg).
Per altra banda, quan a dins de I’estat excitat es produeix un canvi a I’spin d’un electrd
es forma un estat triplet (T;), 1 aquest fenomen s’anomena creuament entre sistemes.
L’emissié d’un fotd des d’aquest estat excitat fins a 1’estat fonamental (T; — Sy, vy,
V,...Vy) es denomina fosforescéncia (hvp).”

En fluorescencia, la representacid de 1’espectre de les energies dels fotons emesos
durant les diferents transicions electroniques (S, Vo = So, Vo, Vi, V2...Vy) que formen la
radiaci6 de fluorescencia (hvr) és el que es coneix com a espectre de fluorescencia, en el
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qual la longitud d’ona maxima (Aex) correspon a 1’energia del foté emés a la transicio
entre el nivell vibracional fonamental (S;, Vo) 1 el nivell vibracional de més energia de
I’estat fonamental (S;, v,). També cal destacar el parametre anomenat rendiment quantic
(d), o intensitat de fluorescencia, que correspon a la relacié entre el nombre de fotons
emesos i els absorbits.”
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Figura 98. Diagrama de Jablonski.>*

Una altra caracteristica destacada ¢s el fet que 1’emissié produida per un fluorofor és
molt sensible al seu entorn. De fet, el seu temps de vida (1), el temps que transcorre
entre el seu estat excitat 1 el fonamental, es pot veure afectat per diferents mecanismes,
com ara col-lisions amb altres molécules en solucid, per processos de transferéncia
d’energia, per reaccions de I’estat excitat, o de forma estatica, que produeixen un procés
de perdua energetica que es tradueix en una disminuci6 de la intensitat de fluorescéncia
o quenching. De fet, moltes molecules amb capacitat per actuar com a fluorofors, com
ara les nucleobases naturals, pateixen aquest procés en solucid, de manera que la seva
emissio de fluorescencia no pot ser observada. Concretament, perque un fluorofor pugui
ser emprat en assaigs de fluorescencia ha de tenir un rendiment quantic d’almenys el
1097576

D’altra banda, tot i que l’objectiu d’aquest apartat no €s centrar-se en aspectes
instrumentals, val la pena comentar la funcid dels monocromadors o seleccionadors de
longituds d’ona d’excitacid (Aexc) 0 d’emissio (Aem), a partir dels quals s’obtenen els
espectres d’emissio 1 excitacid. En el primer cas, s’excita la mostra a un longitud d’ona
concreta (Aexc) enregistrant 1’espectre de radiacié emesa (espectre d’emissid) a un rang
determinat de longitud d’ones. La seleccidé de la Aexe ve determinada a partir de
I’espectre d’absorcid. En canvi, per obtenir I’espectre d’excitacid es fa un escombratge
de longituds d’ona d’excitacié 1 s’enregistra la intensitat de radiaci6 emesa a una
longitud d’ona concreta (Aem). En aquest punt, una de les caracteristiques més
importants dels espectres de fluorescencia és el fet que I’espectre d’emissio apareix a A
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més grans que el d’absorcio, ja que la seva energia d’emissio €s menor o igual que la
d’absorcio, amb la qual cosa I’emissio té lloc a energies més baixes. A més, com a
conseqiiencia de la transicio energetica que ddona lloc al fenomen de fluorescencia,
I’espectre d’emissio esdevé una imatge especular de la part de I’espectre d’absorcio
corresponent unicament a la transicié S; — So.”

Aixi doncs, el fet que el procés d’emissio de fluorescencia sigui molt més sensible a
I’entorn del fluorofor que el d’absorcid, li atorga a aquesta técnica un alt grau de
sensibilitat. De fet es considera que les técniques basades en fluorescéncia son al voltant
d’unes 1000 vegades més sensibles i versatils que I’espectroscopia d’absorcid. A més,
la gran sensibilitat del cromofor al medi, com el pH, la polaritat, la viscositat, etc,
converteixen la seva excitacid en una eina molt efectiva per dur a terme diversos assaigs
biofisics i bioquimics in vitro, a més de permetre obtenir imatges de cél-lules in vivo.”’

1.2.2 Marcatge fluorescent de ’RNA

A diferéncia de les proteines, que gracies als residus de triptofan, tirosina i1 fenilalanina
gaudeixen de propietats espectroscopiques favorables, els acids nucleics manquen
d’autofluorescencia a causa de la practicament inexistent capacitat emissiva de les bases
puriniques 1 pirimidiniques en condicions aquoses neutres.

Com s’ha comentat a 1’apartat anterior, a 1’hora de caracteritzar les interaccions entre els
lligands 1 ’'RNA mitjancant espectroscopia de fluorescencia, cal que almenys una de les
dues parts que formen el complex RNA-lligand sigui fluorescent. En el cas que el
lligand no ho sigui, és necessari modificar quimicament la cadena oligonucleotidica a
través de I’incorporacio d’un grup fluorofor a un dels extrems de la seqiiencia, o bé d’un
nucledsid fluorescent a una zona propera al lloc d’unié del lligand.®® Aquesta
modificacid permetra mesurar variacions en la fluorescéncia del fluorofor com a
conseqiiencia dels canvis conformacionals de I’RNA originats a causa de la interaccio
amb el lligand.”*""7®

En primer lloc, quan I’aproximacio de treball es basa en la incorporacié d’un marcador
fluorescent enmig de la seqiiencia oligonucleotidica, el procediment més habitual
consisteix en 1’Gs de nucleobases modificades isomorfiques a les naturals amb unes
propietats fluorescents inherents, on el tamany molecular, la capacitat de formacid
d’enllacos ponts d’hidrogen 1 I’aparellament Watson-Crick (W-C) no es veuen massa
modificats respecte a les nucleobases naturals. L’exemple més representatiu és la 2-
aminopurina (2-AP), un isomer constitucional de I’adenina, amb un alt rendiment
quantic, que mimetitza 1’adenina 1 que mant¢ la capacitat per formar aparellament W-C
amb les nucleobases timina (T) i uracil (U).°®*”” Es per aixd que la 2-AP (Figura 99)
s’ha convertit en un dels nucleosids modificats més utilitzats en estudis d’interaccio
entre els acids nucleics i molécules petites,” i també en la determinacié de constants
d’afinitats,'*>7>50%3

Pel que fa a la segona aproximacid, també molt emprada, la incorporacié del fluorofor a
un dels extrems de la cadena oligonucleotidica es realitza mitjancant el corresponent
derivat fosforamidit introduit a I’extrem 5° durant 1’altima etapa de la sintesi quimica de
I’RNA, o a I’extrem 3’ mitjangant un espaiador incorporat directament a la resina sobre
el qual creix la cadena d’RNA.”® Dels diversos fluorofors disponibles comercialment,
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com el pire, la rodamina o la fluoresceina (Figura 99), aquest darrer ha estat
ampliament utilitzat en estudis d’interacci6 entre lligands 1 RNA, gracies al seu
excel-lent rendiment quantic i a la seva bona solubilitat en aigua.>’*7*5+%

Figura 99. Estructura de la 2-aminopurina (esquerra) i de la fluoresceina (dreta).

Aixi doncs, basant-nos en aquests precedents bibliografics 1 en el treball previ realitzat
al nostre grup d’investigacié,” per a la determinacié de Dafinitat dels lligands de
I’estructura stem-loop de I’'RNA de tau sintetitzats a aquesta tesi doctoral es va optar per
derivatitzar 1’oligoribonucleotid 29-mer amb un grup fluorofor, ja que alguns d’ells no
mostraven autofluorescéncia, 1 es va monitoritzar els canvis d’intensitat de fluorescéncia
en addicionar quantitats creixents de lligand. Tal com s’exposara als segiients apartats,
als estudis amb els Iligands que contenen el fragment ametantrona es va optar per
funcionalitzar la seqii¢ncia nativa de ’'RNA amb fluoresceina a I’extrem 5°, 1 en el cas
dels lligands que contenen el fragments heteroaromatic Janus, es va substituir 1’adenina
de la regio6 del bulge de la seqiiencia mutada +3 per la 2-aminopurina.

1.3 Quantificacio de la unio RNA-lligand. Determinacié de D’afinitat dels
lligands amb la diana d’RNA wt.

Generalment, tal com s’ha descrit en diversos estudis d’interaccid entre I’RNA 1
molécules petites, ™™ per quantificar la unié del lligand a 'RNA cal escollir un model
que permeti obtenir el corresponent valor d’afinitat aplicant I’equacié matematica que
més s’ajusti a diversos parametres termodinamics, com ara 1’estequiometria del
complex o el tipus d’unié del lligand.” Ara bé, la principal limitacié surgeix del fet
d’haver de disposar previament d’informacio sobre la interaccié del lligand per tal
d’escollir I’equacido matematica més adequada. A més, el fet que lligands d’una mateixa
familia puguin interaccionar amb I’RNA distintament, pot provocar que aquest model
no sigui valid per tots ells. Es per aixd que per avaluar el grau d’afinitat d’un lligand
amb la diana d’RNA, al nostre grup de recerca hem optat per determinar els valors
d’ECso’ que, en aquest context, fan referéncia a la concentracié de lligand a la que
I’emissio de fluorescencia és el 50% de la inicial. En diferents treballs publicats a la
bibliografia, els valors d’ECsg es relacionen directament amb I’afinitat del Iligand, de
manera que com més petit sigui aquest valor, més afi es considera el compost.*”** Cal
dir també que alguns autors comparen els valors d’ECsy amb les constants de
dissociacid (KD).79b’82 A partir d’aquests precedents, en aquesta tesi doctoral s’ha
assimilat I’afinitat dels lligands als valors d’ECsy que s’han extret de la corba sigmoidal
dosi-resposta (apartat 5.1.1 de Materials 1 Metodes), construida a partir de la variacié de
la intensitat de fluoresceéncia a la longitud d’ona del maxim d’emissié del fluorofor en
funcid del logaritme decimal de la concentracio del lligand.
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Als segiients apartats s’exposen els resultats obtinguts amb els diferents Iligands
sintetitzats (Taula 2), tant els seleccionats als experiments de DCC com els de segona
generacid. Primerament, s’han agrupat els lligands que contenen el fragment
ametantrona i, en un segon subapartat, els que contenen els residus heteroaromatics
Janus.

1.3.1 Afinitat dels lligands derivats de ’Ametantrona
1.3.1.1 Lligands seleccionats als experiments de DCC

Anteriorment, al nostre grup d’investigacid s’havien optimitzat les condicions
experimentals per determinar 1’afinitat dels lligands a través de la fluorescencia emesa
per la fluoresceina incorporada a I’extrem 5’ de la seqiiencia nativa de 'RNA (wt-RNA-
FL) (Figura 100).” Concretament, es va fixar la longitud d’ona d’emissié (Aem) a 517
nm 1 amb ’enregistrament de I’espectre d’excitacio, es va determinar que la longitud
d’ona d’excitacid (Aexc) Optima era de 490 nm. A continuacio, es va comprovar que en
excitar a 490 nm la fluorescéncia dels lligands que contenien acridina no afectava a
I’emissi6 de la fluoresceina a 517 nm. A més, per evitar un solapament de les longituds
d’ona d’emissio 1 excitacid, es va optar per enregistrar I’espectre d’emissié de la
fluoresceina entre 500-540 nm, un rang prou allunyat de la Aexc (490 nm).
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Figura 100. Esquema de les seqiiencies nativa i mutada 43 funcionalitzades a I’extrem 5’ amb el

fluorofor fluoresceina.

A partir d’aquests antecedents, en primer lloc es va comprovar que en cap dels lligands
derivats de 1’ametantrona I’excitaci6 a 490 nm no generava una emissio significativa.
Un cop realitzada aquesta comprovacid, es va quantificar ’afinitat dels lligands amb la
seqiiencia nativa de ’RNA mitjangant valoracions de fluorescéncia (apartat 5.1 de
Materials 1 Metodes), a través de 1’excitacidé d’una solucié 25 nM de wt-RNA-FL en 10
mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl 1 0.1 mM de Na,EDTA a 490 nm, 1
I’enregistrament de 1’emissio entre 505 1 540 nm, tal com es mostra a la Figura 101 per
la valoracié de wt-RNA-FL amb Amt-NeaC, (44).
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Figura 101. Espectres d’emissi6 de fluorescéncia de wt-RNA-FL corresponents a la valoracié amb
quantitats creixents del lligand Amt-NeaC, (44) (0-614 nM) (esquerra); la intensitat de fluorescéncia
disminueix a mesura que augmenta la concentracié del lligand; la direccid de la fletxa indica la
disminuci6 de fluorescéncia. Representacié grafica de la fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el
logaritme decimal de la concentracio del lligand Amt-NeaC, (mM) a cada punt de la valoracid (dreta). Fy
correspon a la senyal de fluorescéncia inicial, F¢ a la fluoresceéncia al final de la valoracid, i F a la
fluorescéncia observada en cada punt.

Amb aquest exemple es pot observar que la intensitat de fluorescéncia va disminuint a
mesura que s’addiciona el lligand, 1 que es produeix el fenomen anomenat quenching
fins que arriba un moment en que la intensitat de fluorescencia es manté constant, que
¢s quan la diana ha quedat saturada. En representar la fluorescéncia normalitzada a 517
nm (maxim d’emissi6 de la fluoresceina per Aexc = 490 nm) en funcié de la concentracid
del lligand, s’obté una grafica sigmoidal en la qual les zones o plats inferior i superior
corresponen als valors inicials de fluorescencia a concentracions baixes de lligand 1 a la
saturacid0 de la diana quan la fluorescencia es manté constant, respectivament.
Idealment, aquestes grafiques acostumen a ser molt simétriques respecte a un punt
mitja, la concentracid del qual equival al valor d’ECs.

A la Taula 3, es recullen els valors d’ECsy dels cinc Iligands seleccionats als
experiments de DCC que contenen el fragment ametantrona (44, 45, 46, 51, 52),
juntament amb els compostos control Ametantrona, Mitoxantrona i Neamina. Per
facilitar la discussié s’han inclos també els valors d’afinitat dels lligands Acridina-
Neamina (AcrOMe-Nea), préviament determinats al nostre grup d’investigacio.’

129



Resultats i Discussio. Capitol 2. Assaigs d’afinitat i d’especificitat

Lligand ECso (nM) Lligand ECso (nM)
Amt-NeaC, (44) 70.6 Ametantrona (Amt) 231.8
Amt-NeaCg (45) 78.8 Mitoxantrona (Mtx) 168.8
Amt-Azq (46) 162.5 Neamina (Nea) 3.1-10°
Amt-JApept (51) 288.5 AcrOMe-NeaC,' 2.1-10°
Amt-JBpept (52) 318.2 AcrOMe-NeaCy' 5.9-10°

Taula 3. Valors d’ECs, dels lligands derivats de 1’ametantrona determinats amb el 5’-fluoresceinil-wt

RNA, i també dels lligands acridina-neamina (*), préviament sintetitzats al nostre grup de recerca.’

En primer lloc, podem destacar la lleugera disminucid de I’afinitat amb ’RNA diana del
compost ametantrona (231.8 nM) respecte a mitoxantrona (168.8 nM) (Figura 102), fet
esperable segons les dades descrites préviament per Varani i col-laboradors,”’ en les
quals es posa de manifest el paper poc rellevant dels hidroxils fenolics de Mtx a la
interaccid amb I’RNA.
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Figura 102. Espectres d’emissié de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt (0-2.96 uM) (a) i
Mtx (0-1.59 uM) (c); la direccid de la fletxa indica la disminucié de fluorescencia. Representacid grafica
de la fluorescencia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme decimal de la concentracié (mM) d’Amt
(b) i Mtx (d).

En segon lloc, si comparem els valors d’ECsy dels lligands Amt-NeaC, (44) i Amt-
NeaCs (45) amb els lligands acridina-neamina, préviament descrits al nostre grup
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(AcrOMe-NeaC, i AcrOMe-NeaCg),” podem observar que I’afinitat d’aquests ultims
queda clarament superada pels lligands que incorporen el fragment ametantrona. Per
tant, la combinacié ametantrona 1 neamina no només genera compostos molt més afins
(70-80 nM) respecte els compostos acridina-neamina (2-6 uUM), sind també respecte
Amt 1 Mtx.

Tal com ja s’ha comentat anteriorment, 1’estudi estructural publicat per Varani 1
col-laboradors” descriu que Mtx s’intercala preferentment a la regi6 del bulge d’adenina
entre dos parells de bases G-C de I’estructura stem-loop de ’'RNA de tau. Si assumim
que Amt 1 els seus derivats actuen de forma similar a com ho fa Mtx, a més de la
intercalaci6 de [’anell antraquinonic dels lligands Amt-Nea, la gran flexibilitat
conformacional 1 la capacitat del fragment aminoglicosidic per formar interaccions pont
d’hidrogen i electrostatiques serien les responsables de triplicar 1’afinitat d’ Amt. Aquest
raonament queda reforcat amb el fet que la neamina (Figura 103) per si sola mostra una
afinitat molt més baixa (3.1 mM), fet esperable tenint en compte que les interaccions per
intercalacio son molt més fortes que les electrostatiques.

També ¢&s interessant destacar que el lligand Amt-Nea amb ’espaiador més curt ¢&s
lleugerament més afi que el que conté el de major longitud (ECso = 70.6 nM per Amt-
NeaC, contra ECso = 78.8 nM per Amt-NeaCy), fet que suggereix que una menor
llibertat conformacional condueix a una interaccid més favorable 1 forta a prop del lloc
d’unid.
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Figura 103. Espectres d’emissio de fluorescencia de wt-RNA-FL (5 nM) amb Neamina (0-10.5 mM)
(esquerra); la direccié de la fletxa indica la disminucié de fluorescéncia. Representacio grafica de la
fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme decimal de la concentracié de Neamina (mM)
(dreta).

En aquest punt, cal remarcar també la bona correlacid entre els valors d’ECsy dels
lligands Amt-Nea i AcrOMe-Nea, i els resultats dels experiments de DCC. Per exemple,
a I’experiment on hi participen els monomers tiol de I’acridina 1 de 1’ametantrona,
juntament amb els dos derivats tiol de la neamina (apartat 2.2.1 del capitol 1),
I’amplificaci6 dels lligands Amt-Nea €s molt més gran que la dels compostos basats en
la combinaci6 AcrOMe-Nea (unes 13 1 35 vegades per Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCs,
respecte AcrOMe-NeaC, i AcrOMe-NeaCg, respectivament), amb la qual cosa, a més de
comprovar-se que els compostos més amplificats en DCC son els més afins,>**#*% g
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confirma la major capacitat d’interaccié de I’ametantrona amb 1’estructura stem-loop de
I’RNA diana respecte 1’acridina.

Per altra banda, als valors d’ECsy recollits a la Taula 3 també indiquen que la
combinacido d’Amt amb molecules heteroaromatiques que puguin recongeixer parells G-
U (Janus) o una adenina desaparellada (Azq), condueix a lligands amb menor afinitat
respecte la combinacié amb neamina, fet que indica que les interaccions electrostatiques
de I’aminoglicosid amb ’RNA sén molt més fortes que les que puguin establir les
molecules azaquinolona o Janus. En aquest context, €s interessant destacar que el valor
d’ECs¢ del monomer Amt és lleugerament inferior al dels lligands Amt-JApept 1 Amt-
JBpept. En canvi, la unié entre Amt i Azq genera un compost una mica meés afi que Amt
(al voltant d’1.4 vegades major). En aquest cas, també és possible establir un cert
paral-lelisme entre aquests valors d’afinitat 1 les amplificacions de 1I’experiment de DCC
realitzat amb els monomers tiol Janus, Azq i Amt (apartat 2.2.3 del capitol 1), ja que els
percentatges d’amplificacié del lligand Amt-Azq (~ 85%), Amt-JApept (~ 66%) 1 Amt-
JBpept (~ 66%) segueixen la mateixa tendencia observada als valors d’afinitat, ja que
Amt-Azq (ECso = 162.5 nM) €s una mica més afi que Amt-JApept (ECsp = 288.5 nM) 1
Amt-JBpept (ECso = 318.2 nM), on aquests ultims tenen una afinitat del mateix ordre
(Figura 104).
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Figura 104. Espectres d’emissio de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-Azq (0-1.50 uM)
(a), Amt-JApept (0-2.61 uM) (b) i Amt-JBpept (0-2.61 uM) (c); la direccido de la fletxa indica la
disminuci6 de fluorescéncia. Representaci6 grafica de la fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el
logaritme decimal de la concentracié (mM) d’Amt-Azq (b), d’Amt-JApept (d) i d’Amt-JBpept (f).

Aixi doncs, globalment els valors d’ECsy (Taula 3) confirmen la tendeéncia general
observada als experiments de DCC i demostren el potencial d’aquesta metodologia per
identificar lligands d’estructures d’acids nucleics, tal com s’ha comentat a la Introducci6
(apartat 1.3.4.2). En aquest cas, la combinacié del fragment ametantrona amb altres
unitats moleculars ha permes identificar 5 nous lligands de ’'RNA diana amb una
afinitat de ’ordre nanomolar, dels quals els compostos basats en la combinaci6 Amt-
Nea soén els més prometedors. A més, tal com es pot observar als diferents espectres
d’emissio, I"obtencié d’un perfil de corba de fluorescéncia tnic,’* on la intensitat va
disminuint progressivament a mesura que augmenta la concentracido de lligand,
suggereix que aquests lligands interaccionen amb I’RNA d’una Unica forma.

1.3.1.2 Lligands derivats de I’ametantrona de segona generacio

En una segona fase es va avaluar 1’afinitat dels lligands anomenats de segona generacio,
en els quals, d’una banda, s’havien substituit els grups amino del fragment
aminoglicosidic per grups guanidini i, de Paltra, s’havia derivatitzat el segon brac¢ de
I’anell antraquinonic de I’ametantrona amb una segona molécula de neamina o
d’azaquinolona.

A continuacio, a les Taules 4 1 5 es recullen els valors d’ECsy d’aquests compostos,
conjuntament amb els dels seus lligands originals per facilitar la discussio.
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Lligand ECso (nM) Lligand ECso (nM)
Amt-NeaC, (44) 70.6 Neamina (Nea) 3.1-10°
Amt-NeaC,G4 (61) 57.2 NeaminaGy (NeaGy) 0,83-10°
Amt-NeaCs (45) 78.8 ActOMe-NeaC,Gs 3.6:10°
Amt-NeaCyGy (62) 945  ActOMe-NeaCsGs  2.4-10°

Taula 4. Valors d’ECs, dels lligands guanidinilats derivats de 1’ametantrona determinats amb el 5°-
fluoresceinil-wt RNA i també dels lligands acridina-guanidinoneamina (*), préviament sintetitzats al

3b
nostre grup de recerca.

En general, tal com s’ha comentat anteriorment (apartat 3.2.1 del capitol 1), la
guanidinilacido d’aminoglicosids té un efecte positiu en I’afinitat d’aquests compostos
amb ’RNA a causa de la major basicitat dels grups guanidini 1 de 1’augment de la
direccionalitat dels enllagos d’hidrogen que es formen en interaccionar-hi.”””® En el
nostre cas (Taula 4), la guanidinilacié de I’aminoglicosid neamina també ha tingut un
efecte positiu (Figura 105), ja que el valor d’afinitat del compost resultant
(guanidinoneamina) practicament duplica (ECsp = 0.83 mM) el del seu antecessor no
guanidinilat (ECsp = 3.1 mM).
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Figura 105. Espectres d’emissié de fluorescéncia de wt-RNA-FL (5 nM) amb NeaG, (0-2.14 mM)
(esquerra); la direccid de la fletxa indica la disminucié de la fluorescéncia. Representacié grafica de la
fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme decimal de la concentracié (mM) (dreta).

Ara bé, aquesta tendeéncia no s’ha confirmat als Iligands basats en la combinacid
ametantrona-neamina, ja que la guanidinilacié ha tingut un efecte oposat en funcié de la
longitud de [I’espaiador que separa ambdds fragments. D’aquesta manera, la
guanidinilacié d’Amt-NeaC, ha originat un compost més afi (ECso = 57.2 nM per Amt-
NeaC,Gy4) (Figura 106), mentre que en el cas d’Amt-NeaCs ha conduit a una
disminucid de I’afinitat (ECsp = 94.5 nM per Amt-NeaCsGy).
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Figura 106. Espectres d’emissio de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-NeaC,G,4 (0-335
nM) (esquerra); la direccid de la fletxa indica la disminucié de la fluorescéncia. Representacio grafica de

la fluoresceéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme decimal de la concentracié (mM) (dreta).

Aquests resultats, aparentment contradictoris, es podrien atribuir a la major llibertat
conformacional d’Amt-NeaC¢G4, que dificultaria que el fragment guanidinoneamina
establis les interaccions més favorables amb I’RNA. En canvi, al lligand amb
I’espaiador mes curt, Amt-NeaC,Gy, 1, per tant, amb menys llibertat conformacional,
I’allotjament del fragment heteroaromatic podria fixar el guanidinoglicosid en un lloc
d’unié6 més adient. Cal afegir, perd, que aquesta tendéncia es contraposa amb els
resultats anteriors del nostre grup d’inves‘[igaci(’),3b on s’havia observat que la
guanidinilacio dels lligands acridina-neamina amb 1’espaiador més curt tenien un efecte
negatiu a I’afinitat (ECsp = 2.1 uM per AcrOMe-NeaC, respecte ECsyp = 3.6 UM per
AcrOMe-NeaC,G4) en oposicid als de major longitud (ECsp = 5.9 uM de Amt-NeaCs
respecte ECso = 2.4 uM de Amt-NeaCsG4). En aquest cas, I’efecte negatiu de la
guanidinilaci6 suggereix que la introduccio dels quatre grups guanidini podria generar
al lligand AcrOMe-NeaC, un impediment esteric més gran que ocasionaria la perdua
d’afinitat.

Per altra banda, a la Taula 5, es mostren els valors d’ECsy obtinguts amb els lligands de
segona generacid on s’ha derivatitzat el segon bra¢ de 1’anell antraquinonic del 1ligand
Amt-NeaC, a través de la incorporacid d’una segona molécula de neamina (Amt-
NeaC,,NeaC,), o de I’heterocicle azaquinolona amb capacitat per reconeixer 1’adenina
desaparellada del bulge (Amt-NeaC,,Azq).

Lligand ECso (nM) Lligand ECso (nM)
Amt-NeaC,,NeaC, (64) 76.2 Amt-NeaC, (44) 70.6
Amt-NeaC,,Azq (66) 84.5 Amt-Azq (46) 162.5

Taula 5. Valors d’ECs, dels lligands derivats de I’ametantrona de segona generacio determinats amb el
5’-fluoresceinil-wt RNA

En el cas del lligand Amt-NeaC,,Azq, ’efecte produit en I’afinitat a causa de la doble
funcionalitzacié depen de si es compara amb Amt-NeaC, o amb Amt-Azq. Aixi, per
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exemple, aquest nou lligand és el doble d’afi (ECso = 84.5 nM) que Amt-Azq (162.5
nM), fet atribuible a les interaccions favorables de ’aminoglicosid. En canvi, si es
compara amb el valor d’ECsy d’Amt-NeaC,, podem apreciar una lleugera disminucié de
I’afinitat, probablement com a conseqiiencia de 1’impediment esteric generat per la
derivatitzacié del segon bra¢c amb el residu heteroaromatic. Tot 1 aixo, el fet que la
introduccid6 de I’azaquinolona al segon bra¢ capaciti el lligand per reconeixer
especificament 1’adenina del bulge, obre la porta a I’obtencid de lligands molt més
especifics (Figura 107).
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Figura 107. Espectres d’emissié de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-NeaC,,NeaC, (0-
374 nM) (a) i Amt-NeaC,,Azq (0-313 nM) (c); la direccid de la fletxa indica la disminucié de la
fluorescéncia. Representacid grafica de la fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme
decimal de la concentracié (mM) d’Amt-NeaC,,NeaC, (b) i Amt-NeaC,,Azq (d).

Per ultim, el valor d’ECsy d’Amt-NeaC,,NeaC, (76.2 nM) sembla indicar que la
introduccié d’una segona molécula de neamina provoca una lleugera disminucié a
I’afinitat del lligand amb I’RNA diana. Com es comentara més endavant (apartat 3.2.2
del present capitol), I’estudi per RMN ha revelat que en aquest cas les dues neamines
semblen modificar el lloc d’unié del lligand original (Amt-NeaC,), de manera que hi
haurien dos lloc d’unié que competirien amb una afinitat diferent 1, per tant, el valor
d’ECso hauria de ser un valor promig.
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1.3.2 Afinitat dels lligands Janus-Neamina/Guanidinoneamina
1.3.2.1 Valoracions de fluorescéncia amb I’ RNA marcat amb fluoresceina

Per a la determinacié de I’afinitat dels lligands basats en la combinaci6 dels fragments
Janus A 1 Janus B amb neamina, inicialment es va emprar I’RNA derivatitzat a I’extrem
5’ amb fluoresceina seguint la metodologia emprada a I’apartat anterior. En primer lloc,
un cop comprovat que cap dels quatre lligands tenia una intensitat de fluorescencia
significativa en excitar a 490 nm, es va procedir a fer la valoracié amb una solucid 25
nM de wt-RNA-5’FL en 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl 1 0.1 mM
de Na,EDTA, 1 es va enregistrar I’emissio entre 505 1 540 nm. En una primera prova, on
es va valorar ’'RNA amb els lligands JApept-NeaC, 1 JBpept-NeaC,, es va observar que
en augmentar la quantitat de lligand es produia un desplagament del maxim d’emissio 1
un increment de la intensitat de fluorescencia; posteriorment, la intensitat del senyal
d’emissid0 comengava a disminuir a la longitud d’ona del nou maxim. En el cas de
JApept-NeaC; el desplacament va ser de 517 nm a 522 nm fins a 1’addicié d’un total de
500 eq de lligand, mentre que per JBpept-NeaC, va ser de 517 nm a 524 nm 1 el senyal
no va disminuir fins a una addicié d’un total de 1000 eq de lligand.
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Figura 108. Espectres d’emissi6 de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb: a) JApept-NeaC, (0-11.9
uM), b) JApept-NeaCs (0-1.26 mM), c) IBpept-NeaC, (0-632.4 uM) i d) JBpept-NeaCq (0-316.5 uM).

Posteriorment, aquest comportament també es va reproduir als lligands amb 1’espaiador
més llarg. A JApept-NeaCs el maxim es va desplacar de 517 nm a 522 nm, un cop
adiccionats fins a un total de 640 eq; 1 en el cas de JBpept-NeaCg, el desplagament va
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ser de 517 nm a 525 nm, un cop assolits els 320 eq (Figura 108). Aquesta tendeéncia,
comuna als dos tipus de molécules Janus, es pot atribuir al fet que el lligand
interacciona amb I’RNA a través de varis llocs d’unid, o bé que ho fa directament amb
la fluoresceina.”>’*

En aquest punt, es va decidir comprovar si aquesta alteracido de fluoresceéncia de la
fluoresceina era atribuible a la combinacid Janus-Nea o només a la del derivat Janus,
amb la qual cosa es va considerar oporta realitzar les valoracions amb els compostos
JApept-JApept 1 JBpept-JBpept. Els resultats corresponents van mostrar en tots dos
lligands una tendencia similar a I’observada amb els compostos Janus-Neamina, pero en
aquest cas el desplacament dels maxims d’emissid va ser més pronunciat. Per exemple,
en el cas de I’homodimer Janus A, el maxim es va desplacar de 517 nm fins a 529 nm
(12 nm respecte als 5 nm de JanusA-Nea); 1 al de Janus B, dels 517 nm fins als 534 nm
(17 nm respecte als 7-8 nm de JanusB-Nea). També cal comentar que un cop assolit
aquest nou maxim d’emissio, la intensitat de fluoresceéncia no va comengar a disminuir
fins després d’haver addicionat un total de 630 eq 1 950 eq dels lligands JApept-JApept 1
JBpept-IBpept, respectivament (Figura 109).

3500000

3200000
3000000 2800000 4
2500000 - 2400000 -
]
S £ 2000000 -
g 2000000 - g
g ~ -
% = % 1600000 -
S 1500000 - z
e e = 1200000
i b
1000000 - //_,, - T— B00000 -
—
00000 ——— 400000
Los 10 bt ] 520 A28 30 LR 540 505 10 515 520 528 530 535 40
Am)

2 ()

Figura 109. Espectres d’emissio de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb: a) JApept-JApept (0-19.7
uM) i b) JBpept-JBpept ((0-27.6 uM).

Davant d’aquests resultats, es va optar per repetir la valoracié del compost JApept-
NeaC, amb la diana wt-RNA-FL 1 amb +3-RNA-FL (Figura 110), aprofitant que es
disposava d’aquest darrer oligoribonucledtid.” També es va plantejar reduir fins a la
meitat la concentracié de ions sodi del medi (50 mM NacCl), ja que, tal com s’exposara
més endavant (apartat 2.2.1.3b del present capitol), s’havia observat en altres Iligands
un augment de 1’estabilitzacié de la seqliencia mutada +3 en aquestes condicions.

Com es pot apreciar a la Figura 110, similarment a com ja s’havia observat
anteriorment a una concentracié 100 mM de NaCl, a mesura que la quantitat de lligand
augmenta, la intensitat del senyal d’emissié també ho fa i1 el maxim es desplaga, tant al
cas de la diana nativa com al de la mutada +3.
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Figura 110. Espectres d’emissio de fluorescéncia corresponents a la valoracié de JApept-NeaC, (0-3.6
uM) amb wt-RNA-FL (5 nM) (esquerra) i +3-RNA-FL (dreta).

Davant d’aquesta situacid, per no malgastar més lligand, es va decidir no continuar la
valoracio 1 es va repetir el mateix experiment amb el lligand guanidinilat JApept-
NeaC,Gy, per veure ’efecte dels grups guanidini (Figura 111).
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Figura 111. Espectres d’emissié de fluoresceéncia corresponents a la valoracié de JApept-NeaCsG, (0-
52.1 uM) amb wt-RNA-FL (5 nM) (esquerra) i +3-RNA-FL (dreta).

Tot 1 la presencia dels grups guanidini, es va observar el mateix comportament global,
malgrat que en el cas de la seqiieéncia mutada +3 els canvis van ser menys pronunciats.
Per tant, tenint en compte els resultats de tots aquests experiments, podem concloure
que aquest fluorofor no €s adequat per avaluar 1’afinitat dels Iligands Janus-Neamina.
Ara bé, si es compara aquesta tendéncia amb 1’observada pels compostos derivats
d’Amt, sembla ser que la interaccid d’aquests lligands ocasiona canvis conformacionals
a ’RNA que alteren el comportament de la fluoresceina, fet que fa impossible ajustar
les dades de fluorescencia a una corba sigmoidal que permeti determinar un valor fiable

d’ECs,.
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1.3.2.2 Valoracions de fluorescéncia amb I’RNA marcat amb 2-aminopurina

Com a alternativa a la fluoresceina, es va optar per 1’us de la 2-aminopurina (2-AP) en
substitucid d’una de les adenines de la seqiiéncia, tal com s’ha descrit amb altres dianes
d’RNA."PP7280 Ateg que anteriorment al nostre grup d’investigacid s’havia sintetitzat la
seqiiéncia mutada +3°° amb I’adenina del bulge o la del loop subtituides per aquest
fluorofor (Figura 112), es va plantejar dur a terme les valoracions de fluorescéncia amb
aquests dos oligoribonucleotids.
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Figura 112. Esquema de la seqiiéncia mutada +3 funcionalitzada amb 2-aminopurina (2-AP) a la regio
del bulge (esquerra) i al loop (dreta).

Experimentalment, el canvi de fluorofor implica trobar les condicions d’excitacio 1
d’emissio adequades (apartat 5.1.1.2 de Materials 1 M¢todes). Un cop optimitzades, les
valoracions de fluorescéncia de la seqliencia mutada +3 marcada amb 2-AP, en
presencia dels lligands Janus-Nea, es van dur a terme mitjancant 1’0s d’una solucié 83
nM de +3-RNA-2-AP en 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 50 mM de NaCl i 0.1 mM
de Na,EDTA, excitant a Aexe = 290 nm en un rang d’emissié de 340 a 410 nm.
Malauradament, els lligands amb el fragment Janus A van mostrar una gran emissié de
fluorescencia en aquesta longitud d’ona d’excitacio, fet que distorsionava la
fluorescencia del fluorofor i, per tant, impedia la construccid d’una grafica dosi-resposta
adequada. Per exemple, la valoracio amb el lligand JApept-NeaC, (Figura 113), a més
de disminuir inicialment la intensitat de fluorescéncia, també es va produir un
desplacament del maxim d’emissio cap a longituds d’ona més grans (de 363 nm a 370
nm). Posterioment, en preséncia d’1.5 eq de lligand la intensitat de fluorescencia va
augmentar 1 el maxim d’emissid es va tornar a desplagar cap a longituds d’ona més
petites (366 nm). Atés que a concentracions elevades de lligand la seva propia
fluorescencia emmascara la del fluorofor, no va ser possible determinar cap valor
d’ECs pels lligands JApept-Nea.
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Figura 113. Espectres d’emissio de fluorescéncia corresponents a la valoracié de JApept-NeaC, (0-1.1
uM) amb +3-RNA, on la 2-AP esta localitzada a la regi6 del bulge (83 nM).

En canvi, pels lligands amb el fragment Janus B no vam trobar aquesta problematica.
Primerament, es van dur a terme en paral-lel les valoracions entre els lligands JBpept-
NeaC; 1 JBpept-NeaCeg, 1 les seqiliencies +3-RNA amb 1’aminopurina a la regid del bulge
o al loop, per tal de determinar si el valor d’afinitat variava en funcié de la posicio del
fluorofor a ’RNA. La representacio de la fluorescencia normalitzada a 365 nm en
funci6 de la concentracid va permetre obtenir els corresponents valors d’ECsy.
Sorprenentment, 1’afinitat de JBpept-NeaCs amb la seqiiencia d’RNA modificada amb
2-AP al bulge era de ’ordre de 5 vegades més petita (ECsp = 1.53 uM) que 1’obtinguda
amb la seqiiencia modificada al loop (ECsp = 296.7 nM). A més, tal com es pot apreciar
a la Figura 114, mentre que als espectres d’emissid de +3-RNA-2-AP loop se seguia
una tendencia unica, on la intensitat del senyal d’emissié disminuia progressivament, a
la seqiliencia +3-RNA-2-AP bulge, inicialment augmentava fins que, en presencia de
0.75 eq de lligand, tornava a disminuir. En el cas del lligand JBpept-NeaC, també es va
observar la mateixa tendencia 1 1’afinitat amb I’RNA modificat al loop (ECsy = 213.4
nM) va ser entre 4-5 vegades major que la del modificat al bulge (ECsp=1.11 uM).
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Figura 114. Espectres d’emissié de fluorescéncia corresponents a la valoracio de JBpept-NeaCg (0-5.43
uM) amb +3-RNA (83 nM): a) 2-AP localitzada a la regi6 del bulge; en vermell i blau es representen els
punts de la valoracié on la intensitat del senyal de fluorescéncia augmenta (0-87.3 nM) i disminueix
(1.08-3.48 uM), respectivament. b) 2-AP localitzada a la regi6 del loop; la direccio de la fletxa indica la

disminucio de la fluorescéncia.
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Per tant, en linees generals sembla ser que quan la 2-AP se situa al bulge, el
comportament de fluorescéncia canvia, tal com també es descriu a la bibliografia. Per
exemple, al treball realitzat per Hermann i col-laboradors,””® en valorar amb un
aminoglicosid una seqiiencia d’RNA similar a I’ A-site, on una de les adenines del /loop
intern s’havia substituit per 2-AP, I’augment de fluorescencia s’atribueix al fet que el
lligand desplaga 1’adenina exposant-la al dissolvent, ja que quan esta apilada amb les
altres bases la fluorescéncia €s més baixa. Per altra banda, Schroeder 1 col-laboradors,81
van observar el mateix fenomen en valorar un aptamer d’RNA amb neomicina B, on
una adenina no aparellada havia estat subtituida per la 2-AP. En aquest cas, també
s’atribueix 1’augment de fluorescéncia al fet que 1’aminoglicosid desplaca 1’adenina
modificada 1 ’exposa al dissolvent, mentre que la disminucid s’atribueix a 1’excés de
lligand que provoca una reorganitzacio de 1’estructura que minimitza aquesta exposicio.
A partir d’aquests antecedents bibliografics, podem atribuir que I’augment de
fluoresceéncia observat durant 1’addicié dels lligands JBpept-NeaC, 1 JBpept-NeaCe
sobre la seqiiencia +3 amb la 2-AP al bulge, podria ser conseqiiencia d’una major
exposicid de I’adenina modificada al dissolvent per accié del lligand. Per contra, la uniéd
del lligand a la seqiiencia amb la 2-AP al /oop no provocaria aquest fenomen ja que
d’entrada es troba molt més exposada al dissolvent.

Aixi doncs, a I’hora de determinar I’afinitat dels lligands tipus JBpept-Nea 1 la dels seus
derivats guanidinilats, vam considerar més adient emprar la seqiiencia +3 modificada
amb I’aminopurina al /loop. En aquest punt cal comentar que en el transcurs de les
valoracions es va observar que a partir de 1’addicio d’uns 18-28 eq de lligand, I’emissio
de fluorescencia del propi compost era cada cop més important, fet que va desplagar el
maxim d’emissio de la 2-AP 1 va augmentar la intensitat de fluorescéncia. Tot 1 aixo,
considerant unicament els punts de valoracid anteriors a aquest fenomen (Figura 114b),
es van poder assimilar les dades a una corba sigmoidal i extreure’n els corresponents
valors d’ECs per cadascun dels lligands (Taula 6).

Lligand ECs (nM) Lligand ECso (nM)
JBpept-NeaC, (49) 213.4 JBpept-NeaC,G4 (57) 122.8
JBpept-NeaCs (50) 296.7 JBpept-NeaCsG4 (58) 216.2

Taula 6. Valors d’ECs, dels lligands JanusB-Neamina/Guanidinoneamina determinats amb la seqiiéncia
+3-RNA amb la modificacio 2-AP inserida al loop.

En primer lloc, si es comparen aquestes dades amb els valors d’ECsg dels ligands Amt-
Neamina, malgrat que tant la seqiieéncia de ’'RNA com la concentracié de ions sodi en el
medi sén diferents, es pot observar la mateixa tendencia a les dues families de lligands.
Es a dir, els compostos més afins sén aquells que tenen la longitud de I’espaiador entre
els dos fragments més curta (ECso = 213.4 nM per JBpept-NeaC,, respecte ECso = 296.7
nM per JBpept-NeaCs). En segon terme, a diferencia dels lligands ametantrona-neamina
(apartat 1.3.1.2 del present capitol), on la guanidinilacié d’Amt-NeaCs genera una
lleugera disminucid de 1’afinitat, en aquest cas la guanidinilacié dels grups amino de la
neamina produeix un efecte positiu a I’afinitat, independentment de la longitud de
I’espaiador. I, finalment, és també interessant comentar que la relacié d’afinitats entre
els lligands JBpept-Nea es correlaciona amb les amplificacions observades als
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experiments de DCC (apartat 2.2.2 del capitol 1), on el lligand JBpept-NeaC,
s’amplifica al voltant d’1.7 vegades més que JBpept-NeaCq. A més, atés que en aquest
mateix experiment el comportament entre JApept-Nea 1 JBpept-Nea és practicament
identic (JApept-NeaC, s’amplica 1.3 vegades més que JApept-NeaCe), €s possible
preveure que la relacid d’afinitats entre els dos lligands que contenen el fragment Janus
A sigui similar. De fet, aquesta hipotesi va d’acord amb els resultats obtinguts per DCC
(apartat 2.2.4 del capitol 1), on els lligands Amt-Nea s’amplifiquen molt més que els
Janus-Nea (I’amplificacié d’Amt-NeaC, era unes 750-800 major que JApept-NeaC, 1
JBpept-NeaC, 1 la d’Amt-NeaCg al voltant de 300 vegades respecte JApept-NeaCs 1
JBpept-NeaCg), amb la qual cosa ¢&s raonable que aquesta gran diferéncia
d’amplificacions també quedi reflectida a I’afinitat dels lligands amb la diana d’RNA.*
Per tant, sembla ser que la longitud de I’espaiador 1 la presencia de grups guanidini s6n
dos punts clau per augmentar la capacitat d’interaccié dels lligands Janus-Neamina amb
I’RNA.

1.4 Determinacio de I’especificitat dels lligands cap a la diana d’RNA wt

En una situacié ideal, un lligand d’RNA, a més de poder discriminar 1’estructura diana
objectiu d’entre la multitud d’altres seqiiencies d’RNA presents a la cel-lula, ha de tenir
un lloc d’unié preferent dins d’aquesta. Per tant, a ’hora de valorar 1’especificitat d’un
lligand cal considerar, d’una banda, la interaccid especifica amb la diana biologica 1, de
I’altra, si t¢ un lloc d’uni6 preferent. En aquest apartat, s’ha avaluat el concepte
d’especificitat des del punt de vista de la preferéncia dels lligands cap a la seqiiéncia
nativa de ’'RNA de tau en preséncia d’altres dianes d’RNA (competidors), tal com s’ha
descrit a la bibliografia en diversos treballs.>**"***! Concretament, atés que un 10-15%
del total de I’'RNA cel-lular correspon a molecules d’RNA de transferéncia (tRNA), se’l
considera el competidor d’RNA més abundant a dins de la cél-lula.”® En el nostre cas
hem emprat una mescla comercial de tRNAs (tRNAmiX) formada per més de 30
molecules diferents de pre-tRNAs 1 tRNA madurs extretes de la bacteria Escherichia
coli.

Aixi doncs, tenint en compte els antecedents bibliografics 1 els del nostre grup
d’investigacid, els assaigs d’especificitat es van dur a terme mitjangant la realitzacio de
valoracions de fluorescencia, tal com s’ha descrit anteriorment per a la determinaci6 de
les afinitats amb I’RNA marcat amb fluoresceina (apartat 1.3.1). A nivell experimental,
es va enregistrar I’emissié de fluorescencia després de cada addicio de lligand a una
solucid 25 nM de wt-RNA-FL en 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl i
0.1 mM de Na,EDTA, en prese¢ncia d’un excés de 10 eq d’una mescla comercial de
tRNA™* A partir de la representacié de la fluorescéncia normalitzada a 517 nm
respecte la concentracidé de lligand, es van determinar els valors d’ECsy, que
corresponen a I’afinitat del lligand en preséncia de tRNA™*. Amb la comparacid
d’aquest valor amb I’afinitat en abseéncia del competidor s’obté la relacio d’especificitat
(apartat 5.1.2 de Materials 1 Metodes). Aixo implica que el grau maxim d’especificitat
que pot tenir un lligand cap a una diana concreta és la unitat."

A continuacid, a la Taula 7 es recullen els valors d’ECsg dels diferents lligands derivats
de I’ametantrona, en preséncia i en abséncia de tRNA™”, juntament amb la relacio
d’especificitat corresponent. També s’hi inclouen, per facilitar la discussid, els resultats
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dels lligands acridina-neamina (AcrOMe-Nea), previament determinats al nostre grup
d’investigacié.” En aquest punt cal comentar que no es va poder determinar
I’especifictat dels lligands Janus-neamina/guanidinoneamina a causa de la poca
quantitat de producte disponible.

Lligand ECso M)  ECso (M) + tRNA™  r.e
Amt-NeaC, (44) 70.6 569.8 8.1
Amt-NeaCs (45) 78.8 714.2 9.1
Amt-Azq (46) 162.5 570.7 3.1
Amt-JApept (51) 288.5 749.3 2.6
Amt-JBpept (52) 318.2 713.9 2.2
Ametantrona (Amt) 231.8 675.6 2.9
Mitoxantrona (Mtx) 168.8 803.3 4.8
AcrOMe-NeaC,' 2100 47000 22.4
AcrOMe-NeaCy' 5900 63100 10.7

Taula 7. Valors d’ECs, determinats amb wt-RNA-FL en abséncia i preséncia de tRNA™* i també dels
lligands acridina-neamina (*), préviament sintetitzats al nostre grup de recerca.” Els valors corresponents
a I’abséncia de competidor sén els mateixos que els indicats a la Taula 3. L’abreviatura “r.e” fa

referéncia a la relacié d’especificitat.

A partir dels valors d’ECsy, primerament, podem concloure que [D’afinitat dels
compostos Amt-NeaC, (ECsp = 569.6 nM) 1 Amt-NeaC¢ (ECsp = 714.2 nM) disminueix
8 19 vegades, respectivament, en presencia del competidor (Figura 115).
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Figura 115. Espectres d’emissié de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-NeaC, (0-4.27 uM)
(esquerra); la direccid de la fletxa indica la disminucidé de la fluorescéncia. Representacié grafica de la
fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme decimal de la concentracio (mM) d’Amt-
NeaC, (dreta).

En canvi, pels lligands Amt-Azq (ECsp = 570.7 nM), Amt-JApept (ECsp = 749.3 nM) 1
Amt-JBpept (ECso = 713.9 nM) I’afinitat només disminueix entre 2 1 3 vegades (Figura
116). Aixo implica que els lligands Amt-Nea son menys especifics que aquells que
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combinen ’ametantrona amb el fragment heteroaromatic Azq o Janus. De fet, aquest
resultat no és sorprenent ates que els aminoglicosids, gracies a les seves caracteristiques
estructurals, gaudeixen d’una gran adaptabilitat conformacional que els fa ser molt
propicis a interaccionar amb diversos motius estructurals presents a ’RNA. Aquesta
tendencia esta d’acord amb els resultats obtinguts préviament al nostre grup de recerca,
ja que els lligands formats per la combinaci6 acridina-neamina en preséncia de tRNA™X
veuen també reduida la seva afinitat entre 10 i 20 vegades.” El fet que la relacio
d’especificitat sigui més baixa en Amt-Nea que en AcrOMe-Nea suggereix que el
fragment ametantrona li concedeix als lligands que el contenen una major especificitat
cap a la diana d’RNA que no pas ho fa I’acridina. Un altre tret interessant dels lligands
Amt-Nea ¢s el fet que la longitud de I’espaiador entre els dos fragments té certa
influéncia en I’especificitat. Per exemple, el lligand Amt-NeaC, és lleugerament més
especific que Amt-NeaCs, tal com també s’havia observat a la bibliografia en conjugats
acridina-neomicina B amb I’'RNA HIV-1 RRE,” on un espaiador curt conferia als
lligands major especificitat. En canvi, aquest comportament s’oposa a la tendéncia
observada als lligands acridina-Nea.
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Figura 116. Espectres d’emissio de fluorescéncia wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-Azq (0-5.22 uM) (a),
Amt-JApept (0-7.12 uM) (c) i Amt-JBpept (0-7.12 uM) (e); la direccio de la fletxa indica la disminucié
de la fluoresceéncia. Representacid grafica de la fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme
decimal de la concentracié (mM) d’Amt-Azq (b), Amt-JApept (d) i Amt-JBpept (f).

Per altra banda també ¢&s interessant indicar que I’ametantrona €s un compost més
especific cap a la diana d’RNA de tau que la mitoxantrona. Per tant, aquest resultat
suggereix que els lligands basats en la combinaci6 Mtx-Nea haurien de ser menys
especifics que els compostos Amt-Nea. Aixi doncs, des del punt de vista farmacologic
no nomes resulta més adient emprar I’ametantrona per la seva menor citoxicitat respecte
la mitoxantrona,'' siné també perqué generaria lligands més especifics amb ’estructura
secundaria de ’RNA de tau.

I, finalment, també és important comentar que, en linies generals, s’observa que els
lligands menys afins derivats de I’ametantrona semblen ser més especifics. Per exemple
els compostos que combinen Amt amb el fragment heteroaromatic Azq o Janus tenen
una relacio d’especificitat més baixa que els Amt-Nea. Tot 1 aixo, si es comparen els
lligands AcrOMe-Nea (UM) amb els compostos Amt-Nea (nM) aquesta tendencia no es
compleix, ja que els lligands amb el fragment acridina segueixen sent molt menys
especifics, fet que manifesta de nou la major selectivitat del fragment Amt amb la diana
d’RNA respecte AcrOMe.

Pel que fa als lligands de segona generacio, 1’efecte produit per les modificacions a
I’especificitat ha estat divers, tal com revelen els valors d’ECsy corresponents als
derivats guanidinilats recollits a la Taula 8, on també es mostren els resultats dels
lligands acridina-Guanidinoneamina, determinats anteriorment al nostre grup de
recerca.’”
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Lligand ECso (M) ECso (nM) + tRNA™  re
Amt-NeaC, (44) 70.6 569.8 8.1
Amt-NeaC,Gy (61) 57.2 580.1 10.2
Amt-NeaCg (45) 78.8 714.2 9.1
Amt-NeaCsGs (62) 94.5 762.1 8.1
AcrOMe-NeaC,' 2100 47000 22.4
AcrOMe-NeaC,Gs 3600 50900 14.1
AcrOMe-NeaCy' 5900 63100 10.7
AcrOMe-NeaCeGs~ 2400 24900 10.4

Taula 8. Valors d’ECs determinats amb wt-RNA-FL en abséncia i en preséncia de tRNA™* | també dels
lligands acridina-guanidinoneamina (*), préviament sintetitzats al nostre grup de recerca.3b Els valors en
abséncia de competidor soén els mateixos que els recollits a les Taules 3 i 4. L’abreviatura “r.e” fa

referéncia a la relacié d’especificitat.

En primer lloc, els valors d’ECsy en presencia del competidor mostren una perdua
d’afinitat en els lligands Amt-Guanidinoneamina (entre 8 1 10 vegades) del mateix ordre
que la dels seus analegs sense guanidinilar (entre 8 1 9 vegades). L analisi detallada de
la relacid d’especificitat indica, pero, que la guanidinilacié del lligand amb 1’espaiador
m¢és curt ha tingut un efecte lleugerament negatiu (r.e = 10.2 per Amt-NeaC,G4 respecte
ar.e = 8.1 per Amt-NeaC,), mentre que en el cas del de longitud més gran s’aprecia un
petit augment de D’especificitat (r.e = 8.1 per Amt-NeaCsGy4 respecte a r.e = 9.1 per
Amt-NeaCg) (Figura 117).
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Figura 117. Espectres d’emissié de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-NeaC,G4 (0-3.31
uM) (esquerra); la direccid de la fletxa indica la disminucié de la fluorescencia. Representacid grafica de

la fluoresceéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme decimal de la concentracié (mM) (dreta).

Ara bé, quan es comparen aquests valors amb els resultats dels lligands AcrOMe-
guanidinoneamina,3b s’observa una tendencia diferent, ja que D’efecte dels grups
guanidini en Despecificitat dels lligands acridina-neamina cap a I’estructura diana
d’RNA era positiu (AcrOMe-NeaC,G4) o minim (AcrOMe-NeaCsGy4). Tot 1 aquesta
discrepancia, el conjunt dels resultats semblen indicar que la guanidinilacié dels
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lligands Amt-Nea, independentment de la longitud de I’espaiador, no té un efecte molt
gran a ’especificitat, a diferéncia del que passa amb els lligands AcrOMe-Nea.

En segon terme, es van realitzar els assaigs d’especificitat amb els lligands doblement
funcionalitzats (Amt-NeaC,,NeaC, 1 Amt-NeaC,,Azq) (Figura 118). A continuacio, per
facilitar la discussio a la Taula 9 es recullen els valors d’ECsy obtinguts en presencia i
en absencia del competidor tRNA™, juntament amb els valors dels lligands Amt-NeaC,
1 Amt-Azq.

Lligand ECs (nM) ECsy (nM) + tRNA™*  r.e
Amt-NeaC,,NeaC, (64) 76.2 519.7 6.8
Amt-NeaC,,Azq (66) 84.5 558.6 6.6
Amt-NeaC, (44) 70.6 569.8 8.1
Amt-Azq (46) 162.5 570.7 3.1

Taula 9. Valors d’ECsy determinats amb wt-RNA-FL en abséncia i en preséncia de tRNA™*. Els valors
corresponents a 1’abséncia de competidor son els mateixos que els recollits a les Taules 3 i 5.

L’abreviatura “r.e” fa referéncia a la relacié d’especificitat.

En primer lloc, podem concloure que el lligand Amt-NeaC,,Azq presenta una
especificitat intermedia entre Amt-NeaC, (r.e = 8.1) 1 Amt-Azq (r.e = 3.1). Aquest
resultat és especialment interessant, perque posa de manifest 1’efecte diferent que ha
tingut aquesta modificacid respecte els lligands originals per separat. D’una banda,
podem pensar que la introduccié de I’Azq en un segon brag amb capacitat per
interaccionar especificament amb 1’adenina del bulge, li confereix al lligand Amt-NeaC,
una major especificitat. En canvi, si el comparem amb I’Amt-Azq, 1’especificitat és
menor a causa de la disposicio de la neamina per interaccionar amb diversos RNAs. Ara
bé, les dades d’especificitat corresponents a Amt-NeaC,,NeaC, son sorprenents, ja que
davant de la introduccid d’una segona molécula de neamina haguéssim esperat una
menor especificitat.
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Figura 118. Espectres d’emissié de fluorescéncia de wt-RNA-FL (25 nM) amb Amt-NeaC,,NeaC, (0-
3.31 uM) (a) i Amt-NeaC,,Azq (0-3.31 uM) (b); la direccié de la fletxa indica la disminucié de la
fluorescéncia. Representacid grafica de la fluorescéncia normalitzada a 517 nm respecte el logaritme
decimal de la concentracié (mM) Amt-NeaC,,NeaC, (b) i Amt-NeaC,,Azq (d).

Aixi doncs, a grans trets podem concloure que en la majoria dels lligands hi ha una
correlacid inversa entre afinitat i especificitat, fet que va d’acord amb els anteriors
resultats, tant del nostre grup d’investigacié® com dels descrits per Tor i
col-laboradors,?“*** A més, sembla ser que els Iligands que no contenen la neamina,
com ara Amt-JApept, Amt-JBpept 1 Amt-Azq, no pateixen una reduccié de
I’especificitat tan acusada, probablement a causa del menor pes de les forces
electrostatques en la interaccié amb I’RNA.
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2 Estudi de I’efecte estabilitzant dels lligands a ’RNA diana

Com ja s’ha comentat a I’Introduccié d’aquest treball (apartat 2.2.1), la dependéncia
entre I’estabilitat termodinamica de 1’estructura secundaria localitzada al final de 1’ex6
10 del pre-mRNA que codifica la proteina tau i la correcta regulacio del processat
alternatiu, ocasiona que I’avaluaci6 de I’efecte estabilitzant dels lligands amb aquesta
estructura stem-loop sigui de gran importancia. Per aquesta rao, el segilient gran objectiu
d’aquest capitol s’ha centrat en 1’avaluacid per espectroscopia d’ultravioleta de 1’efecte
estabilitzant dels diferents lligands desenvolupats en el transcurs d’aquesta tesi doctoral,
ja que, a més de mostrar una bona afinitat 1 especificitat amb la diana d’RNA, cal que
també 1’estabilitzin, especialment a les seqiiencies mutades.

2.1 Estudi de I’estabilitat d’un duplex d’RNA per espectroscopia d’UV

Abans d’exposar els resultats experimentals, €s interessant comentar que les transicions
electroniques tipus -, que tenen lloc als anells aromatics de les bases pirimidiniques 1
puriniques, son les responsables de la capacitat d’absorcid dels acids nucleics a la regio
d’ultravioleta. A més, presenten un maxim d’absorcio al voltant de 260 nm i tenen un
coeficient d’extincié molar de I’ordre de 10* M:ecm™. Tot i aixd, aquestes propietats
espectroscopiques estan influenciades per diversos factors, com ara la composicio de les
bases nucleotidiques, les interaccions d’apilament o sfacking, la temperatura, la
concentracio salina del medi o el pH de la soluci6. A més, els espectres d’UV de ’'RNA
1 del DNA son forca sensibles als canvis conformacionals que puguin patir les seves
estructures helicoidals. Per exemple, quan en una estructura duplex les nucleobases es
troben apilades de forma regular té lloc una disminucié de 1’absorcid, fenomen
denominat hipocromisme. Per tant, un oligonucleotid en forma de duplex presenta una
absorbancia a 260 nm menor que quan esta desestructurat.” %>

Per altra banda, a diferencia de les proteines, on el procés de desnaturalitzacid
normalment és irreversible, als acids nucleics quan es refreda la mostra es torna a
renaturalitzar 1’estructura. Gracies a aquesta propietat, juntament amb 1’efecte
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hipocromic de les nucleobases, és possible estudiar per espectroscopia d’UV-Vis
I’estabilitat de les estructures secundaries de I’RNA 1 del DNA mitjancant
I’enregistrament de la variacid de 1’absorbancia a 260 nm en funcié de la temperatura,
on el grafic sigmoidal resultant s’anomena corba de fusié (Figura 119).”* A partir del
seu perfil es pot observar facilment que a mesura que augmenta gradualment la
temperatura també ho fa 1’absorbancia, com a conseqiiéncia de la disminucio de les
interaccions d’apilament de les bases en desnaturalitzar-se el duplex, en aquest cas
d’RNA. El parametre T,, indicat a la figura fa referéncia a la temperatura de fusio
(melting temperature) del duplex, que és la temperatura a la qual el 50% de les
molecules d’oligonucledtid es troben desnaturalitzades. Conseqiientment, la
determinacid d’aquest parametre en preséncia d’un lligand ha esdevingut un bon
sistema per avaluar la seva capacitat estabilitzant, ja que en el cas d’un efecte positiu,
s’observara un increment de la Ty, de Iestructura d’RNA.*
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Figura 119. Representacio grafica de la corba de fusié corresponent a wt-RNA (1 uM) realitzada en 10
mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl i 0.1 mM de Na,EDTA.

A nivell experimental, atés que es tracta d’un procés reversible, on ambdues corbes de
fusi6 haurien de ser superposables,’® la valoracio es pot dur a terme a partir de la mostra
estructurada a través d’un escalfament gradual, o bé a I’inrevés, reestructurant la mostra
a partir de la disminucié controlada de la temperatura. En aquest treball, tal com es
detalla a Dl’apartat 5.2 de Materials 1 Mectodes, s’ha optat per iniciar sempre les
valoracions a partir de la mostra completament desnaturalitzada per tal de garantir
I’equilibri termodinamic inicial.

Un altre factor a tenir en compte és el paper que desenvolupa la solucid reguladora de
pH, ja que ha de tenir un pK, significativament invariable amb la temperatura.”* Per
aquest motiu, enlloc de la solucié tampd Tris, utilitzada als experiments de DCC, s’ha
emprat la mateixa solucio fosfat emprada als experiments d’afinitat, atés que el seu pK,
(6.81 a 25°C) no varia significativament amb la temperatura.

Aixi doncs, en linees generals podem afirmar que 1’assaig de desnaturalitzacid termica
per UV es un metode idoni per determinar la capacitat estabilitzadora dels lligands, ja
que es necessita molt poca quantitat de mostra, el tractament de dades es duu a terme de
forma rapida 1 senzilla a través de programes informatics (Origin o Kaleidagraph), i no
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requereix un alt cost econdmic. Es per tot aixd, doncs, que s’ha optat per aquesta técnica
a I’hora de realitzar els assaigs d’estabilitat.

2.2 Avaluacio de I’efecte estabilitzant dels lligands

En aquest apartat es descriuen els resultats dels assaigs de desnaturalitzacid termica
realitzats al llarg d’aquesta tesi doctoral, amb 1’objectiu d’estudiar I’efecte estabilitzant
dels diferents lligands sobre els oligoribonucleotids 29-mer (wt, +3, +14 1 +16),
previament sintetitzats (apartat 3.2 de Materials 1 Métodes). En tots els casos s’han
enregistrat les corbes de fusid dels oligonucleotids en presencia d’1 eq del corresponent
lligand.

En un primer subapartat, s’exposen els resultats dels lligands de primera 1 de segona
generacido amb les seqiiencies nativa 1 mutades, 1 es comparen amb les afinitats 1 les
amplificacions obtingudes als experiments de DCC. Finalment, en el segon subapartat,
s’estudia I’efecte de la forca ionica 1 del pH del medi en I’estabilitzacié causada per
alguns dels lligand derivats de I’ametantrona.

2.2.1 Efecte estabilitzant dels lligands als RNAs wt, +3,+14i 16

Les corbes de fusid s’han enregistrat a 260 nm, tal com es detalla a 1’apartat 5.2 de
Materials 1 Métodes. S’ha emprat una concentracid 1 UM d’RNA 1 de lligand en un
tampd 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM NaCl i 0.1 mM de Na,EDTA, a
excepcid dels casos indicats, on ha estat de 50 mM de NaCl. Als segiients subapartats
s’agrupen els lligands derivats de I’ametantrona, tant els de primera com els de segona
generacio, 1 els que combinen el residu heteroaromatic Janus amb la neamina o la
guanidinoneamina.

2.2.1.1 Efecte estabilitzant dels lligands derivats de ’ametantrona seleccionats als
experiments de DCC

En primer lloc, es va estudiar 1’estabilitat de les seqiiencies d’RNA diana (wt, +3, +14 1
+16) en absencia de lligand. Els resultats obtinguts, que es recullen a la Taula 10, van
confirmar la tendéncia descrita per Varani i col-laboradors, en la qual les mutacions +3
(Tw= 51.4°C), +14 (Tyy= 53.5°C) 1 +16 (Tn= 59.6°C) desestabilitzen clarament
I’estructura stem-loop nativa (T,,= 66.5°C). Cal indicar que I’estabilitat termodinamica
d’aquesta estructura secundaria del pre-mRNA de tau és especialment sensible a les
mutacions puntuals que es troben a la zona del daplex, tal com s’ha descrit anteriorment
a la Introduccid d’aquesta memoria (Figura 18).
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T wt AT Tm+3 ATn
Sense lligand 66.5 - 514 -
Amt-NeaC, 75.4 +8.9 64.3 +12.9
Amt-NeaCg 72.9 +6.4 60.7 +9.3
Amt-Azq 67.8 +1.3 56.1 +4.7
Amt-JApept 67.8 +1.3 55.2 +3.8
Amt-JBpept 70.0 +3.5 55.1 +3.7
Ametantrona 67.1 +0.5 54.2 +2.8
Mitoxantrona 69.2 +2.7 57.1 +5.7
Neamina 66.9 +0.4 51.5 +0.1
AcrOMe-NeaC," 68.8 +2.3 56.5 +5.1
AcrOMe-NeaCg' 68.5 +2.0 53.6 +2.2

Tm+14 AT Tm+16 ATp

Sense lligand 53.5 - 59.6 -

Amt-NeaC, 63.9 +10.4 69.4 +9.8
Amt-NeaCg 60.7 +7.2 66.5 +6.9
Amt-Azq 57.3 +3.8 61.8 +2.2
Amt-JApept 55.0 +1.5 61.5 +1.9
Amt-JBpept 55.7 +2.2 63.0 +3.4
Ametantrona 55.7 +2.2 61.6 +2.0
Mitoxantrona 58.1 +4.6 63.4 +3.8
Neamina 54.0 +0.5 60.1 +0.5
AcrOMe-NeaC," 57.2 +3.7 - -

AcrOMe-Neacé* 56.0 +2.5 - -

Taula 10. Temperatures de fusié (°C) dels RNAs wt, +3, +14 i +16, en preséncia i en abséncia de
diferents lligands, i també dels lligands acridina-neamina (*), préviament sintetitzats al nostre grup de
recarca.3 AT,: variacié de T, en preséncia i en abséncia de 1ligand.

El segiient pas va consistir en avaluar la capacitat dels lligands que contenen el fragment
ametantrona (Amt), previament seleccionats als experiments de DCC, per compensar
I’efecte desestabilitzant causat per les mutacions i, per tant, restablir I’estabilitat
termodinamica de I’estructura stem-loop. Tal com es recull a la Taula 10, a grans trets,
podem concloure que tots els lligands derivats de 1’agent intercalant ametantrona
estabilitzen, en major o menor grau, tant la seqiiencia nativa com les mutades 1,
practicament, en tots els casos se supera clarament 1’efecte estabilitzant generat pel
propi compost sol. Es particularment rellevant el fet que les estabilitzacions produides
per Amt-NeaC; a +3 (T, = 64.3°C), a +14 (T, = 63.9°C) i a +16 (Ty, = 69.4°C), 0 Amt-
NeaCs a +16 (T, = 66.5°C) restableixen I’estabilitat termodinamica a un nivell semblant
o, fins 1 tot superior al de la seqiiéncia nativa (T, = 66.5°C). A més, aquests resultats
també demostren que la combinacid dels fragments Amt i Nea condueix a la formacid
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de lligands amb major capacitat estabilitzadora que els seu antecessors monomerics
(Amt o Nea), no només a wt, sin6 també a les tres seqliencies mutades avaluades
(Figura 120).
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Figura 120. Corbes de fusio dels oligoribonucleotids wt (a), +3 (b), +14 (c¢) i +16 (d), en abséncia i en
preséncia d’1 eq de Iligand.

Si es representen en un diagrama de barres els valors corresponents als AT, pels
diferents lligands (Figura 121), a més d’apreciar-se que la mutacid +3 és la que més
s’estabilitza en tots els casos, s’observa clarament que els compostos Amt-Nea mostren
una major capacitat estabilitzant que les combinacions Amt-Azq o Amt-Janus.
Concretament, els lligands Amt-NeaC, (AT, = +8.9°C) 1 Amt-NeaCs (AT, = +6.4°C)
estabilitzen, respectivament, fins a 7 1 5 vegades més la seqiiencia d’RNA wt que Amt-
Azq (AT, = +1.3°C) o Amt-JApept (AT, = +1.3°C), i entre 2 i 3 vegades més que Amt-
JBpept (AT, = +3.5°C). De fet, si es compara I’efecte estabilitzador que exerceix Amt
sol sobre RNA wt (AT, = +0.5°C) amb el que realitzen la resta de lligands es posa de
manifest que la unid6 d’Amt amb I’aminoglicosid neamina genera un compost amb una
funcid estabilitzadora molt més gran (entre 17 1 13 vegades més) que quan s’uneix amb
els fragments Azq i Janus (el doble en Amt-Azq 1 Amt-JApept 1 fins a 7 vegades més en
Amt-JBpept), fet que es podria atribuir a la formacié d’interaccions electrostatiques
favorables amb ’RNA. A més, en aquest estudi també es demostra la influencia de la
longitud de I’espaiador entre Amt 1 Nea en la capacitat estabilitzant del lligand a la
seqliencia nativa 1 a les tres mutades, ja que en Amt-NeaC,, el lligand amb 1’espaiador
m¢és curt, el valor de AT, és aproximadament 1.4 vegades més gran que en Amt-NeaCs,
el lligand amb I’espaiador de major longitud.
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Mix
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Figura 121. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C) corresponents a 1’efecte
estabilitzador generat pels 1ligands derivats de I’ametantrona a les seqiiéncies nativa (wt) i mutades (+3,
+141+16).

Finalment, també cal remarcar que, tot 1 que alguns parametres termodinamics mostren
una relacié directa entre la temperatura de fusio 1 les constants d’afinitat, el fet que
també intervinguin altres factors, com ara el nombre de llocs d’unid, la cooperacio entre
el lligand 1 la diana, o I’afinitat amb la forma desestructurada, a més de 1’estructurada,
ocasiona que no sempre existeixi una equivalencia entre els valors AT, 1 les constants
d’afinitat.”* Ara bé, en aquest cas, tal com tamb¢ s’havia observat anterioment al nostre
grup d’investigacio,” si que s’ha pogut apreciar certa correlacié entre la capacitat
estabilitzant dels lligands sobre I’estructura nativa d’RNA amb la seva afinitat. Per
exemple, el lligand Amt-NeaC, ha resultat ser el lligand més afi (ECsp = 70.6 nM) 1 el
que indueix el major efecte estabilitzant (AT, = +8.9°C) a RNA wt. Ara bé, malgrat que
aquesta mateixa tendéncia es compleix per la resta de lligands avaluats (Amt-NeaCs,
Amt-Azq, Amt-Janus, Amt, Mtx 1 Nea), no existeix una relacio directa de
proporcionalitat entre els valors d’afinitat i la seva capacitat estabilitzadora.

En aquesta linia, també s’ha pogut comprovar que les amplificacions obtingudes als
experiments de DCC mostren una bona correlacié amb els valors de Ty, tal com també
s’ha descrit préviament a la bibliografia per altres sistemes.**™**% Es a dir, els lligands
més amplificats (Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCg) han generat graus d’estabilitzacio més alts
que els menys amplificats (Amt-Azq, Amt-JApept 1 Amt-JBpept). Per exemple, en el
primer experiment de DCC (apartat 2.2.1 del capitol 1), les amplificacions relatives
d’Amt-NeaC, (~ 3400%), d’Amt-NeaCs (~ 1600%) 1 d’Amt-Azq (~ 190%)
coincideixen també amb la seva capacitat estabilitzant relativa induida a la seqiiencia
nativa (AT, = +8.9°C, AT,, = +6.4°C 1 AT,, = +1.3°C, respectivament). En un altre
experiment (apartat 2.2.4 del capitol 1), també s’observa, a grans trets, la mateixa
correlacid entre les amplificacions d’Amt-NeaC, (~ 740%), d’Amt-NeaCes (~ 300%),
d’Amt-JApept (~ 37%) 1 d’Amt-JBpept (~ 30%) amb la capacitat estabilitzant (AT, =
+8.9°C, AT, = +6.4°C, AT, = +1.3°C 1 AT, = +3.5°C, respectivament), tot i que als
compostos Amt-Janus hi ha una major desviacio.

En segon terme, és també interessant comentar la bona correlacié que existeix entre les
amplificacions, obtingudes a I’experiment de DCC (apartat 2.2.1 del capitol 1), dels
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lligands AcrOMe-NeaC, (~ 260%), ActOMe-NeaCe (~ 45%), Amt-NeaC, (~ 3400%) 1
Amt-NeaCg (~ 1600%) 1 els seus valors de Ty, (AT, = +2.4°C per AcrOMe-NeaC,, ATy,
= +2.1°C per AcrOMe-NeaCs, ATy, = +8.9°C per Amt-NeaC, 1 ATy, = +6.4°C per Amt-
NeaCs, respectivament), que novament confirmen la major capacitat estabilitzadora del
fragment ametantrona respecte el d’acridina sobre I’RNA wt diana. Per tant, a partir
d’aquestes dades i dels resultats anteriorment determinats al nostre grup de recerca,’
podem considerar que, en linies generals, existeix una bona relacié directa entre
I’amplificacid dels lligands als experiments de DCC 1 els seus valors d’afinitat i
d’estabilitzacié amb la diana d’RNA.

2.2.1.2 Efecte estabilitzant dels lligands derivats de I’ametantrona de segona
generacio

Els assaigs de desnaturalitzacio termica amb els Iligands de segona generacid (Figura
122), es van dur a terme amb 1’objectiu d’estudiar I’efecte que tenia en 1’estabilitat
termodinamica de les estructures nativa 1 mutades, d’una banda, 1’addici6 d’un segon
fragment al brag¢ alquilic de ’anell antraquinona del lligand Amt-NeaC; 1, de ’altra, la
substitucid dels grups amino per guanidinis als lligands Amt-Nea.
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Figura 122. Corbes de fusio dels oligoribonucleotids wt (a), +3 (b), +14 (c¢) i +16 (d), en abséncia i en

preséncia d’1 eq de lligand de segona generacid.

En primer lloc, a partir dels valors recollits a la Taula 11, podem concloure que la
guanidinilacio de I’aminoglicosid neamina afecta positivament a la seva capacitat
estabilitzant, tant a la seqiiéncia nativa (AT,G = +0.8 °C) com a les mutades (AT,,G =
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+0.5 — 1.3°C). A més, el fet que la capacitat estabilitzadora de la neamina 1 del seu
analeg guanidinilat no sigui molt gran, suggereix que ambdds compostos podrien
interaccionar a la zona del loop de I’estructura stem-loop de ’'RNA diana, amb la qual
cosa aixo no implicaria grans canvis en els valors de Ty, de I’oligoribonucleotid. Ara bé,
aquest efecte als lligands Amt-NeaG4 és molt diferent en funcidé de la longitud de
I’espaiador. Per exemple, la guanidinilacié d’Amt-NeaC, té un efecte clarament
favorable sobre D’estabilitat de 'RNA wt (AT,,G = +3.1°C), mentre que en el cas
d’Amt-NeaCs la incorporacié dels quatre grups guanidini practicament no fa variar la
temperatura de fusié (AT,G = +0.1°C). De fet, a excepcié d’algunes discrepancies
observades a la seqiiencia +3, on la guanidinilacié d’ambdds lligands provoca una
disminucié de la capacitat estabilitzadora, aquest mateix comportament positiu
s’observa a les seqiiencies +14 1 +16. Tot 1 aix0, cal afegir que aquests resultats es
contraposen amb la tendéncia observada als lligands AcrOMe-guanidinoneamina,™ ja
que, analogament als valors d’ECsy (apartat 1.3.1.2 del present capitol), la
guanidinilacio té un efecte més positiu al lligand amb 1’espaiador més llarg.

Tm wt ATp ATnG Ty +3 ATp ATnG

Sense lligand 66.5 - - 514 - -
Amt-NeaC, 75.4 +8.9 - 64.3 +12.9 -
Amt-NeaC,Gy4 78.5  +12.0 +3.1 63.0 +11.6 -1.3
Amt-NeaCg 72.9 +6.4 - 60.7 +9.3 -
Amt-NeaC¢Gy4 73.0 +6.5 +0.1 59.0 +7.6 -1.7
Neamina 66.9 +0.4 - 51.5 +0.1 -
NeaminaGy 67.7 +1.2 +0.8 52.8 +1.4 +1.3

AcrOMe-NeaC,G,  67.2 +0.7 1.6 53.7 2.3 2.8
AcrOMe-NeaCsG,  68.7 2.2 +0.2 56.7 +5.3 +3.1

Tm+14 ATy ATnG  Tn+16 ATy ATnG

Sense lligand 53.5 - - 514 - -
Amt-NeaC, 639 +10.4 - 69.4 +9.8 -
Amt-NeaC,Gy4 663 +12.8 +2.4 70.1 +10.5 +0.7
Amt-NeaCg 60.7 +7.2 - 66.5 +6.9 -
Amt-NeaC¢Gy4 61.8 +8.3 +1.1 66.6 +7.0 +0.1
Neamina 54.0 +0.5 - 60.1 +0.5 -
NeaminaGy 54.5 +1.0 +0.5 61.0 +1.4 +0.9

AcrOMe-NeaC,G,  54.5 +1.0 2.7 - - -
AcrOMe-NeaCsGs  56.6 +3.1 +0.6 - - -

Taula 11. Temperatures de fusid (°C) dels RNAs wt, +3, +14 i +16, en preséncia i en abséncia dels
Illigands de segona generacio i també dels 1ligands acridina-guanodinoneamina (*), préviament sintetitzats
al nostre grup de recerca.3b AT,: variaci6 de Ty, en preséncia i en abséncia de lligand. AT,,G: variaci6 de

temperatura entre la T, d’un lligand guanidinilat i el seu analeg sense guanidinilar.
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Pel que fa als lligands amb I’anell antraquinonic doblement funcionalitzat (Amt-
NeaC,,NeaC, 1 Amt-Azq,NeaC,), podem concloure que la seva capacitat estabilitzant
varia molt en funcio de si el segon bra¢ d’Amt-NeaC, es derivatitza amb una segona
molecula de neamina, o bé amb un derivat d’azaquinolona. A partir dels valors
d’estabilitat de la Taula 12, es pot concloure que la incorporacié del segon fragment de
neamina comporta un increment molt important en els valors de T, de la seqiliencia
nativa (AT, = +13.0°C) i de les mutades (AT, = +11.2 - 15.6°C). De fet, €s interessant
remarcar que aquest augment de la temperatura de fusid a les seqiiencies mutades, per
accio d’Amt-NeaC,,NeaC,, és tant gran que permet superar 1’estabilitat termodinamica
de la diana nativa d’RNA amb estabilitzacions lleugerament superiors a les obtingudes
amb I’analeg guanidinilat Amt-NeaC,G4 (Taula 11). Per contra, I’efecte estabilitzador
d’Amt-Azq,NeaC, és inferior al d’Amt-NeaC,, pero superior al d’Amt-Azq.

Tm wt ATp, Twm+3 AT,

Sense lligand 66.5 - 514 -

Amt-NeaC,,NeaC, 79.5 +13.0 67.0 +15.6
Amt-NeaC,,Azq 71.2 +4.7 58.2 +6.8
Amt-NeaC, 75.4 +8.9 643 +12.9
Amt-Azq 67.8 +1.3 56.1 +4.7

Tmn+14 AT, Tnh+16 AT,

Sense lligand 66.5 - 514 -

Amt-NeaC,,NeaC, 67.9 +14.4 70.8 +11.2
Amt-NeaC,,Azq 61.1 +7.6 66.3 +6.7
Amt-NeaC, 639 +104 69.4 +9.8
Amt-Azq 57.3 +3.8 61.8 +2.2

Taula 12. Temperatures de fusié (°C) dels RNAs wt, +3, +14 1 +16, en preséncia i en absencia d’1 eq dels

lligands de segona generacid. AT,,: variacié de Ty,, en presencia i en abséncia de lligand.

Finalment, com s’ha comentat a 1’apartat anterior, tot i que generalment si que hi ha una
bona correlacid entre els valors d’afinitat i els corresponents ATy, en aquest grup de
lligands doblement funcionalitzats s’han observat algunes discrepancies. Per exemple,
I’augment de [Destabilitat termodinamica de I’RNA wt en preséncia d’Amt-
NeaC,,NeaC, (AT, = +13.0°C) 1 d’Amt-NeaC, (AT, = +8.9°C) no es correspon amb la
diferéncia observada entre els valors d’afinitat determinats per espectroscopia de
fluorescencia, on ambdds lligands presenten valors molt similars (ECsp = 76.2 1 70.6
nM, respectivament). Analogament, si comparem la capacitat estabilitzadora d’Amt-
NeaC,,NeaC, (AT, = +13.0°C) 1 Amt-NeaC,G4 (AT, = +12.0°C) sobre ’'RNA wt amb
els respectius valors d’ECsy (76.2 nM 1 57.2 nM, respectivament), s’observa una
tendencia més aviat oposada. Tot 1 aix0, globalment podem concloure que tots els
lligands de segona generacid condueixen a un augment dels valors de T, dels
oligoribonucleotids, amb la qual cosa els converteix en compostos molt interessants per
dur a terme estudis estructurals (Figura 123).
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Amt-NeaC6G4

®RNA +3
Amt-NeaC6é ®RNA wt Amt-Azq vRNA W

IA + BRNA +16
®RNA+16 Amt-Azq,NeaC2 il
ERNA +14 BRNA +14
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"l

Amt-NeaC2G4 Amt-NeaC2,NeaC2
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Figura 123. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C) corresponents a 1’efecte
generat pels lligands derivats de I’ametantrona de segona generacié a les seqiliencies nativa (wt) i mutades
(+3, +14 1 +16): a) lligands Amt-Guanidinoneamina i b) lligands doblement funcionalitzats. Els Iligands

Amt-NeaC,, Amt-NeaC¢ i Amt-Azq s’indiquen per facilitar la comparacio6.
2.2.1.3 Efecte estabilitzant dels lligands Janus-Neamina/Guanidinoneamina

En aquest apartat s’exposen els resultats dels assaigs de desnaturalitzacié térmica
realitzats amb els lligands basats en la combinaci6 dels fragments heteroaromatics Janus
amb la neamina i els dels seus analegs guanidinilats. Concretament, en dos subapartats
s’exposa I’efecte estabilitzant, d’una banda, en les mateixes condicions emprades pels
lligands derivats de I’ametantrona (tamp6 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM
de NaCli 0.1 mM de Na,EDTA) i, de ’altra, amb la concentraci6 de ions Na' reduida a
la meitat (tampd 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 50 mM de NaCl i 0.1 mM de
Na,EDTA).

2.2.1.3a Estudi de I’efecte estabilitzant a 100 mM de NaCl

En primer lloc, se centrara 1’atencido en els lligands Janus-Neamina seleccionats
previament als experiment de DCC (apartat 2.2.2 del capitol 1) (Figura 124).
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101 Japept-Neac, 109 japept-Neac,
JApept-NeaC, JApept-NeaC,
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E TBpept-NeaC, g TBpept-Neac,

2 2 06-
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—— sense ligand sense lligand
104 JApept-NeaC', 109 japept-Neac,
JApept-NeaC, JApept-NeaC,

084 ——— IBpept-NeaC, 084 — IBpept-NeaC,
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Figura 124. Corbes de fusio dels oligoribonucleotids wt (a), +3 (b), +14 (c¢) i +16 (d), en abséncia i en

preséncia d’1 eq dels lligands Janus-Neamina.

A partir de 1’analisi de les dades recollides a la Taula 13, podem concloure que aquest
tipus de lligands, a diferencia dels compostos derivats de I’ametantrona, presenten una
molt baixa o nul-la capacitat estabilitzadora sobre les dianes d’RNA nativa i mutades.

Tawt AT, Tn+t3 AT, Tn+14 AT, Tn+16 AT,
Sense lligand 66.5 - 514 - 53.5 - 59.6 -
JApept-NeaC, 669 +04 522 +0.8 546 +1.1 60.6 +1.0
JApept-NeaCe 66.2 -0.3 520 +0.6 538 +03 60.5 +0.9
JBpept-NeaC, 66.5 0.0 522 +0.8 539 +04 60.6 +1.0
JBpept-NeaCg 66.6  +0.1 51.6 +0.2 540 +0.5 60.6 +1.0
Neamina 669 +04 515 +0.1 540 0.5 60.1 +0.5
JApept-JApept  66.1 -0.4 51.3 -0.1 546  +1.1 60.6 +1.0
JBpept-JBpept 66.1 -0.4 51,5 +0.1 544  +09 60.6 +1.0

Taula 13. Temperatures de fusio (°C) dels oligoribonucleotids wt, +3, +14 1 +16, en preséncia i en

abséncia dels lligands. AT,,: variaci6 de T,,, en preséncia i en abseéncia de lligand.

La comparacié dels valors de Ty, dels lligands Janus-Nea amb el de neamina permet
deduir que la unié de I’aminoglicosid amb les molécules Janus, ja sigui JApept o
JBpept, no genera cap estabilitzacid significativa en cap de les dianes d’RNA
analitzades. De fet, aquesta baixa capacitat estabilitzadora dels lligands Janus-Nea és
comprensible si es té en compte la poca estabilitzacid que imprimeix per si sol
I’aminoglicosid neamina. A més, la incorporacio dels fragments Janus 1 del peptid, que
haurien de generar Unicament un increment d’enllacos d’hidrogen addicionals, t¢ un
efecte més reduit en D’estabilitat termodinamica del duplex que el fenomen de la
intercalacio, que té lloc als lligands derivats de ’ametantrona. En aquest sentit, si tenim
en compte les temperatures de fusioé obtingudes amb ’RNA wt, s’observa novament una
certa correlacio entre les estabilitzacions generades pels lligands Janus-Nea 1 Amt-Nea
(AT, = 8.9 - +6.4°C), 1 els resultats obtinguts als experiments de DCC (apartat 2.2.4
del capitol 1), ja que Amt-NeaC, s’amplifica entre 750 1 800 vegades més que els
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lligands JApept-NeaC, 1 JBpept-NeaC,, 1 Amt-NeaCs al voltant d’unes 300 més que
JApept-NeaCg 1 IBpept-NeaCe.

En segon terme, com es mostra al diagrama de barres de la Figura 125, malgrat que les
estabilitzacions induides pels lligands Janus-Nea siguin poc significatives, és curids que
en el cas de la mutacio +16 1’estabilitzacio sigui lleugerament superior a la de les altres
seqliencies d’RNA (AT, ~ +1°C). Davant d’aquest resultat i tenint en compte que la
mutacio +16 suposa la formacid d’un nou parell G-U desaparellat adjacent a 1’adenina
desaparellada del bulge, podem especular que aquest petit augment de T,, podria ser
conseqiiencia del reconeixement d’aquest parell G-U per part del lligand Janus-Nea, tot
1 que caldria confirmar-ho a través d’un estudi estructural per RMN.

EBRNA +16
ERNA+14
BRNA +3
HRNA wt

IBpept-NeaCé

JBpept-NeaC2

JApept-NeaCo

JApept-Nea(C2

0,5 0 0,5 1 1.5
AT, (°C)

m

3

Figura 125. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C) corresponents a 1’efecte

generat pels lligands Janus-Nea sobre les seqiiéncies nativa (wt) i mutades (+3, +14 i +16).

Per ultim, també cal comentar que, malgrat les baixes estabilitzacions induides pels
lligands Janus-Nea a les seqiiencies nativa 1 mutades, aix0 no necessariament ha
d’implicar que siguin lligands amb una baixa capacitat d’interaccié amb I’RNA diana,
ja que en el cas que ho fessin a la zona del solc major o al loop de ’estructura stem-
loop, aquestes interaccions tindrien poc impacte sobre I’estabilitat termodinamica del
daplex 1, per tant, donarien lloc a valors de Ty, poc elevats. Tot 1 aixo, el que si que
podem afirmar és que les condicions emprades en aquests assaigs (solucid tampo 10
mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl i1 0.1 mM de Na,EDTA) no semblen
ser les idonies per avaluar aquest tipus de lligands, amb la qual cosa tal com s’exposara
més endavant (apartat 2.2.1.3b), ha calgut repetir I’avaluacidé en unes condicions més
favorables.

Per altra banda, analogament als lligands derivats de I’ametantrona, per aquesta familia
de compostos també es va considerar oporti estudiar 1’efecte de la guanidinilacié del
fragment aminoglicosidic sobre la capacitat estabilitzant de les seqiiencies nativa i
mutades (Figura 126).
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Figura 126. Corbes de fusio dels oligoribonucleotids wt (a), +3 (b), +14 (¢) i +16 (d), en abséncia i en

preséncia d’1 eq dels lligand Janus-Guanidinoneamina.

En primer lloc, cal comentar que la substitucio de totes les funcions amino de la
neamina per grups guanidini fa augmentar 1’estabilitat termodinamica al voltant de 2°C
a totes les seqiliencies oligoribonucleotidiques, com per exemple el cas de
I’estabilitzacié de la seqiiencia nativa (Taula 14) en presencia dels lligands JApept-
NeaCyGy (ATWG = +1.6°C), JApept-NeaCsGs (ATG = +2.2°C), JBpept-NeaC,Gy4
(ATG = +2.1°C) 1 JIBpept-NeaCsGy4 (ATG = +1.0°C). A més, a la majoria dels casos
aquest efecte ¢€s superior al generat a través de la guanidinilacié de I’aminoglicosid
neamina (AT,G = +0.8 - +1.5°C), fet que indica que en la combinaci6 Janus-
Guanidinoneamina, el fragment heteroaromatic Janus també exerceix un cert paper
estabilitzador.

Altrament, és també destacable que en els compostos guanidinilats queda més clara la
influencia de la longitud de I’espaiador que uneix els dos fragments, ja que, a excepciod
de la seqiiencies nativa 1 la mutada +14, on practicament no s’observen diferencies, a les
mutades +3 1 +16 els lligands amb 1’espaiador més curt condueixen a valors de Ty,
lleugerament superiors. Per exemple, I’estabilitat termodinamica del complex format
entre la seqliencia mutada +3 1 el lligand JApept-NeaC,G4 (AT, = +3.1°C) és superior a
la del complex generat amb JApept-NeaCsGy4 (AT, = +1.9°C).
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Tmwt ATy ATG  Tn+3 AT,  AT,G

Sense lligand 66.5 - - 514 - -

JApept-NeaC,Gy 68.5 +2.0 +1.6 54.5 +3.1 +2.3
JApept-NeaCsGy 68.4 +1.9 +2.2 53.3 +1.9 +1.3
JBpept-NeaC,G4 68.6 +2.1 +2.1 54.5 +3.1 +2.3
JBpept-NeaCeGy4 67.6 +1.1 +1.0 52.9 +1.5 +1.3
Neamina 66.9 +0.4 - 51.5 +0.1 -

NeaminaGy 67.7 +1.2 +0.8 52.8 +1.4 +1.3

Tm+14 AT, ATG Tn+16 AT, AT,G

Sense lligand 53.5 - - 59.6 - -

JApept-NeaC,Gy 56.6 +3.1 +2.0 62.5 +2.9 +1.9
JApept-NeaCsGy 56.0 +2.5 +2.2 61.6 +2.0 +1.1
JBpept-NeaC,G4 56.5 +3.0 +2.6 62.3 +2.7 +1.7
JBpept-NeaCeGy4 56.2 +2.7 +2.2 61.6 +2.0 +1.0
Neamina 54.0 +0.5 - 60.1 +0.5 -

NeaminaGy 54.5 +1.0 +0.5 61.0 +1.4 +0.9

Taula 14. Temperatures de fusid (°C) dels RNAs wt, +3, +14 i +16, en preséncia i en abséncia dels
lligands Janus-Guanidinoneamina. AT,,: variacié de T, en preséncia i en abséncia de lligand. AT,G:

variacié de temperatura entre la T,,, d’un Iligand guanidinilat i el seu analeg sense guanidinilar.

Globalment, doncs, podem concloure que la guanidinilacié de I’aminoglicosid neamina
permet millorar la capacitat estabilitzant dels lligands Janus-Nea sobre les seqiiéncies
nativa 1 mutades (+3, +14 1 +16) de ’RNA diana (Figura 127). En aquest punt és
interessant comentar que, en general, les dues estructures Janus dissenyades per
reconeixer parells G-U desaparellats tenen un comportament similar. A més, tal com
s’ha comentat anteriorment, les baixes estabilitzacions en comparacié amb els lligands
Amt-Guanidinoneamina suggereixen un lloc d’interaccid diferent, probablement el solc
major o la regid del loop de ’estructura d’RNA diana. Tot i1 aixo, també és important
remarcar el fet que a la seqiiencia mutada +16, els lligands Janus-Guanidinoneamina
(AT, = +2.0 - +2.9°C) presenten una capacitat estabilitzadora del mateix ordre que els
lligands Amt-Janus (AT, =+1.9 - +3.4°C).
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ERNA+16
IBpept-NeaC6G4 ERNA +14
B RNA+3
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0 1 5
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Figura 127. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C) corresponents a 1’efecte

generat pels lligands Janus-Guanidinoneamina a les seqiiéncies nativa (wt) i mutades (+3, +14 i +16).
2.2.1.3b Estudi de I’efecte estabilitzant a 50 mM de NaCl

Ates que les interaccions electrostatiques tenen un paper fonamental en la interaccid
dels aminoglicosids amb I’RNA, 1 la capacitat estabilitzadora dels lligands Janus-Nea
sobre les diferents seqliencies d’RNA era molt baixa (AT, ~ 0 - +1°C) a les
combinacions descrites a 1’apartat anterior, es va considerar oportl repetir els mateixos
experiments, a una concentracido 50 mM de NaCl (Figura 128). A més, també cal tenir
en compte que la concentracié de ions Na' influeix notablement en I’estabilitat d’un
oligonucleotid.®*****7 En aquest cas, doncs, a més d’avaluar ’efecte dels lligands
sobre la seqiliencia nativa, es van emprar la mutada +3, la menys estable, 1 la +16, que
havia mostrat una estabilitzacid lleugerament superior a les altres tres seqiliencies en
preseéncia dels lligands (AT, ~ +1°C). A més, és important remarcar que aquestes
condicions salines son més properes a les condicions reals de I’interior de la cel-lula ja
que les concentracions de ions Na™ a I’interior i al medi extracel-lular sén de I’ordre de
10 mM i 150 mM, respectivament.”
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Figura 128. Corbes de fusio dels oligoribonucleotids wt (a), +3 (b) i +16 (c), en abséncia i en preséncia
d’1 eq dels lligands Janus-Neamina. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C)

corresponents a I’efecte estabilitzador dels lligands a les seqiiéncies nativa (wt) i mutades +3 i +16.

En primer lloc, es van dur a terme els assaigs de desnaturalitzacié termica amb els
lligands Janus-Neamina, la capacitat estabilitzadora dels quals es recull a la Taula 15.

Tm wt AT, T +3 AT, Tm +16 AT,
Sense lligand 63.0 - 44.3 - 56.6 -
JApept-NeaC, 63.6 +0.6 50.4 +6.1 57.6 +1.0
JApept-NeaCg 63.1 +0.1 49.3 +5.0 58.5 +1.9
JBpept-NeaC, 63.4 +0.4 50.4 +6.1 57.6 +1.0
JBpept-NeaCe 62.8 -0.2 49.6 +5.3 58.0 +1.4
Neamina 62.8 -0.2 48.1 +3.8 56.8 +0.2

Taula 15. Temperatures de fusio (°C) dels RNAs wt, +3 i +16, en preséncia i en abséncia dels lligands a
10 mM de fosfat a pH 6.8, 50 mM de NaCl i 0.1 mM Na,EDTA. AT,,: variaci6 de T,,, en preséncia i en

absencia de lligand.

La comparacié dels valors de T, dels oligoribonucleotids, en abséncia de lligand 1 a 50
mM de NaCl, amb els valors obtinguts, a 100 mM de NaCl (Taula 13), revelen que la
disminuci6 de la concentraci6 de ions Na" ocasiona un descens de I’estabilitat de wt i
+16 al voltant de 3°C, 1 d’'uns 7°C en el cas de la seqiiéncia mutada +3. Tot 1 aixo,
aquest resultat no és estrany, ja que es redueixen les interaccions electrostatiques
favorables entre 1’esquelet fosfat de 1’oligonucleotid, carregat negativament, 1 els ions
Na’ del medi. Per tant, des d’aquest punt de vista sembla normal que a la seqiiéncia +3,
en ser més inestable, tingui lloc la major disminucié d’estabilitat termodinamica. Ara
bé, en presencia dels lligands Janus-Nea, és interessant observar que es produeix un
augment considerable de 1’estabilitat termodinamica de 1’estructura +3 (de AT, = +0.2 -
+0.8°C en 100 mM NaCl a AT,, = +5.0 - +6.1°C en 50 mM NaCl). En canvi, a les
seqliencies wt (AT, = -0.3 - +0.4°C en 100 mM NaCl a AT, = -0.2 - +0.4°C en 50 mM
NaCl)ia+16 (AT, =+1.0 - +1.9°C en 100 mM NaCl a AT, = +0.9 - +1.0°C en 50 mM
NaCl) practicament no hi ha una variacio significativa de I’efecte estabilitzant dels

166



Resultats i Discussio. Capitol 2. Assaigs d’estabilitat

lligands a 50 mM de NaCl 1 a 100 mM de NaCl. Aquest fet implica, doncs, que els
lligands Janus-Nea podrien tenir certa selectivitat amb la seqiiencia mutada +3 respecte
wt o +16.

Un altre aspecte important €s I’efecte de la longitud de 1’espaiador entre la neamina 1 el
fragment Janus, ja que en aquest cas la tendéncia €s oposada entre les seqiliencies wt 1
+3 respecte +16. Aixi, per exemple, els lligands amb I’espaiador de major longitud
(AT = +1.9 1 +1.4°C per JApept-NeaCs 1 JBpept-NeaCg, respectivament) tenen una
capacitat estabilitzadora de la seqiiencia +16 lleugerament superior als que contenen
I’espaiador curt (AT, = +1.0 1 1.0°C per JApept-NeaCs 1 JBpept-NeaCs,
respectivament). Per contra, a la mutacido +3, analogament a wt, els lligands amb
I’espaiador més curt, JApept-NeaC, (AT, = +6.1°C) 1 JBpept-NeaC, (AT, = +6.1°C),
indueixen una estabilitzacid més gran que els de més longitud, JApept-NeaCq (AT, =
+5.0°C) 1 JBpept-NeaCs (AT, = +5.3°C). En aquest context és interessant, doncs,
observar que a I’RNA +3 existeix una bona correlacid entre la capacitat estabilitzadora
dels lligands JBpept-Nea i les afinitats determinades per fluorescéncia (apartat 1.3.2.2),
ja que els que tenen I’espaiador més curt son més afins (ECsp = 213.4 nM per JBpept-
Nea(C,) respecte els de major longitud (ECsp = 296.7 nM per JBpept-NeaCy).

En segon lloc, en vista d’aquests resultats prometedors amb la seqiiencia +3, es va optar
per avaluar I’efecte estabilitzador del lligands guanidinilats a 50 mM de NaCl sobre la
seqiiencia d’RNA +3 (Figura 129).
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Figura 129. Corbes de fusid corresponents a I’oligoribonucleotid +3 (esquerra), en preséncia i en
abséncia d’l eq dels lligands Janus-Guanidinoneamina. Diagrama de barres on es representen els
increments AT,, (°C) corresponent a I’efecte estabilitzador dels lligands a la seqii¢ncia +3 (dreta).

A partir de I’analisi dels valors de Ty, de la Taula 16, es demostra que, tal com s’havia
determinat a 100 mM de NaCl, la guanidinilacié dels lligands Janus-Nea té un efecte
positiu en ’estabilitzacio de la seqiiencia mutada +3 quan els experiments es realitzen a
una concentracié 50 mM de NaCl, tot 1 que com era d’esperar, I’efecte estabilitzant és
molt superior en reduir la concentracié de ions Na'. Ara bé, en aquest sentit cal destacar
la diferéncia entre les estabilitzacions de JBpept-NeaCsG4 (AT,,G = +1.4°C) 1 la resta de
lligands (AT,G = +3.3 - +3.8°C). A més, el fet que en aquest cas també s’observi que la
capacitat estabilitzant dels lligands és practicament el doble que la de la neamina
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guanidinilada (AT,G = +2°C), suggereix que els fragments Janus en aquest tipus de
lligands tenen un paper actiu, tal com també s havia observat a 100 mM de NaCl.

Tm+3 AT, AT,,G
Sense lligand 44.3 - -
JApept-NeaC,Gy 54.2 +9.9 +3.8
JApept-NeaCsGy 52.6 +8.3 +3.3
JBpept-NeaC,Gy 54.2 +9.9 +3.8
JBpept-NeaCeGy 51.0 +6.7 +1.4
NeaminaGy 50.1 +5.8 +2.0

Taula 16. Temperatures de fusié (°C) de I’oligoribonucleotid +3, en preséncia i en abséncia de lligands a
10 mM de fosfat a pH 6.8, 50 mM de NaCl i 0.1 mM Na,EDTA. AT,,: variaci6 de Ty, en preséncia i en
absencia de lligand. AT,,G: variacid de temperatura entre la T,,, d’un lligand guanidinilat i el seu analeg

sense guanidinilar.

Un altre conclusio destacable és que la guanidinilacid de 1’aminoglicosid no modifica
I’efecte de la longitud de I’espaiador observat a Janus-Nea, sind que sembla accentuar-
lo, especialment en el cas de Janus B. Aixi doncs, els lligands amb I’espaiador més curt,
JApept-NeaC,Gy (AT, = +9.9°C) 1 JBpept-NeaC,Gy (AT, = +9.9°C) generen valors de
T lleugerament superiors als lligands JApept-NeaCsGs (AT, = +8.3°C) 1 JBpept-
NeaCsGy (AT, = +6.7°C), on la separacio entre ambdds fragments €s més llarga. A més,
en aquest cas, analogament als lligands JBpept-Nea, també s’ha pogut constatar una
bona correlacio entre els valors d’afinitat (apartat 1.3.2.2, ECsp = 122.8 nM per JBpept-
NeaCyG4 1 ECsp =216.2 nM per JBpept-NeaCsGy) 1 la seva capacitat estabilitzant.

2.2.2 Estudi de la influéncia de la concentracio de Na" i del pH en els valors de T,
dels lligands Ametantrona-Neamina

En conjunt, els resultats dels experiments de DCC 1 dels assaigs d’afinitat i d’estabilitat
amb la seqiiencia nativa de ’RNA diana indiquen que la combinacid ametantrona i
neamina produeix lligands amb una bona afinitat, de 1’ordre nanomolar (ECso ~ 70-80
nM), i amb una gran capacitat estabilitzadora (AT,, ~ 6-9°C), que, en part, es pot atribuir
a la tendencia de I’aminoglicosid per interaccionar electrostaticament amb I’RNA. A
més, la millora d’aquestes propietats, en particular 1’augment de la capacitat
estabilitzant com a conseqiiencia de la substitucid dels quatre grups amino per grups
guanidini, molt més basics 1 amb major capacitat electrostatica, reafirma el paper clau
de I’aminoglicosid als lligands derivats de I’ametantrona. Per tant, en aquest apartat s’ha
plantejat com a objectiu aprofundir en la funci6 de les interaccions electrostatiques en la
formacid del complex format pels lligands Amt-Nea 1 I’RNA, tenint en compte, d’una
banda, els resultats anteriorment obtinguts amb els lligands Janus-Nea a 50 mM de
NaCl i, de I’altra, la coneguda dependencia de la temperatura de fusio (Ty,) amb el pH 1
la forca ionica del medi (Figura 130), tal com es troba ampliament descrit a la
bibliografia.***!%
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Figura 130. Corbes de fusié de I’oligoribonucleotid +3, en preséncia i en abséncia del lligand Amt-NeaC,
a diferents concentracions de NaCl (a) i a diferents pH 5.8, 6.8 i 7.8 (b), i del lligand Amt-NeaCq4 a
diferents concentracions de NaCl (¢) i a diferents pH 5.8, 6.8 1 7.8 (d).

A continuacid, a la Taula 17 s’exposen els resultats de 1’avaluacié de la influéncia de la
forca i0nica sobre la capacitat estabilitzadora dels lligands Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCe
sobre la seqiiencia mutada +3, mantenint el pH constant (10 mM tamp¢ fosfat a pH 6.8).

50 mM NaCl 100 mM NaCl 150 mM NaCl
Tm+3 ATy, Tm+3 ATy, Tm+3 ATy,

Sense lligand 44.3 - 514 - 52.5 -
Amt-NeaC, 60.9 +16.5 64.3 +12.9 61.6 +9.1
Amt-NeaCg 58.8 +14.5 60.7 +9.3 60.0 +7.5
Ametantrona 53.2 +8.9 54.2 +2.8 54.1 +1.7
Neamina 48.1 +3.8 51.5 +0.1 52.8 +0.3

Taula 17. Temperatures de fusié (°C) de ’'RNA +3, en preséncia i en abséncia d’1 eq dels lligands en 10
mM de fosfat a pH 6.8, 0.1 mM Na,EDTA a diferents concentracions de NaCl. AT,,: variacié de T,,, en
presencia i en abseéncia de lligand.

Un primer fet destacable és que en augmentar la concentracié de ions Na', s’incrementa
progressivament [’estabilitat termodinamica de 1’oligoribonucleotid +3. Aquest
comportament, tipicament observat als acids nucleics, es produeix perque la gran
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densitat de carrega negativa de I’oligonucleotid provoca que el seu entorn idnic
exerceixi molta influéncia en la seva estabilitat.”” En el cas d’un complex entre 'RNA i
un lligand amb capacitat per establir interaccions electrostatiques amb els grups fosfats,
existeix certa competencia amb els ions del medi, de manera que a baixa concentracid
de ions Na' el lligand policationic podra interaccionar amb I’'RNA per formar un
complex més estable.®™ Per tant, des d’aquest punt de vista, és logic que a una
concentracio 50 mM de NaCl, els lligands Amt-NeaC, (AT, = +16.5°C) i Amt-NeaCe
(AT, = +14.5°C) tinguin una capacitat estabilitzant major que a una concentracid 100
mM (AT, = +12.9°C 1 +9.3°C, respectivament). En canvi, a 150 mM, ’efectivitat dels
lligands es veu drasticament reduida per la gran quantitat de carrega positiva present al
medi. En aquest cas, els lligands segueixen actuant com a polications, pero el seu gran
tamany respecte els ions Na' provoca que les interaccions electrostatiques es vegin
contrarrestades (Figura 131). Aquest mateix comportament el trobem en
I’aminoglicosid neamina, on la seva capacitat estabilitzant a 50 mM de NaCl és gairebé
quatres vegades superior que a 100 mM de NaCl.
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150mM [l
150 mM
SOmM |

AT, (°C)
SR - S
5omM 4
o —
o
-
somM 19
100mM 14
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somM T ®
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TR 1 ) E—
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1somM ————————°

\

Meamina Ametantrona Amt-NeaCo Amt-NeaC2

100 mM

Figura 131. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C) corresponents a 1’efecte
generat pels lligands Amt-Nea, juntament amb els mondmers Neamina i Ametantrona, en diferents
concentracions de NaCl a un pH constant de 6.8.

Una altra dada destacable és el fet que el fragment Amt per si sol, a més d’interaccionar
com a agent intercalant, també té¢ un cert comportament electrostatic en la seva
interaccid amb ’RNA, ja que la seva capacitat estabilitzant és també molt dependent de
la concentracid salina del medi. De fet, aquest resultat no és gens sorprenent ates que €s
d’esperar que la interaccid dels grups amino dels dos bragos de 1’ametantrona amb
I’RNA tinguin un paper important, com ja el tenen al seu analeg mitoxantrona.”

En segon lloc, un cop comprovada la influéncia de la for¢a ionica en 1’estabilitzacié de
I’RNA +3 per part dels lligands derivats de I’ametantrona, es va estudiar I’efecte del
pH. Concretament, es van enregistrar les corbes de fusio dels lligands Amt-NeaC,, Amt-

NeaCs i Amt-Azq a pH 5.8 i 7.8, mantenint constant la concentracié de ions Na" (100
mM NaCl) (Taula 18).
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pH 5.8 pH 6.8 pH 7.8
Tm+3 AT Tm+3 AT Tm+3 AT
Sense lligand 52.4 - 514 - 50.9 -
Amt-NeaC, 64.6 +12.2 64.3 +12.9 54.6 +3.8
Amt-NeaCg 62.5 +10.1 60.7 +9.3 53.4 +2.6
Amt-Azq 57.4 +5.0 56.1 +4.7 51.6 +0.7
Ametantrona 55.6 +3.2 54.2 +2.8 51.9 +1.0

Taula 18. Temperatures de fusio (°C) de ’RNA +3, en preseéncia i en abséncia dels lligands a 100 mM de
NaCl, 0.1 mM Na,EDTA i 10 mM de fosfat a pH 5.8, 6.8 i 7.8. AT, variacié de T,,, en presencia i en
abseéncia de lligand.

L’analisi dels valors recollits a la Taula 18 indica que, en general, I’augment del pH del
medi redueix ’efecte estabilitzant dels lligands estudiats, especialment a pH 7.8. En el
cas de I’ametantrona, s’observa que entre pH 5.8 1 6.8 la variacié d’AT,, és molt lleu,
mentre que de 6.8 a 7.8 el canvi és molt més pronunciat. Aquest resultat, torna a
evidenciar la importancia de les interaccions electrostatiques dels grups amino dels dos
bragos antraquindnics en I’estabilitzacié del complex amb I’'RNA. Es per aixd que, a pH
7.8, en augmentar la proporcid de I’especie neutra, I’efecte estabilitzant és molt més
baix, fet també atribuible a la no intercalacié a la zona del bulge. Probablement, les
interaccions electrostatiques no es deuen veure minvades quan el pH passa de 5.8 a 6.8,
ja que no hi ha una gran disminucié de la capacitat estabilitzant (AT, = +2.8°C a pH 6.8
respecte ATy, = +3.2°C a pH 5.8). En canvi, a pH 7.8, el descens és molt més important
(AT, = +1.0°C), fet que suggereix que el valor de pK, dels grups amino deu estar al
voltant de 8, tal com es troba descrit per la mitoxantrona (pKa; = 7.34 i pK, = 8.00).”
Aixi doncs, el conjunt d’aquests resultats indiquen que el fragment Amt, a més del seu
caracter intercalant, té un component i0nic en la interaccido amb ’RNA.

En el cas d’Amt-Azq, s’observa un comportament molt similar al de I’ametantrona, fet
que suggereix que I’estat de protonacid de 1’azaquinolona no varia en aquest rang de pH
1, per tant, ’efecte del pH sobre la capacitat estabilitzadora del lligand és només
atribuible a I’ametantrona. En canvi, als lligands Amt-Nea [’estat de protonacid de
I’aminoglicosid té un paper fonamental sobre la capacitat estabilitzadora d’aquests tipus
de compostos. A la Figura 132 es mostren els valors de pK, dels quatre grups NH,
segons es recull a la bibliografia,'” i que s’han emprat per discutir els resultats
obtinguts amb aquests Iligands.

6 NH, pK, = 6.44 (N3)

HS o 2'0 pK, =7.23 (N2')
BN N pK, =7.77 (N1)

HO NH, DK, =8.08 (N6

OH

Figura 132. Estructura de la Neamina on s’indiquen els valors de pK, dels quatre grups amino,
determinats mitjangant 'H RMN en D,O a 25"C.100
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A partir d’aquests valors de pK,, sembla coherent, doncs, que a pH 5.8 I’estabilitzacid
induida a la seqliencia mutada +3 per part dels lligands Amt-NeaC, (AT, = +12.2°C) 1
Amt-NeaCg (AT, = +10.1°C) sigui molt gran, ja que a aquest pH tots els grups amino de
I’aminoglicosid estan protonats i, per tant, D’efecte estabilitzant atribuible a les
interaccions electrostatiques sera maxim. A pH 6.8, no hi ha un gran canvi en la
capacitat estabilitzadora dels lligands, malgrat que el grup amino N3 (pK, = 6.44)
només estigui parcialment protonat. El fet que a aquest pH I’efecte estabilitzador
d’Amt-NeaCs es vegi lleugerament reduit (-0.8°C) 1, en canvi, a Amt-NeaC, augmenti
(+0.7°C), sembla indicar que el grup amino 6’ té un paper diferent a la interaccid6 amb
I’RNA. En canvi, a pH 7.8 la capacitat estabilitzadora dels lligands es veu molt
afectada. En aquest cas, com que el valor del pH és molt similar al pK, dels grups amino
N1 (pK, = 7.77) 1 N6’ (pK, = 8.08), hi haura aproximadament un 50% de ’especie
neutre, mentre que pels grups amino N3 i N2’ sera superior. Es per aixd que, en
aquestes condicions, la perdua de caracter electrostatic del lligand es tradueix en una
gran reduccio de la capacitat estabilitzant (AT, = +3.8°C per Amt-NeaC, 1 ATy, = +2.6
per Amt-NeaCy) (Figura 133).
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[ ]
|'r-.1

10 Y 9,3

2.6

-

pH 5,8 ‘ pH 6.8 ‘ pH7.8 |

pH 5,8 ‘ pH 6.8 ‘ pH 7.8

Amt-NeaCo Amt-NeaC2

Figura 133. Diagrama de barres on es representen els increments AT, (°C) corresponent a ’efecte
generat pels lligands Amt-NeaC, i Amt-NeaCg a diferents valors de pH.

En conclusié, ambdds estudis indiquen que en els lligands derivats de 1’ametantrona les
interaccions electrostatiques tenen una funcid destacada sobre la seva capacitat
estabilitzadora, particularment als compostos Amt-NeaC, i Amt-NeaCg, on la neamina
exerceix un paper destacat. Tot 1 aix0, també s’ha pogut verificar que les interaccions
electrostatiques també tenen un paper rellevant a la interaccid del fragment
antraquinonic amb I’RNA.
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3 Estudis estructurals dels complexos RNA-Iligand

Una de les principals limitacions en el desenvolupament de nous agents terapéutics
basats en lligands d’RNA ha estat la poca informaci6 disponible sobre els principis que
governen el reconeixement molecular de ’RNA per part de molecules petites, fet que ha
dificultat el disseny de novo de lligands basats en estudis estructurals. Ara bé, en els
ultims 15 anys ’aparici6 de diversos treballs centrats en aquest camp ha permes adquirir
nous coneixements 1 aprofundir en el procés d’interaccio entre les molécules petites 1
I’RNA, com per exemple els treballs realitzats per Varani i col-laboradors'** sobre
I’estructura secundaria involucrada en el processat alternatiu del pre-mRNA de la
proteina tau (Introduccid, apartat 2.2.2). Concretament, 1’estudi estructural del seu
complex amb molécules petites, com ara la neomicina B 1 la mitoxantrona, han estat
clau per recolzar la rellevancia terapeutica d’aquesta diana d’RNA 1 per assentar-ne les
bases del disseny de nous lligands. Aixi doncs, basant-nos en aquests estudis de Varani 1
col-laboradors'** i en el treball prévi realitzat al nostre grup d’investigacid,” un cop
determinada I’afinitat, 1’especificitat 1 la capacitat estabilitzadora dels lligands amb
aquesta estructura d’RNA, es va considerar molt interessant obtenir informacio sobre el
lloc d’unidé 1 el mode d’interaccid dels compostos derivats de 1’ametantrona amb la
seqliencia nativa de I’RNA diana mitjangant 1’espectroscopia d’UV-Visible 1 de
fluorescencia, 1 la ressonancia magnetica nuclear (RMN).

3.1 Estudi estructural per espectroscopia d’UV-Visible i de Fluorescéncia

Quan els compostos aromatics s’uneixen a macromolécules com els acids nucleics, es
produeixen variacions al seu sistema electronic que generen alteracions als seus
espectres d’absorci6 o d’emissi6 de fluorescéncia. Es per aixo que I’avaluacié d’aquests
canvis representa una eina molt Util per obtenir informaci6 sobre el mode d’interacci6
amb els acids nucleics.'”’

Cal comentar que en aquests estudis inicament s’ha analitzat la interaccid dels lligands
que contenen el fragment Amt, tant els seleccionats per DCC com els de segona
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generacid, ates que I’ametantrona presenta uns espectres d’UV-Vis 1 de fluorescéncia
caracteristics que permeten avaluar la seva interaccio amb la diana nativa d’RNA, ja que
aquesta no presenta absorbancia a la zona del visible (450 — 700 nm) ni emissi6 de
fluorescencia. El procediment experimental, descrit a Materials 1 M¢ctodes (apartats
5.3.115.3.2), es va dur a terme mitjancant I’enregistrament dels espectres d’absorcio a
la zona visible 1 d’emissié de fluorescencia dels lligands després de 1’addicié de
quantitats creixents d’oligoribonucleotid.

Pel que fa a I’estudi per espectroscopia d’UV-Visible, inicialment es va dur a terme la
valoracié del compost ametantrona amb ’RNA diana com a control. Tal com es mostra
a la Figura 134, I’ Amt presenta dos maxims d’absorcio ben definits al voltant de 582 1
626 nm. En iniciar 1’addicié de quantitats creixents d’RNA wt, es va observar un
desplacament d’ambdos maxims d’absorcid cap a longituds d’ona més grans i un
descens de la intensitat de les dues bandes. Per exemple, després de 1’addicio d’un total
de 0.17 eq d’RNA es va produir un efecte hipocromic del 23 % 1 un desplagament
batocromic de 7 nm. Quan la relaci6 RNA/Amt va augmentar fins a 0.37, malgrat que la
disminucié d’absorbancia va ser menys pronunciada, [’efecte batocromic fou
practicament el doble 1 es van establir dos nous maxims d’absorcio a 593 1 a 641 nm. A
partir d’aquest punt de la valoracid, tot 1 la preséncia d’un excés de fins a gairebé 4 eq
d’RNA, els efectes generats van ser poc significatius.

01640 eqRNA
——— 0,02 eq RNA
0.144 0,07 e RNA
012017 ¢qRNA
0.37 eq RNA
€ 0101 ——0.87 eqRNA
-2 008 1.87 eq BNA _
= 38T eqRNA 7
é 0.06
0.04 4
0.02
0.00

T T
450 - 550 o0

A (nm)

Figura 134. Espectres d’absorcid del visible d’una dissolucié 10 uM d’ametantrona, en abseéncia i en
preséncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats indicades corresponen al nombre
d’equivalents total d’RNA presents a cada moment de I’addicio. La direccid de la fletxa indica la

disminucio de 1’absorbancia.

En el cas dels lligands Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCs, els canvis produits fins a 1’addicié de
0.17 eq d’RNA van ser for¢a més pronunciats, on I’efecte hipocromic va representar un
25-30 % 1 el desplagament batocromic va ser entre 8 1 10 nm. En afegir quantitats més
grans d’RNA es va reproduir el comportament observat pel monomer Amt, tot i que
I’hipocromisme (35-43%) 1 ’efecte batocromic (de fins a 15 nm) van ser més
accentuats. Es van establir els dos nous maxims d’absorcié a 596 1 643 nm (Figura
135). Aquests efectes en conjunt, tot i que als lligands Amt-Nea han estat més
pronunciats, s’observen tipicament en compostos que s’intercalen entre parells de bases
del DNA o de I’'RNA, ja que en apropar-se a les nucleobases es produeixen canvis en el
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seu sistema electronic.'® Per tant, des d’aquest punt de vista podem afirmar que tant
I’ametantrona com el seus derivats Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCs interaccionen per
intercalaci6 o, com a minim, per apilament (stacking) amb I’RNA diana. Ara bé,
malgrat que aquests resultats no son una evidéncia suficient per ubicar-ne exactament la
seva zona d’unio, el fet que estigui descrit que la mitoxantrona s’intercala al parell de
bases G-C adjacent a la regié del bulge” fa pensar en aquesta regié com un lloc d’uni6
molt probable per ’ametantrona i pels seus lligands derivats Amt-Nea.

Per altra banda, les alteracions observades a 1’espectre del visible del cromofor també
permeten establir un cert paral-lelisme amb Dafinitat dels compostos. Es a dir, els
efectes hipocromics més forts en presencia de poca quantitat d’RNA sén un signe de la
gran capacitat d’interaccio del lligand, resultat que va d’acord amb la major afinitat dels
lligands Amt-Nea (ECso = 70.8 — 78.8 nM) respecte Amt (ECsp = 231.8 nM).

013 0 eqRNA 0.14 0 eqRNA
*——o0.02eqrNA = :'“;' € RNA
0,07 e RNA £ 0.124 ]'l_ ¢q RNA __ff ~
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Figura 135. Espectres d’absorci6 del visible d’una dissolucio 8.4 uM d’Amt-NeaC, (esquerra) i 8.4 uM
d’Amt-NeaCs (dreta), en abséncia i en preseéncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats
indicades corresponen al nombre d’equivalents total d’RNA present a cada moment de 1’addicié. La

direccid de la fletxa indica la disminuci6 de I’absorbancia.

Pel que fa als lligands Amt-Azq 1 Amt-Janus, les valoracions han mostrat un
comportament molt similar al del monomer Amt, fet que suggereix que el fragment
d’antraquinona en aquests lligands interacciona de forma similar també amb I’RNA. A
més, tal com s’observa a la Figura 136, els espectres d’absorci6 obtinguts per Amt-Azq
son molt semblants als de I’ametantrona sola, amb efectes hipocromics 1 batocromics
similars, fet poc sorprenent atesa la semblanga entre els corresponents valors d’afinitat
d’ambdds compostos (ECso = 162.5 nM per Amt-Azq 1 ECsp = 231.8 nM per Amt).
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Figura 136. Espectres d’absorcio del visible d’una dissoluci6 8.4 uM d’Amt-Azq en absencia i en
preséncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats indicades corresponen al nombre
d’equivalents total d’RNA present a cada moment de I’addicio. La direccido de la fletxa indica la

disminucio de 1’absorbancia.

I, per ultim, les valoracions dels lligands Amt-JApept i Amt-JBpept, amb valors
d’afinitat molt semblants (ECso = 288.5 nM per Amt-JApept 1 ECsp = 318.2 nM per
Amt-JBpept), han mostrat perfils practicament idéntics, on els efectes hipocromics 1
batocromics s6n una mica menys pronunciats.
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Figura 137. Espectres d’absorcid del visible d’una dissolucié 8.4 uM de JApept-Amt (esquerra) i 8.4 uM
d’JBpept-Amt (dreta), en abséncia i en preséncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats
indicades corresponen al nombre d’equivalents total d’RNA present a cada moment de 1’addicié. La

direccid de la fletxa indica la disminucio de I’absorbancia.

Un cop realitzades les valoracions d’UV-visible, també es va plantejar dur a terme
I’estudi de la interaccid dels lligands derivats de 1’ametantrona amb I’RNA diana
mitjancant valoracions de fluorescéncia, en les quals, analogament a les valoracions
UV-Visible, també s’addicionen quantitats creixents d’RNA sobre una solucié de
lligand (apartat 5.3.2 de Materials 1 Metodes). En aquest cas, quan s’excita
I’ametantrona i els seus derivats a 547 nm, s’observa la preséncia d’un maxim d’emissio
de fluorescencia al voltant de 656 nm, tot i que en alguns casos es desplaca
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lleugerament cap a longituds d’ona més grans. En general, durant les valoracions es va
observar un descens de la intensitat de la fluoresceéncia, fet que també s’atribueix a la
intercalacié del fragment heteroaromatic.'® A continuaci6, s’exposen a grans trets els
canvis en la intensitat 1 en el desplacament dels maxims d’emissidé de fluorescéncia
observats pels diferents lligands derivats de I’ametantrona, tant els seleccionats als
experiments de DCC com els de segona generacid.

Primerament, a la valoracido de I’ametantrona amb I’RNA, inicialment es va observar
una disminucid progressiva de la intensitat de fluorescencia o quenching (al voltant
d’un 8%) fins que, en presencia d’un total de 0.17 eq d’RNA, també es va desplagar el
maxim d’emissio uns 4 nm. A la segiient addicid, en presencia de 0.37 eq d’RNA, el
nou maxim d’emissio es va establir a 662 nm 1 es va mantenir constant fins al final de la
valoraci6. També en aquest punt es va observar un segon canvi de tendencia en el
senyal de fluorescéncia que va implicar un augment de la intensitat d’emissid fins a
arribar al seu punt maxim (un increment de fins el 4%) quan la relaci6 RNA/Amt va ser
de 0.87 eq, a partir de la qual ja no es van apreciar canvis significatius (Figura 138).
Aixi doncs, tot 1 el petit augment d’emissié de fluorescencia observat, podem afirmar
que la disminuci6 del senyal de fluorescencia i el desplagament batocromic (de fins a 6
nm) €s atribuible a la intercalacié d’Amt a ’estructura d’RNA.
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Figura 138. Espectres d’emissio de fluorescéncia d’una dissolucié 2 uM d’ametantrona, en abséncia i en
preséncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats indicades corresponen al nombre

d’equivalents total d’RNA present a cada moment de 1’addicié.

En el cas de les valoracions d’Amt-NeaC, i Amt-NeaCg (Figura 139a i 139b), tot i que
en general se segueix una tendéncia similar a Amt, cal comentar que en ambdods
lligands, en preséncia de 0.37 eq d’RNA, la intensitat de fluorescencia va tornar a
disminuir fins a mantenir-se constant amb un excés d’uns 4 eq de diana, 1 el maxim
d’emissid va desplacar-se uns 4 nm. En general, el fet que els seus perfils
espectroscopics mostrin un comportament similar al d’Amt, igual que a les valoracions
per espectroscopia d’UV-Visible, reafirma el mode d’interacci6 proposat pel fragment
antraquinonic. Tot 1 aix0, €s interessant comentar que els canvis a la intensitat de
fluorescencia son menys accentuats que les variacions d’absorbancia (Figura 135) 1, per
tant, que les diferencies d’afinitat dels lligands no es veuen reflectides en una
disminucid pronunciada de la intensitat de fluorescencia.
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Figura 139. Espectres d’emissié de fluorescéncia d’una dissolucié 2 uM de lligand: a) Amt-NeaC,. Amt-
NeaCg (b), Amt-NeaC,G, (¢) i Amt-NeaC¢Gy4 (d), en abséncia i en preséncia de quantitats creixents
d’RNA wt. Les quantitats indicades corresponen al nombre d’equivalents total d’RNA present a cada

moment de 1’addicio.

Si comparem les corresponents valoracions dels lligands Amt-Nea amb la dels seus
analegs guanidinilats, Amt-NeaC,Gs 1 Amt-NeaCeG4 (Figura 139c i 139d), s’observa
que la disminuci6 de I’emissid6 de fluorescencia és més pronunciada, tot i que el
desplacament del maxim d’emissié €s del mateix ordre (4 nm). En aquest sentit, si es té
en compte ’alta sensibilitat de la fluorescencia, aquesta diferéncia segurament esta més
relacionada amb les variacions generades a 1’entorn del lligand com a conseqiiencia de
I’augment de la seva capacitat electrostatica, que no pas amb un canvi en el mode
d’interaccid respecte els seus precursors sense guanidinilar. Aquesta mateixa tendeéncia,
tot 1 que més suavitzada, també va ser observada a Amt-NeaC, amb la incorporacid
d’un segon fragment de neamina (Figura 140).

178



Resultats i Discussio. Capitol 2. Estudis Estructurals

160000 4
140000 -
—— 0 eqFNA ———0eqRNA
120000 ———0.02 eqBRNA ——0.02 eqRNA
€ 100000 - 007eqRNA E 0.07 eqRNA
g ——0.17 eq ENA g 0.17 eqRNA
7 80000 037eqBNA  § 0.37 eqRNA
g il ——08"eqRNA 2 —— 037 eqRNA
i \ 1.87eqRNA = 1.87 eqRNA
40000 - . 187 eqENA 387 e RNA
20000 \ RN N
— —
0 T T T T Y 0 T T T T 1
600 G50 T00 750 800 820 00 650 700 750 800 850
A (um) A (num)

Figura 140. Espectres d’emissio de fluorescéncia d’una dissolucié 2 uM d’ Amt-NeaC, (esquerra) i Amt-
NeaC,,NeaC, (dreta), en abséncia i en preséncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats
indicades corresponen al nombre d’equivalents total d’RNA present a cada moment de 1’addicio.

Per altra banda, si comparem els espectres d’emissidé de fluorescencia dels Iligands
Amt-Azq 1 Amt-Azq,NeaC, (Figura 141), el primer fet observable és que, a diferéncia
del monomer Amt 1 dels lligands derivats Amt-Nea, ’augment de la concentracid
d’RNA no s’acompanya de cap desplacament del maxim, sind que Unicament es
produeix un descens de la fluorescencia. En el cas d’Amt-NeaC,,Azq, la preséncia de
I’aminoglicosid genera un major descens respecte el seu precursor Amt-Azq, on la
disminuci6 de fluorescencia és més suau.

Fluorescencia
Fluorescéncia

T T
650 700 50 §00 850 600 650 700 750 800 850

A () 2 ()

Figura 141. Espectres d’emissié de fluorescéncia d’una dissolucié 2 uM d’Amt-Azq (esquerra) i Amt-
Azq,NeaC, (dreta), en abséncia i en presencia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats indicades

corresponen al nombre d’equivalents total d’RNA present a cada moment de 1’addicid.

Per ultim, les valoracions dels lligands Amt-JApept i Amt-JBpept van mostrar la
mateixa tendéncia que Amt-Azq. Es a dir, no hi va haver cap desplacament dels maxims
d’emissio cap a longituds d’ona més grans, perd si que es va observar una disminucid
de la intensitat de fluorescencia (Figura 142).
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Figura 142. Espectres d’emissi6é de fluorescéncia d’una dissolucié 2 uM de Amt-JApept (esquerra) i
Amt-JBpept (dreta), en abséncia i en preséncia de quantitats creixents d’RNA wt. Les quantitats indicades
corresponen al nombre d’equivalents total d’RNA present a cada moment de 1’addicid.

Aixi doncs, a partir dels resultats extrets de les valoracions mitjangant espectroscopia
d’UV-Visible 1 de fluorescencia dels lligands que contenen el residu Amt, podem
concloure que tots els compostos analitzats semblen tenir un mode d’interaccid amb
I’RNA comu que implicaria la intercalacio del fragment heteroaromatic Amt o
I’apilament amb les nucleobases.'*

3.2 Estudi estructural per ressonancia magnética nuclear (RMN)

En els ultims anys, la ressonancia magnetica nuclear (RMN) ha adquirit un paper molt
destacat com a eina per obtenir informacid estructural detallada dels processos
d’interaccid entre lligands 1 acids nucleics, comparable fins 1 tot a la informacid extreta
de tecniques cristal-lografiques com la difraccid de raigs X. La seva rellevancia radica
en el fet de dur a terme ’estudi en solucio, fet que permet realitzar estudis dinamics que
proporcionen informacid sobre el reconeixement molecular, com per exemple el lloc
d’uni6 del lligand o el seu mode d’interaccio. Ara bé, tot 1 que inicialment el gran
tamany de les biomolecules suposava una limitacid, gracies als avencos tecnologics en
I’as d’imans superconductors d’alt camp (800 MHz per 'H), la introduccié de
I’espectroscopia multidimensional, o el marcatge isotopic de "N i '°C, la determinacio
d’estructures de fragments de DNA 1 d’RNA de gran tamany ha esdevingut una
metodologia rutinaria en molts laboratoris especialitzats.

Per tant, donada la gran utilitat de la RMN per caracteritzar processos dinamics, com
per exemple els mecanismes de reconeixement molecular, no és d’estranyar que en els
darrers anys s’hagi convertit en una técnica molt utilitzada en I’estudi de la interacci6 de
petites molécules amb estructures de DNA'” i d’RNA.'" En aquest context s’ha
considerat de gran interes 1’s d’aquesta tecnica per estudiar la interaccid dels lligands
més prometedors desenvolupats durant aquesta tesi doctoral amb I’estructura secundaria
nativa de ’RNA diana.
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3.2.1 Introduccio6 a I’estudi per RMN de la interaccio RNA-lligand

El primer pas per dur a terme un estudi estructural mitjancant RMN consisteix en
enregistrar ’espectre monodimensional de 1’oligonucleotid amb 1’objectiu de
determinar el desplacament quimic (8) de cadascun dels nuclis (‘"H), o bé del maxim
nombre possible. Ara bé, el fet que els acids nucleics estiguin formats unicament per 4
nucleotids repetits al llarg de la seqliencia representa una gran limitacio, ja que existeix
un alt solapament de senyals. Es per aix0, que a I’hora de dur a terme una assignaci6
completa cal I’ajuda de diversos experiments bidimensionals, com per exemple la
combinacid d’experiments de correlacid escalar (TOCSY, COSY), emprats per
I’assignacid dels diferents sistemes d’spin, 1 experiments de correlacid dipolar
(NOESY), que permeten assignar sistemes d’spin diferents a residus especifics de la
cadena de I’acid nucleic.

En RMN de 'H d’un oligonucleotid, es poden diferenciar dues classes de protons, els no
bescanviables, enllagats a I’atom de carboni (sucre 1 aromatics), i els bescanviables,
corresponents als protons amino, hidroxilics 1 imino. Concretament, els protons imino
son particularment rellevants ja que la seva ressonancia, a més de produir-se a camps
magnetics més baixos que la resta de protons, esta directament relacionada amb
I’aparellament de les bases. (Figura 143).
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Figura 143. Esquema corresponent al parell de bases tipus Watson-Crick (W-C) A-U i G-C que es
produeixen a la seqiiéncia nativa de 1’estructura d’RNA de treball, i també del parell wobble G-U. En

negreta s’indiquen els protons imino.

Per poder observar els protons bescanviables, atés que els protons imino i amino en H,O
estan sotmesos a un bescanvi massa rapid, cal enregistrar els espectres en aigua lleugera
(H,O/D,0 9:1) 1 a baixa temperatura (5°C) mitjancant un sistema de gradients i polsos
que permeti eliminar el senyal de 1’aigua, com per exemple watergate (water
suppression by gradient-tailored excitation) o excitation sculping, el métode emprat en
aquesta tesi. Es interessant remarcar que els protons imino presenten ressonancia a una
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regid concreta de I’espectre en funcio de si estan desaparellats, que apareixen a regions
de camp més alt (10—-11 ppm), o bé si formen aparellament (11.5-14 ppm), que ho fan a
un desplacament quimic caracteristic per cada parell de bases. Per exemple, quan els
protons imino formen enllag pont d’hidrogen amb un altre atom de nitrogen, com ara els
parells Watson-Crick A-U 1 G-C, presenten ressonancia al voltant de 13.0-14.5 ppm i
11.5-13.5 ppm, respectivament. En canvi, quan el grup imino fa pont d’hidrogen amb
I’oxigen del carbonil, com és el cas de 1’aparellament tipus wobble G-U, el senyal
apareix entre 10.0 i 12.0 ppm.'®

Aixi doncs, I’enregistrament de ’espectre monodimensional d’un oligoribonucleotid,
tot 1 no servir per fer una assignacid completa, si que pot aportar alguna informacid
estructural. Un bon exemple d’aixd és 1’espectre monodimensional de 'H de
I’oligoribonucleotid 25-mer corresponent a [’estructura stem-loop de la zona de
processat de 1’exd 10 de la proteina tau. A la Figura 144, es mostra la regio dels protons
imino en la qual és possible observar els senyals corresponents a tres parells G-C (G-1,
G+1 1 G+3), tres parells A-U (U0, U+2 1 U+11) 1 un parell G-U (G+5).
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Figura 144. Espectre monodimensional de 'H corresponent a ’'RNA-wt 25-mer (0.07 mM) en 10 mM
tampd fosfat a pH 6.8 en D,O/H,O (1:9) enregistrat a 5°C. L’ampliacié correspon a la zona dels protons
imino i I’assignacié esta basada en els resultats publicats per Varani i col~1ab0radors,2 que conclouen que
es formen un total de 7 aparellaments de bases. A 1’espectre s’ha assignat el senyal G+5 del parell G-U
del loop i, en canvi, no apareix G+17 que correspon al parell G-C, contrariament a la representacio de la
figura basada en el treball publicat per Varani inicialment.*

Tal com s’ha comentat anteriorment a la Introduccié d’aquesta tesi doctoral (apartat
2.2.1), ’any 1999 Varani i col-laboradors’ van determinar 1’estructura tridimensional de
’RNA wt mitjancant RMN amb 1’oligoribonucleotid 25-mer marcat amb °C i °N. La
informaci6 extreta va revelar que la seqiiencia 25-mer tenia una estructura stem-loop
formada per una doble helix de 6 parells de bases amb una adenina desaparellada, 1 un
loop de 6 nucleotids que adopta multiples conformacions. Aquesta llibertat
conformacional explicava, doncs, que el parell G-U (G+5) no s’observés en aquell
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estudi, ates que es va dur a terme a 35°C. En segon lloc, a la part inferior del duplex, el
senyal corresponent al parell G-C (G+17), tot 1 que es dibuixa com si estigués aparellat,
tampoc es veu a causa que esta molt exposat al dissolvent.

Posteriorment, al 2009 el mateix autor va publicar 1’estudi estructural del complex
mitoxantrona-RNA,” en el qual, en enregistrar a 4°C I’espectre monodimensional de 'H
de P'RNA wt, si que es va observar, tot 1 que amb baixa intensitat, el senyal
corresponent al parell wobble G-U (G+5) situat entre el duplex 1 el loop, tal com també
hem observat nosaltres (Figura 144). Segurament, a baixa temperatura, els intercanvis
conformacionals que experimenta el /oop sén més lents 1 permeten que es formi 1’enllag
pont d’hidrogen entre ambdues nucleobases. A més, tant en I’estudi més recent de
Varani’ com en el nostre, tampoc s’observa el senyal G+17 corresponent al parell G-C.
Ara bé, quan s’enregistra el mateix espectre en preséncia de quantitats creixents de
mitoxantrona, si que s’observa I’imino G+17 a causa que el lligand s’intercala
preferentment a la zona del bulge entre els parells de bases C-G (C+16 1 G-1) 1 G-C
(G+17 1 C-3), fet que ocasiona que el parell G-C quedi protegit del dissolvent.

Aixi doncs, atesa la gran dependencia dels desplagaments quimics amb el seu entorn,
sent particularment sensible a variacions conformacionals de I’oligonucleotid, I’estudi
de I’espectre monodimensional de la zona dels protons imino de I’RNA ha esdevingut
una eina mot util per obtenir informacié estructural dels complexos formats amb els
lligands. Tot 1 aix0, €s important remarcar que el tipus d’informacio extreta és
qualitativa, ja que és necessari I’analisi bidimensional complementari per aprofundir en
les interaccions que s’estableixen entre un lligand 1 ’RNA. Per exemple, en el cas de
I’estudi del complex RNA-mitoxantrona, la interpretacié dels fenomens observats a les
valoracions monodimensionals es van complementar amb 1’assignacio d’espectres
bidimensionals (NOESY) 1 tridimensionals (NOESY-HSQC) que van permetre
determinar Iestructura del complex.’

3.2.2 Valoracions monodimensionals de PRNA wt amb els lligands derivats de
I’ametantrona

Un cop avaluats els canvis produits en els espectres d’absorcio 1 d’emissid dels lligands
en preséncia de quantitats creixents d’RNA, es va optar per dur a terme les valoracions
monodimensionals d’RMN per estudiar la variacié dels senyals de la regié dels protons
imino de ’'RNA en augmentar la concentracié de lligand. En aquest cas, a diferéncia
dels assaigs per espectroscopia d’UV-visible 1 de fluoresceéncia, les valoracions s’han
dut a terme addicionant quantitats creixents de lligand sobre una solucié d’RNA (0.07-
0.1 mM), tal com s’exposa a Materials i M¢etodes (apartat 5.3.3).

També €s important comentar que, malgrat que hauria estat molt interessant realitzar
aquest estudi amb tots els lligands sintetitzats en aquesta tesi, la poca disponibilitat de
I’aparell 1 la gran quantitat de mostra necessaria (35-60 nmol d’RNA 1 fins a 3 eq de
lligand) van ocasionar que es prioritzessin les valoracions amb els lligands derivats de
I’ametantrona, els més afins i amb més capacitat estabilitzadora. Es per aixd que no es
va poder determinar per RMN si els lligands Janus-Neamina/Guanidinoneamina
reconeixen algun parell de bases G-U desaparellat a ’RNA diana.
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3.2.2.1 Espectres monodimensionals de PRNA wt amb Mtx i Amt

La gran semblanca estructural entre ’ametantrona (Amt) 1 la mitoxantrona (Mtx) ens va
permetre utilitzar com a referencia el treball realitzat per Varani 1 col-laboradors, en el
qual es valorava 'RNA wt amb Mtx mitjancant RMN de 'H.? Concretament, en aquest
estudi es va observar que 1’addici6 de Mtx no produia variacions significatives al
desplacament quimic dels protons imino de la part superior del daplex (G+1, U+2 1
G+3), malgrat que el seu eixamplament creixia en augmentar la presencia de lligand.
Per contra, si que es va apreciar una disminuci6 de la intensitat dels senyals de ’'RNA
lliure propers a la regid del bulge (G-1 1 U0O), que van desapareixer totalment a partir
dels 2 eq de Mtx, 1 també un canvi en el seu desplagament quimic en formar-se el
complex Mtx-RNA (Figura 145). A més, tamb¢ es va veure 1’aparicié d’un nou grup de
senyals a partir d’1.5 eq de lligand, que posava de manifest la inespecificitat de la unid
quan Mtx es troba en excés respecte ’'RNA.
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Figura 145. Representacio de la regi¢ imino corresponent a I’espectre monodimensional de 'H de I’RNA-
wt 25-mer, en abséncia i en preséncia de quantitats creixents de Mtx, extret de 1’estudi de Varani i
col-laboradors.”

En segon terme, 1’observacio simultania de senyals corresponents a ’RNA Iliure 1 al
complex, com a conseqiiencia d’un bescanvi lent, posa de manifest la gran afinitat de
Mtx amb ’RNA, ja que qualitativament la forma dels senyals de ressonancia dels
protons imino pot proporcionar informacid sobre la cinetica d’enllag 1, per tant, de
Iafinitat del lligand. Es a dir, generalment, a lligands molt afins (Kq < 0.5 uM) el
bescanvi és molt lent, i es poden observar a la vegada els senyals de I’'RNA lliure 1 del
complex. En canvi, quan els lligands son poc afins (K4 > 100 uM), els bescanvis solen
ser molt rapids i s’acaba observant un promig de senyals.'***!%

Els resultats de la valoracid, juntament amb els estudis complementaris mitjangant
experiments bidimensionals, van demostrar que Mtx s’unia preferentment a la zona del
bulge de D’estructura secundaria stem-loop, fet que també es va confirmar, per una
banda, a través dels canvis al desplagament quimic dels protons imino UO i G-1 1, per
’altra, amb I’observacid del senyal imino G+17 com a conseqii¢ncia de I’estabilitzacio
addicional d’aquest parell G-C per accid de la intercalacié de Mtx en aquesta zona. Ara
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bé, un cop format el complex 1:1 es va corroborar que una molecula addicional de Mtx
s’enllacava al solc menor, proper a la part superior del daplex, de forma superficial 1
inespecifica, amb la qual cosa la formacid d’aquest segon complex no indueix canvis
conformacionals ni de desplagament quimic significatius.

Aixi doncs, a partir d’aquests precedents,” es va plantejar, en primer lloc, reproduir
I’experiment de Varani amb la mitoxantrona 1, a continuacid, dur a terme la valoraci6
monodimensional amb I’analeg ametantrona (Amt) per tal de comparar els efectes que
indueixen ambdds lligands a ’estructura d’RNA wt (Figura 146).
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Figura 146. Regio imino de I’espectre monodimensional de 'H corresponent a 'RNA-wt 25-mer (0.1
mM) en 10 mM tampé fosfat a pH 6.8 en D,O/H,O (1:9) enregistrat a 5°C, en abséncia i en preséncia de
quantitats creixents de mitoxantrona (a dalt) i d’ametantrona (a baix). Des de la part inferior, s’indica la
relacié molar lligand/RNA.

En primer lloc, malgrat que en el nostre cas només es va arribar a una relacid6 molar
Mtx/RNA 1:1, podem afirmar que es van reproduir els resultats publicats per Varani,”
amb la qual cosa es confirma que, a les condicions experimentals utilitzades al nostre
laboratori, Mtx interacciona a la regidé del bulge. Per exemple, a 0.5 eq de Mtx es va
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observar un nou pic entre U+2 1 G-1, que correspondria a la formacié del parell G-C
(G+17), la disminuci6 de la intensitat dels pics U0 1 G-1, que indica la interaccid a prop
de I’adenina del bulge, 1 I’aparicid6 a 1 eq d’un nou pic entre U+11 1 U0, que
correspondria a U0 en el complex, segons les dades publicades per Varani i
col-laboradors.

Altrament, quan s’enregistra la valoraci6 amb Amt, també s’observa que els senyals U0
1 G-1 tendeixen a eixamplar-se 1 a desapareixer quan el lligand es troba en excés, fet que
revela un mode d’interaccio similar al de la mitoxantrona. Ara bé, quan es comparen els
espectres d’ambdues valoracions a 1 eq, si que sembla apreciar-se que en el cas d’Amt
I’eixamplament dels senyals és més pronunciat. Tot 1 aix0, és molt destacable el nou
senyal que apareix fora de la zona dels protons imino a I’espectre (10.3 ppm), que
indicaria la formacié d’un nou pont d’hidrogen entre algun grup amino de I’Amt amb
I’RNA, probablement de I’amina secundaria d’un dels bragos de I’antraquinona. Aquest
resultat, doncs, és sorprenent ja que en cap dels espectres del complex Mtx-RNA
s’observa cap senyal en aquest zona, malgrat que Mtx 1 Amt posseeixen els mateixos
bracos alifatics. A més, també ¢s interessant el fet que a 0.5 eq no s’observi el senyal
corresponent a I’aparellament de les bases C-3 1 G+17, tot 1 que no podem descartar que
en el complex RNA-Amt tinguin un desplagament quimic diferent que en RNA-Mtx. I,
per ultim, el fet que en ambdues valoracions a partir de 0.5 eq s’observin tant els
senyals de I’RNA lliure, com els nous senyals del complex, demostra que hi ha un
intercanvi lent 1, per tant, que tant Mtx com Amt sén compostos molt afins, tal com ja
s’havia confirmat als corresponents assaigs d’afinitat (ECso= 168.8 nM 1 EC50=231.8
nM, respectivament).

Aixi doncs, tot 1 que Amt 1 Mtx no semblen tenir exactament el mateix mode
d’interaccid amb ’RNA, les caracteristiques comunes que s’aprecien a les respectives
valoracions monodimensionals suggereixen que ambdos compostos interaccionen
preferentment a la regid del bulge de ’'RNA mitjancant intercalacid, tal com apunten les
evidencies observades als seus espectres d’absorcio 1 de fluorescencia.

3.2.2.2 Espectres monodimensionals de ’RNA wt amb Amt-Azq i Amt-Janus

En un segon experiment, es va valorar ’'RNA amb el lligand Amt-Azq amb 1’objectiu
de determinar quin efecte es genera quan Amt es derivatitza en un dels bragos amb el
fragment heteroaromatic Azq, amb capacitat per reconeixer 1’adenina desaparellada del
bulge A-2 (Figura 147).

Novament, com en el cas d’Amt, en augmentar la quantitat de lligand s’observa un
eixamplement generalitzat dels senyals imino, que és particularment destacat en els
senyals corresponents a les bases properes a I’adenina A-2 (U0 1 G-1), les quals fins 1 tot
arriben a desapar¢ixer. Per tant, tot sembla indicar que aquest lligand, per accié del
fragment ametantrona, també mostra una lleugera preferéncia per la regié del bulge de
I’RNA. Ara bé, quan es compara directament amb 1’espectre del monomer Amt, una
diferéncia important és el fet que el nou senyal que s’observa entre G+1 1 G+3 va
augmentant fins que s’acaba equiparant en intensitat amb la resta de senyals. Aquest
nou senyal, basant-nos en els desplacaments quimics descrits pel complex RNA-Mtx,
podria atribuir-se a I’imino G-1 del complex, o bé a G+17.
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En segon terme, en aquest punt de la valoracié son també forca significatius el senyal a
10.3 ppm, també observats a la valoracié d’Amt, i els nous senyals entre 9.6 1 9.9 ppm,
que podrien atribuir-se als grups amino dels bracos de 1’anell d’antraquinona. Ara bé, la
presencia de tres senyals implicaria una baixa selectivitat sobre un lloc d’uni6 preferent,
tot 1 que caldria fer un estudi estructural més complet per confirmar si es produeix
I’aparellament entre 1’adenina del bulge 1 ’anell d’azaquinolona. Cal dir que, segons
dades descrites a la bibliografia,'™ el senyal imino de 1’Azq aparellada a A-2 hauria de
tenir un desplacament quimic al voltant de 12.7 ppm.

Amt-Azg/RNA

Figura 147. Regi6 imino de I’espectre monodimensional de 'H corresponent a RNA-wt 25-mer (0.1 mM)
en 10 mM tampo fosfat a pH 6.8 en D,O/H,0O (1:9) enregistrat a 5°C, en abséncia i en preséncia de
quantitats creixents d’Amt-Azq. Des de la part inferior, la superposicié dels espectres correspon a la
relaci6é molar lligand/RNA. En el requadre s’assenyala el grup de nous senyals entre 10.3 i 9.6 ppm.

En el cas dels lligands on ’ametantrona s’ha derivatitzat amb dues molecules Janus amb
capacitat per reconeixer parells G-U, com per exemple els presents a I’estructura nativa
entre G+5 1 U+10, 1 entre G-4 1 U+18, s’ha obtingut un comportament semblant al
d’Amt 1 Amt-Azq, amb un eixamplament dels senyals G-1 1 U0 que acaben
desapareixent completament. Analogament a Amt-Azq, entre 1.5 1 2 eq es va observar
I’aparicio d’un nou senyal entre G+3 i G+1 (~ 12 ppm) i també es van apreciar 3 nous
senyals entre 9.6 1 10.3 ppm. Per tant, aquests resultats semblen indicar que el mode
d’actuacid d’aquests compostos no és molt diferent. A més, quan es comparen ambdues
molecules Janus entre si, tampoc sembla intuir-se cap efecte diferencial (Figura 148).
Ara bé, per tal de determinar si té lloc un possible aparellament entre el fragment Janus 1
un parell G-U caldria complementar aquesta valoracio amb un estudi estructural més
exhaustiu.
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Figura 148. Regio imino de I’espectre monodimensional de 'H corresponent a P’RNA-wt 25-mer (0.1
mM) en 10 mM tampé fosfat a pH 6.8 en D,O/H,0 (1:9) enregistrat a 5°C, en abséncia i en preséncia de
quantitats creixents d’Amt-JApept (a dalt) i Amt-JBpept (a baix). Des de la part inferior, s’indica la
relacié molar lligand/RNA.

3.2.2.3 Espectres monodimensionals de ’RNA wt amb Amt-NeaC,, Amt-NeaCs i
Amt-NeaC,Gy

Pel que fa a les valoracions dels lligands que combinen el fragment ametantrona amb
I’aminoglicosid neamina, Amt-NeaC, 1 Amt-NeaCsg, el primer fet destacable €s que en
comparacio amb els resultats d’Amt o d’Amt-Azqg/Janus, els espectres obtinguts van ser
forca més nitids 1 amb els pics molt més estrets, on 1’eixamplament dels senyals no es
comencga a produir fins a un excés de lligand d’entre 1.5 1 2 eq (Figura 149). Aquest
comportament, doncs, posa de manifest que els lligands basats en la combinacid
ametantrona-neamina interaccionen preferentment en un tnic lloc d’unio, fet que també
es corrobora amb la desaparicio de practicament tots els senyals de ’RNA en preséncia
d’l eq de lligand 1 amb 1’aparicié d’un nou conjunt de senyals atribuibles al complex
lligand-RNA.
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Amt-NeaC,/RNA
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Figura 149. Regi¢ imino de I’espectre monodimensional de 'H corresponent a 'RNA-wt 25-mer (0.1
mM) en 10 mM tampé fosfat a pH 6.8 en D,O/H,0 (1:9) enregistrat a 5°C, en abséncia i en preséncia de
quantitats creixents d’Amt-NeaC, (a dalt) i d’Amt-NeaC¢ (a baix). Des de la part inferior, s’indica la

relacié molar lligand/RNA.

Per tant, 1’aparicié a 0.5 eq de lligand d’un nou grup de pics molt definits, amb una
intensitat 1 una amplada similar a la dels senyals propis de ’'RNA, suggereix que el
bescanvi €s molt més lent respecte a I’observat a I’Amt 1 als altres lligands (Amt-Azq,
Amt-JApept 1 Amt-JBpept), fet que estaria d’acord amb la major afinitat dels compostos
Amt-NeaC, i Amt-NeaCg (ECso~ 70-80 nM) amb I’RNA. A més, en aquest mateix punt
de la valoracié també s’ha pogut extreure informaci6 sobre el lloc d’unié dels lligands
Amt-Nea, ja que els canvis observats als senyals de ’RNA semblen indicar que I’anell
antraquinonic s’intercala a la regid del bulge 1 que el fragment aminoglicosidic
interacciona amb la part superior del duplex. Concretament, els grans canvis observats
als pics G-1 1 UO podrien explicar-se a través d’un comportament similar al de la
mitoxantrona, en el qual ’anell heteroaromatic s’intercala a la zona del bulge, 1
I’afectacio dels senyals G+1, U+2 1, en menor mesura, G+3, suggereix que
I’aminoglicosid neamina podria estar establint interaccions a aquesta regio del duplex.
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Un altre fet també forca rellevant, que es contraposa amb I’unic pic a 10.3 ppm observat
en la valoraci6 d’Amt, és I’aparicio de dos nous senyals a 9.5 1 9.9 ppm, que significaria
la formacié de ponts d’hidrogen amb ’RNA. Aquest fet, suggereix que ambdos bragos
de ’Amt estan dirigits cap a punts diferents de I’estructura stem-loop, dels quals el
derivatitzat amb neamina estaria orientat cap a la regid superior del duplex. Per tant,
aquest comportament permetria explicar que la millora notable de 1’afinitat dels
compostos Amt-Nea, respecte la mitoxantrona i1 I’ametantrona, no ¢és només una
conseqiiencia de 1’augment de les interaccions electrostatiques generades per la
neamina, sind també a causa d’altres interaccions selectives, com els enllagos per pont
d’hidrogen entre els bracos del lligand 1 I’'RNA.

I, per altim, el fet que les valoracions d’ambdds compostos siguin molt similars
demostra que la longitud de I’espaiador no sembla desencadenar grans canvis a la
conformacié de I’RNA, malgrat que certament es pot apreciar que els nous senyals del
complex son una mica més estrets 1 intensos a la valoraci6 amb Amt-NeaC, que en
I’equivalent situaci6 amb Amt-NeaCe. Aquest resultat podria explicar-se pel fet que un
espaiador més llarg augmentaria la llibertat conformacional del fragment
aminoglicosidic 1, per tant, seria menys selectiu per un lloc d’uni6 preferent.

En vista dels bons resultats obtinguts a les valoracions amb els lligands Amt-Nea, en un
segon pas es va plantejar avaluar I’efecte de la guanidinilacié dels grups amino de
I’aminoglicosid mitjangant la valoracido amb el lligand Amt-NeaC,G4. Tal com es pot
observar a la Figura 150, la introduccid dels grups guanidini va donar lloc a espectres
de 'H forca similars als obtinguts amb Amt-NeaCs, tot i que en aquest cas a 0.5 eq, com
evidencien el conjunt de senyals, el complex ja s’havia format completament. De fet,
aquest resultat no és estrany si es té en consideracidé que 1’afinitat d’aquest compost €s
més alta que la del seu antecessor sense guanidinilar (ECsp = 57.2 nM per Amt-
NeaC,Gy respecte ECsp = 70.6 nM per Amt-NeaC,). També és interessant comentar que
els notables canvis als desplagaments quimics de tots els senyals imino del complex
RNA-Amt-NeaC,Gy4, en comparacié amb el complex RNA-Amt-NeaC,, indiquen la
gran influéncia del fragment guanidinoneamina en la interaccié amb ’RNA.

En segon lloc, un altre fet destacable és que, analogament a la valoracié amb el lligand
Amt-NeaC,, la gran afectacid dels senyals proxims al bulge (U0 1 G-1) 1 de la part
superior del duplex (G+1, U+2 1 G+3) indiquen que Amt-NeaC,G4 interacciona al
mateix lloc d’uni6é que el seu precursor no guanidinilat. A més, aquest resultat es veu
reforgat amb la preséncia dels dos senyals a 9.5 1 a 9.9 ppm, que reafirmen la hipotesi
sobre la qual ambdos lligands interaccionen a la mateixa zona de I’estructura stem-loop.
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Figura 150. Regié imino de I’espectre monodimensional de 'H, enregistrat a 5°C, en abséncia i en
preséncia de quantitats creixents d’Amt-NeaC, (a dalt) i d’Amt-NeaC,G,4 (a baix) sobre una solucid
d’RNA-wt 25-mer 0.1 mM i 0.07 mM, respectivament, en 10 mM tamp¢é fosfat a pH 6.8 en D,O/H,O
(1:9). Des de la part inferior s’indica la relacié molar lligand/RNA.

3.2.2.4 Espectres monodimensionals de ’RNA wt amb Amt-NeaC;,NeaC; i Amt-
NeaC,,Azq

Finalment, en un ultim experiment ens vam plantejar estudiar ’efecte de la
derivatitzaci6 del segon bra¢ del fragment ametantrona del lligand Amt-NeaC, amb una
segona molecula de neamina o amb 1’heterocicle azaquinolona.

Primerament, a la valoraci6 d’Amt-NeaC,,NeaC, es va observar clarament una
tendencia molt diferenciada respecte la dels altres lligands derivats de I’ametantrona, ja
que en aquest cas 1’afectacio, tant dels senyals de les bases properes a la regio del bulge
(U0 1 G-1) com els del loop (U+11) en preséncia de només 0.5 eq de lligand, sembla
indicar que el lligand interacciona en dues o més zones ben diferenciades de ’'RNA
(Figura 151). A més, aquesta hipotesi adquireix versemblanga també pel fet que amb 1
eq de lligand és possible observar dos parells de senyals, a 10.6 1 10.5 ppm1a29.919.4
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ppm, sent aquest darrer parell present també a Amt-NeaC,. Aquest resultat, doncs,
indica que els bragos de I’antraquinona interaccionen en quatre entorns diferents 1, per
tant, suggereix que el lligand Amt-NeaC,,NeaC, interacciona preferentment a dos llocs
d’unid, un dels quals estaria a prop de la zona del bulge. Ara bé, el fet que a 0.5 eq es
vegin els senyals de 9.9 1 9.4 ppm, 1 que a partir d’1 eq coexisteixin ambdos grups de
senyals (10.6 1 10.5 ppmia 9.919.4 ppm), ja que la integracié d’ambdos grups de pics
es manté aproximadament constant, suggeriria la preseéncia d’'un complex RNA-Amt-
NeaC,,NeaC, amb una estequiometria 1:2 en detriment de dos complexos 1:1. Es a dir,
inicialment el lligand ocuparia el primer lloc d’uni6 a la zona del bulge fins que, en
augmentar el nombre d’equivalents, s’ocuparia el segon lloc d’uni6. Aquest resultat
demostraria, doncs, que a partir d’1 eq de lligand 1’alta carrega electrostatica dels 8
grups amino dels dos aminoglicosids superarien la capacitat intercalant del fragment
ametantrona 1 dirigirien el lligand cap a un altre lloc d’unio6.
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Figura 151. Regi6 imino de I’espectre monodimensional de 'H, enregistrat a 5°C, en abséncia i en
preséncia de quantitats creixents d’Amt-NeaC, (a dalt) i Amt-NeaC,,NeaC, (a baix) sobre una solucid
d’RNA-wt 25-mer 0.1 mM en 10 mM tampé fosfat a pH 6.8 en D,O/H,0 (1:9). Des de la part inferior,
s’indica la relacié molar lligand/RNA.
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Finalment, es va estudiar 1’efecte que produeix la incorporacié de 1’azaquinolona al
segon bra¢ del residu Amt del lligand Amt-NeaC, (Figura 152). En primer lloc, si es
comparen el conjunt dels espectres d’Amt-NeaC,,Azq amb els d’Amt-Azq, clarament
s’observa una major nitidesa 1 uns senyals més estrets, tal com s havia obtingut amb els
lligands Amt-Nea. Analogament a Amt-NeaC, i a Amt-Azq, quan el lligand i ’RNA
estan en una relacid 1:1 €s possible observar la practica desaparicié de tots els senyals
de ’RNA, 1 la formacié d’un nou conjunt de senyals que correspondrien al complex
RNA-Amt-NeaC,,Azq. Aixi doncs, en aquest cas tot sembla indicar que el lligand
també interaccionaria preferentment a la zona del bulge, tal com suggereix la gran
afectacio dels senyals U0 1 G-1.

En segon lloc, cal destacar la presencia dels senyals a 9.5 1 a 9.9 ppm, caracteristics del
lligand Amt-NeaC,, que contrasten amb els pics a 10.3, 9.6 1 9.9 ppm observats a Amt-
Azq, els quals s’havien atribuit a una baixa selectivitat sobre un lloc d’unid preferent.
Per tant, sembla ser que la incorporacidé d’una molecula de neamina a Amt-Azq, fa que
el lligand esdevingui molt més selectiu. A més, el fet que ambdds pics presentin el
mateix desplagament quimic tant en Amt-NeaC, com en Amt-NeaC,,Azq indicaria que
la disposicié dels dos bragcos en ambdos lligands no deu ser gaire diferent, tot 1 la
presencia de I’azaquinolona.

Un altre aspecte a tenir en compte €s que malgrat que al complex RNA-lligand
apareixen tres nous senyals entre 12 1 13 ppm, no és possible saber sense 1’ajuda
d’estudis estructurals més complexos si ha tingut lloc 1’aparellament entre 1’adenina A-2
1 I’azaquinolona, tot i que al voltant de 12.7 ppm seria esperable el senyal imino fruit
d’aquest aparellament.'**

En conclusio, els resultats extrets de les diverses valoracions monodimensionals entre la
seqliencia nativa de I’RNA 1 els lligands derivats de I’ametantrona, demostren la gran
capacitat del fragment ametantrona per governar la interaccié del lligand cap a un lloc
d’uni6 preferent situat al voltant de les bases U0 1 G-1. Com a excepcid destaca el
lligand Amt-NeaC,,NeaC,, on la presencia dels dos aminoglicosids li concedeix una
menor selectivitat.
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Amt-Azq/RNA
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Amt-NeaC,/RNA
2 M M___—-—-M—-’
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1

Amt-NeaC,,Azq/RNA

SN

Figura 152. Regié imino de I’espectre monodimensional de 'H, enregistrat a 5°C, en abséncia i en
preséncia de quantitats creixents d’Amt-Azq (a dalt), Amt-NeaC, (al centre) i Amt-Azq,NeaC, (a baix)
sobre una solucié d’RNA-wt 25-mer 0.1 mM, 0.1 mM i 0.07 mM, respectivament, en 10 mM tampo
fosfat a pH 6.8 en D,O/H,0 (1:9). Des de la part inferior s’indica la relacié molar lligand/RNA.
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CONCLUSIONS

El desenvolupament de lligands de I’estructura secundaria d’RNA implicada en
el processat alternatiu de I’exd 10 del pre-mRNA codificant de la proteina tau,
s’ha abordat mitjangant la quimica combinatoria dinamica (DCC) a través d’una
estrategia basada en la unié de fragments. En primer lloc, s’han sintetitzat els
monomers convenientment funcionalitzats amb un grup tiol per dur a terme els
experiments de DCC a través de reaccions d’intercanvi tiol-disulfur. En
particular, s’han dissenyat 1 sintetitzat dues molecules heteroaromatiques,
denominades Janus A 1 Janus B, que presenten la capacitat per reconeixer els
parells G-U no aparellats a través de la formacidé d’enllacos pont d’hidrogen
complementaris a ambdues nucleobases. La derivatitzacio a grup tiol d’aquests
compostos, s’ha realitzat en fase solida a través de 1’acoblament del seu grup
carboxil a un tripeptid que incorpora un residu de cisteina, d’una banda, 1 a la
resina cisteamina 4-metoxitritil, de D’altra. Aquest fet ha permes obtenir els
quatre monomers objectiu (JApept, JBpept, JA 1 JB). Altrament, tamb¢ s’han
sintetitzat en solucid dos derivats de 1’agent intercalant ametantrona que
incorporen un o dos grups tiol als bracos de 1’anell antraquinonic. També, s’han
sintetitzat dos derivats de I’aminoglicosid neamina, que difereixen en la longitud
de I’espaiador que existeix entre el grup tiol 1 1°O5, que és de 2 i de 6 carbonis
per NeaC, 1 NeaCs, respectivament. I, per ultim, s’han sintetitzat en fase solida
mitjancant la metodologia estandard del fosfit triéster, els oligoribonucleotids
diana (wt, +3, +14 1 +16) 1 la seqiiencia nativa (wt) modificada amb biotina a
I’extrem 5°.

A més dels compostos sintetitzats, per augmentar la diversitat de la biblioteca
combinatoria dinamica, també s’ha incorporat un tripepitd (TyrP) 1 dues
molecules heteroaromatiques (AcrOMe 1 Azq), anteriorment sintetitzades al
nostre grup de recerca. Tots els experiments de DCC s’han dut a terme en una
soluci6 tampd adequada per al bescanvi dels enllagos disulfur i per a la correcta
estructuracié de ’RNA diana, 1, en tots ells, s’ha emprat una mescla equimolar
de monomers tiol (100 uM) en un excés de 4 eq respecte el 5’-biotinil-RNA wt
(25 uM). L’analisi dels resultats dels diferents experiments de DCC ha revelat
que ’RNA selecciona, preferentment, aquells lligands que contenen 1’agent
intercalant ametantrona per sobre dels que incorporen el residu acridinic
AcrOMe. D’entre els diferents heterodimers disulfur seleccionats, la combinacid
ametantrona-neamina (Amt-Nea) s’ha amplificat en major proporcid respecte les
altres, com ara Amt-Janus o0 Amt-Azq. En canvi, als experiments on el monomer
tiol derivat de I’ametantrona no ha participat, s’han amplificat preferentment els
dimers Janus-Nea, tot i que en un percentatge molt més moderat respecte els
lligands que incorporen el residu antraquinonic. De fet, és particularment
rellevant que els lligands Amt-Nea 1 Janus-Nea amb NeaC, s’hagin amplificat en
major extensid que els que incorporen NeaCe, fet que posa de manifest la
importancia de la longitud de I’espaiador que uneix ambdds fragments. A més,
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malgrat que en tots els experiments no sembla haver una preferéncia entre els
fragments heteroaromatics Janus A o Janus B, els lligands amb els fragments
Janus derivatitzats amb el tripeptid (JApept 1 JBpept) han estat seleccionats
preferentment respecte els que no el contenen (JA 1 JB).

Un cop identificats 1 seleccionats els nou millors lligands (Amt-NeaC,, Amt-
NeaCs, Amt-Azq, Amt-JApept, Amt-JBpept, JApept-NeaC,, JApept-NeaCse,
JBpept-NeaC, 1 JBpept-NeaCg), s’ha dut a terme la seva sintesi, en solucid 1 a
gran escala, a partir de I’activacié del grup tiol d’un dels monomers amb el
reactiu 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina), per fer-lo reaccionar, posteriorment, amb
I’altre monomer tiol. A través d’aquesta mateixa metodologia, també s’ha
sintetitzat un segon grup de lligands, anomenats de segona generacio, basats en
la guanidinilacid dels grups amino de I’aminoglicosid (Amt-NeaC,Gs, Amt-
NeaCsGy, JApept-NeaC,Gs, JApept-NeaCsGs, JBpept-NeaC,Gs4 1 JBpept-
NeaC¢Gs) 1 en la doble funcionalitzaci6 del fragment ametantrona (Amt-
NeaC,,NeaC, 1 Amt-NeaC,,Azq).

La determinacié de I’afinitat dels lligands que contenen el fragment ametantrona
s’ha dut a terme a través de valoracions de fluorescencia amb una solucid 25 nM
de I’oligoribonucleotid marcat amb fluoresceina a I’extrem 5°. Primerament,
s’ha comprovat que tots els lligands seleccionats als experiments de DCC tenen
afinitats de ’ordre nM (ECso = 70.6 — 318.2 nM), 1 que els compostos Amt-Nea
son molt més afins que els basats en la combinacié de I’agent intercalant amb
Janus o Azq. A més, s’ha comprovat que Amt-NeaC, és lleugerament més afi
que Amt-NeaCs. Aixi doncs, la bona correlacid entre les amplificacions
obtingudes als experiments de DCC 1 les afinitats determinades per
espectroscopia de fluorescencia, posa de manifest el potencial d’aquesta
metodologia per identificar nous lligands molt afins a les estructures secundaries
presents a ’RNA.

En el cas dels lligands de segona generacid, s’ha observat una tendéncia diferent
segons la modificacid quimica, o el tipus de compost. En primer lloc, tot i que la
guanidinilaci6 del fragment neamina hauria de suposar, a priori, un augment de
’afinitat respecte el seu antecessor sense guanidinilar, aquesta tendencia no s’ha
reproduit en els dos lligands Amt-Nea, ja que la guanidinilacio del lligand amb
I’espaiador més curt ha conduit a un compost més afi (Amt-NeaC,G4), mentre
que el que conté 1’espaiador més llarg (Amt-NeaCsGy4) ha resultat ser menys afi
que el seu precursor no guanidinilat. Pels lligands amb 1’anell antraquinonic
doblement funcionalitzat, les incorporacions dels fragments Azq (Amt-
NeaC,,Azq) 1 NeaC, (Amt-NeaC,,NeaC,) al segon bra¢ d’Amt-NeaC, ha
suposat, en ambdos casos, una lleugera pérdua de 1’afinitat amb I’RNA diana.

Cal destacar que amb els lligands Janus-Nea no s’han pogut realitzar els assaigs
d’afinitat en les mateixes condicions emprades pels lligands derivats de
I’ametantrona, a causa dels canvis en la fluorescéncia de la fluoresceina durant
la valoracio. Com a via alternativa, s’han realitzat les valoracions amb la
seqliencia mutada +3, on [’adenina del loop s’ha substituit per la base



Resultats i Discussio. Conclusions

fluorescent 2-aminopurina. Tot 1 aix0, nicament s’han pogut obtenir els valors
d’ECso dels compostos que contenen el fragment JBpept, també de 1’ordre nM
(ECso = 213.41296.7 nM). A més, cal remarcar que, d’una banda, els lligands
Janus-Nea que contenen 1’espaiador més curt son lleugerament més afins, 1, per
I’altra, que la guanidinilacio dels grups amino de la neamina ha tingut un efecte
positiu en 1’afinitat.

L’especificitat cap a la diana d’RNA wt s’ha determinat Gnicament amb els
lligands derivats de I’ametantrona a través de valoracions de fluorescencia, en
presencia d’una mescla comercial de diferents tRNAs. L’analisi dels valors
d’ECs ha posat de manifest que, en linies generals, els lligands més afins soén
els menys especifics. Concretament, s’ha comprovat que els compostos Amt-
Nea son menys especifics que Amt-Azq o Amt-Janus. Tot 1 aix0, €s interessant
destacar el fet que el lligand Amt-NeaC, sigui lleugerament més especific que
Amt-NeaCq. També, €s important remarcar 1’efecte divers en 1’especificitat que
han tingut les modificacions en els lligands de segona generacid. Per exemple,
I’efecte positiu de la guanidinilacié del lligand Amt-Nea amb [’espaiador de
major longitud o la millora d’aquesta propietat pel lligand Amt-NeaC,, com a
conseqiiencia de la funcionalitzacié del segon bra¢ de 1’anell antraquinonic
(Amt-NeaC,,Azq 1 Amt-NeaC,,NeaC,).

Els estudis de desnaturalitzacié térmica per UV han demostrat que tots els
lligands derivats de ’ametantrona han estabilitzat enormement les seqiiencies
nativa 1 mutades de ’RNA, superant, fins 1 tot, ’efecte de ’ametantrona sola.
Cal destacar també, el paper dels lligands Amt-Nea, ja que, en general, han
restablert I’estabilitat termodinamica de les seqiiencies mutades a un nivell
semblant o, fins 1 tot, superior al de la seqiiencia nativa: Amt-NeaC, a +3 (AT, =
+12.9°C), +14 (AT, = +10.4°C) 1 +16 (AT = + 9.8°C), o Amt-NeaCq a +14
(AT, = +7.2°C). També s’ha pogut corroborar la bona correlaci6 entre 1’afinitat,
la capacitat estabilitzadora 1 les amplificacions observades als experiments de
DCC, no només entre els diferents tipus de lligands, sin6 també entre Amt-
NeaC, 1 Amt-NeaCg, on el lligand amb 1’espaiador més curt, a més de ser el més
amplificat 1 el més afi, també €s el que més estabilitza les seqiiencies nativa i
mutades.

En el cas dels lligands de segona generacio guanidinilats, €s sorprenent que a
totes les seqliencies oligoribonucleotidiques I’efecte estabilitzant del lligand amb
I’espaiador més curt (Amt-NeaC,Gy4) sigui molt més gran que el del lligand amb
I’espaiador més llarg (Amt-NeaCsG4). En canvi, la capacitat estabilitzadora dels
lligands doblement funcionalitzats ha variat en funcidé de si al segon brag¢ de
I’anell antraquinonic s’ha incorporat una neamina (Amt-NeaC,,NeaC,), on s’han
incrementat notablement els valors de T, de la seqliencia nativa (AT, =
+13.0°C) 1 de les mutades (AT, = +11.2 - 15.6°C), o una molécula
d’azaquinolona (Amt-Azq,NeaC,), que ha induit una estabilitzacid més petita
(AT, =+4.7 - 7.6°C).

La dependéncia de la temperatura de fusio amb el pH 1 la forca ionica del medi
ha revelat que les interaccions electrostatiques tenen un paper destacat en els
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lligands derivats de I’ametantrona, sobretot en el cas dels lligands Amt-Nea, on
la seva capacitat estabilitzadora esta fortament influenciada pel caracter
electrostatic de I’aminoglicosid.

Els assaigs de desnaturalitzacid térmica amb els lligands Janus-Nea, realitzats en
les mateixes condicions que els lligands derivats de I’ametantrona (100 mM
NaCl), han revelat que aquests compostos no estabilitzen significativament ni la
seqiiencia nativa ni les mutades. En canvi, la guanidinilacié de 1’aminoglicosid
ha permes millorar la seva capacitat estabilitzant i, en la majoria dels casos,
incrementar al voltant de 2°C els valors de T, dels oligoribonucleotids. En
disminuir la concentracié de ions Na' fins a la meitat, s’ha observat un augment
considerable de la capacitat estabilitzadora dels lligands Janus-Nea sobre la
diana mutada +3 (AT, = +5 - 6°C), on ’efecte més important s’ha produit amb
els lligands que contenen [’espaiador curt. En aquestes mateixes condicions,
I’increment dels valors de T,, dels lligands guanidinilats ha estat de I’ordre de
6.7 - 9.9°C.

Els estudis realitzats per espectroscopia d’UV-Vis 1 de fluorescencia han revelat
que, en general, tots els lligands derivats de ’ametantrona tenen un mode
d’interaccid amb I’RNA comu, que implicaria la intercalaci6 de [’anell
antraquinonic o, com a minim, el seu apilament amb les nucleobases.
Posteriorment, els canvis observats per RMN en el desplacament quimic dels
protons imino UO 1 G-1 de ’'RNA, han confirmat la unio a la zona del bulge de
I’estructura stem-loop, tot 1 que 1’aparicié de nous senyals fora de la zona dels
protons imino de ’espectre (10.3 - 9.4 ppm) suggereix que els lligands derivats
de I’ametantrona no tenen exactament el mateix mode d’interaccié que el descrit
previament per la mitoxantrona. També s’ha confirmat, a partir de 1’observacio
simultania dels senyals de I’RNA lliure 1 del complex, la gran afinitat de tots els
lligands derivats de 1’ametantrona amb [’oligoribonucleotid. Cal destacar els
derivats Amt-NeaC,¢/NeaCycGs 1 Amt-NeaC,,Azq, on les dades d’RMN
suggereixen un unic lloc d’unio, on el fragment antraquinonic s’intercalaria a la
regi6 del bulge 1 la neamina/guanidinoneamina interaccionaria amb la part
superior del daplex. Ara bé, el comportament diferenciat del lligand Amt-
NeaC,,NeaC, s’ha atribuit al fet que podria interaccionar en dues zones
diferenciades de ’'RNA.
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Materials i Métodes

1 Dissolvents, reactius i solucions amortidores de pH

1.1 Dissolvents i reactius generals

Els dissolvents habituals han estat emprats directament, a excepcio dels que es citen a
continuacio que han necessitat especificacions o tractaments especials:

ACN: de qualitat HPLC (>99.9 % puresa) de Panreac, VWR, SDS o Fisher Chemical.

ACN anh: per a la sintesi d’oligonucleotids s’ha emprat directament ACN anh de Glen
Research o d’Applied Biosystems de qualitat de sintesi de DNA, o guardat préviament
sobre pedres de CaH, 1 atmosfera d’argo.

Aigua: desionitzada de qualitat MilliQ (18.2 MQ-cm™) lliure d’RNases, obtinguda
mitjangcant amb un sistema MilliQ Synthesis A10 de Millipore.

Amoniac: dissolucié comercial al 32% extrapura de Scharlau.

DCM: de Scharlau o SDS (pure pour synthesis). Les traces d’acid s’eliminen eluint-lo a
través d’una columna d’alimina basica.

DCM anh: es destil-la sobre pedres de CaH; 1 s’utilitza directament o es guarda en una
ampolla opaca a la llum sobre pedres de CaH, i atmosfera d’argo.

Dioxa: de Merck, qualitat d’analisi.

DMF anh: de SDS (for peptide synthesis), assecada sobre tamis molecular de 4A i
guardada en atmosfera d’arg6. Abans de la seva utilitzacié s’hi bombolleja N, durant
unes hores per eliminar les impureses volatil (amines).

Etanol absolut: de Panreac.
Eter dietilic: d’Aldrich (spectrophotometric grade) per a la precipitacié d’RNA.
Metanol: qualitat HPLC, de Panreac, VWR o Fisher Chemical.

Piridina anh: de Panreac o Aldrich, s’asseca directament sobre pedres de CaH, i es
guarda en atmosfera d’argo.

TEA: d’Aldrich (ultra, >99.5%, GC) per a la preparacio de la solucié tampd d’acetat de
trietil amoni.

TEA anh: d’Aldrich, s’asseca directament sobre pedres de CaH, i es guarda en
atmosfera d’argo.

THF anh: de Scharlau, s’eliminen les traces d’acid eluint-lo a través d’una columna
d’alimina basica, 1 es destil-la, en atmosfera de N, sobre sodi metal-lic en preséncia de
benzofenona.

Els reactius comercials han estat utilitzats directament, a excepcid dels casos on ha
calgut emprar condicions anhidres, que han estat previament assecats al buit en un
dessecador amb P,0Os. A continuacid, s’especifiquen els reactius que han necessitat un
tractament especial:
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DIEA o DIPEA anh: de Merck o Aldrich (reagent plus, 99%), assecada directament
sobre pedres de CaH; 1 es guarda en atmosfera d’argo.

1.2 Dissolucions tampo6 o amortidores de pH

Solucio d’acetat de trietilamoni (TEAA) 2 M pH 7

Per preparar 500 ml d’aquesta solucié tampd, s’addicionen, en agitacid6 magnetica
constant, 140 ml (1 mol) de trietilamina 1 58 ml (1 mol) d’acid acetic glacial en un
erlenmeyer amb 200 ml d’aigua. L’agitacié es manté durant 1 hora, s’ajusta el pH a 7
amb unes gotes de TEA o AcOH 1 s’enrasa fins a 500 ml amb aigua de qualitat MilliQ
en un matras aforat. Per utilitzar aquesta solucido com a eluent d’HPLC s’ha de filtrar
previament a través de filtres de 45 um de mida de porus, 1 diluir-la amb aigua de
qualitat MilliQ fins a una concentracié de 0.05 M.

Solucio de bicarbonat d’amoni 0.1 M pH 7.6

En un matras aforat, es dissolen 7.9 g de bicarbonat d’amoni en 1 1 d’aigua de qualitat
MilliQ.

Solucié de fosfat sodic 100 mM pH 6.8

Per preparar 100 ml de solucié NaH,PO4/Na,HPO, 100 mM pH 6.8, es mesclen 24.5 ml
d’una solucié aquosa 0.2 M de Na,HPO,4 (35.6 g/l de la sal dihidratada) amb 25.5 ml

d’una soluci6 aquosa 0.2 M de NaH,PO4 (31.2 g/l de la sal dihidratada) 1 s’enrasa fins a
100 ml amb aigua de qualitat MilliQ en un matras aforat, i es comprova el pH resultant.

Solucié de Tris-HCI 2 M pH 8

Per preparar 50 ml d’aquesta solucio tampo, es dissolen 12.1 g de Tris base en 40 ml
d’aigua de qualitat MilliQ, s’agita vigorosament, s’ajusta el pH fins a 8 amb una solucid
d’HCI concentrat i s’enrasa fins a 50 ml en un matras aforat.

Solucio de Tris-HC1 0.5 M pH 7.7

Per preparar 50 ml d’aquesta solucid tampo, es pesen 2.86 g d’hidroclorur de
tris(hidroximetil)aminometa (Tris acid) 1 829.8 mg de 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-
propanodiol (Tris basic), es dissolen en aigua de qualitat MilliQ 1 s’enrasa fins a 50 ml
en un matras aforat.

Solucio de Tris-HC1 0.5 M pH 5.7

Per preparar 50 ml d’aquesta solucié tampd, es pesen 3.03 g de 2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol (Tris basic), es dissolen en aigua de qualitat MilliQ,
s’ajusta el pH amb una dissolucio d’HCI concentrat i s’enrasa fins a 50 ml en un matras
aforat.
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2 Instrumentacio i técniques generals
2.1 Teécniques espectroscopiques
2.1.1 Ressonancia magnetica nuclear (RMN)

Els espectres de ressonancia magnética nuclear de 'H i >C de molécules petites s’han
enregistrat en aparells Varian Inova-300 MHz, Varian Unity-300 MHz, Varian
Mercury-400 MHz 1 Varian VNMRS500 MHz de la Unitat d’RMN dels Serveis
Cientifico-Tecnics (SCT) de la UB. Els espectres dels lligands 1 les valoracions
monodimensionals dels complexos RNA-Iligand s’han enregistrat també a la Unitat
d’RMN dels SCT de la UB, en un aparell Bruker Avance III 600 MHz equipat amb una
criosonda de triple ressonancia TCI per a C-H/N-2H. Per aquest ultim aparell s’han
emprat tubs especials de fons pla amb un eémbol que permet concentrar la mostra a la
zona d’irradiacio (SHIGEMI Co, LTD, Japan), i tubs especials per RMN d’alt camp de
3 mm x 2.4 mm (NORELL, USA).

Els desplagaments quimics (d) s’expressen en ppm respecte a la referéncia interna de
tetrametilsila als espectres de 'H (8: 0 ppm), el senyal del cloroform deuterat als
espectres de °C (8: 77.0 ppm) i el senyal residual del dissolvent per als dissolvents
CDs0D 1 d¢-DMSO. En els casos que s’han emprat D,O o H,O/D,0 (9:1) s’ha emprat
com a referéncia (3: 0 ppm) el 2,2-dimetil-2-silapenta-5-sulfonat (DSS).

2.1.2 Espectroscopia d’UV-Vis

Els espectres d’UV-Vis s’han realitzat en espectrofotometres Jasco V-550 UV-Vis 1
UNIKON XS UV-Vis. Les corbes de fusio per UV s’han enregistrat al Jasco V-550
UV-Vis amb controlador de temperatura Peltier Jasco ETC-505T. Les cubetes
utilitzades han estat de quars Hellma de 10 mm de pas de llum i de volum 500 ul i 1 ml.

2.1.3 Espectroscopia de fluorescéncia

Els espectres de fluorescencia s’han adquirit a un fluorimetre modular QuantaMaster
PTI (Photon Technology International) equipat amb una lampada de xend de 150 W, un
tub fotomultiplicador R928, un Shutter automatic al monocromador d’excitacio, reixetes
motoritzades 1 un suport amb capacitat per 4 cubetes amb agitador 1 controlador de
temperatura Turret 400 (Quantum).

Les cubetes utilitzades han estat de quars, de 10 mm de pas de llum, de volum 1.5 ml 1
amb un nucli magnetic. El seu manteniment s’ha dut a terme netejant-les
seqliencialment amb una solucié de Hellmanex III (Hellma) al 5 % (v/v) 1 una solucid
d’acid nitric al 5 % (v/v).

2.1.4 Espectroscopia d’infraroig (IR)

Els espectres d’infraroig s’han realitzat a un espectrofotometre Nicolet 6700FT-IR,
emprant com a matrius una pastilla de KBr o de NaCl.
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2.2 Espectrometria de masses
2.2.1 Espectrometria de masses MALDI-TOF

Els espectres de masses per MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight) s’han enregistrat en aparells PerSeptive Biosystems Voyager-DE™RP i
4800 Plus ABSciex del Servei d’espectrometria de masses dels SCT de la UB. Les
matrius emprades han estat diverses:

- DHB (acid 2,5-dihidroxibenzoic): 10 mg/ml en ACN/H,O 1:1 (v/v) (0.1 % TFA).
- THAP (2,4,6-trihidroxiacetofenona): 10 mg/ml en ACN/H,O 1:1 (v/v).
- CA (citrat d’amoni): 50 mg/ml en H,O.

Generalment, les mostres de molécules organiques s’han preparat mesclant 1 ul de
matriu DHB amb 1 pl de la solucié de mostra. En el cas dels oligonucleotids, s’ha
mesclat 1 ul de THAP, 1 ul de CA 1 1 pl de I’oligonucleotid en solucid. En ambdos
casos s’ha dipositat a la placa entre 0.5-1 ul de la mescla resultant i s’ha assecat a 1’aire.

Els parametres d’analisi emprats depenen tant de la naturalesa de la mostra, com de la
seva massa esperada. Normalment s’ha emprat el mode “reflector” positiu per les
molecules organiques, 1 el mode lineal 1 negatiu pels oligonucleotids.

2.2.2 Espectrometria de masses Electrospray (ESI-MS)

Els espectres de masses per electrospray (ESI) s’han obtingut en un espectrometre
Micromass ZQ de Waters amb sonda electrospray, equipat amb un detector de simple
quadrupol acoblat a un HPLC Waters 2695 amb detector de fotodiode Waters 2996
PDA, del departament de Quimica Organica de la UB.

En general, les mostres s’han dissolt en aigua qualitat MilliQ, MeOH o DCM (qualitat
HPLC), 1 s’han injectat directament a través d’un injector Reodyne, o bé mitjancant un
vial. En tots els casos s’ha treballat en polaritat positiva, en metode Scan mode Centroid
1 amb un scan time entre 0.1 1 1. Els voltatges de treball han estat de 20 V (con), 3 KV
(electrocapil-lar), 5 V (extractor) 1 0.5 V (RF lens). Les temperatures de la font i1 de
desolvatacié han estat de 100 1 250 °C, respectivament.

2.3 Teécniques cromatografiques
2.3.1 Cromatografia de capa prima (TLC)

L’analisi per TLC (thin-layer cromatography) s’ha dut a terme sobre plaques de gel de
silice suportades per lamines d’alumini (60F, 0.2 mm, Merck). El revelat s’ha realitzat
de dues maneres:

- visualitzaci6 directe amb una lampada d’ultraviolat a 254 nm.

- revelador de sucres: deteccid dels enllagos glicosidics presents als sucres. Se
submergeix la capa prima en una soluci6 de revelador (1 g de difenilamina en 100 ml
d’AcOH glacial, 180 ml d’EtOH absolut 1 3 ml d’H,SO,), 1 s’escalfa fins a 110°C. La
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presencia de compostos amb enllagos glicosidics es manifesta a través de I’aparicio de
taques de color rosat.

2.3.2 Cromatografia per columna

La purificacid6 per cromatografia en columna s’ha realitzat sobre gel de silice
(Chromatogel 60 A CC, 230-400 mesh). Els eluents i els gradients emprats
s’especifiquen en cada cas.

2.3.3 Cromatografia de liquids d’alta pressiéo (HPLC)

L’analisi 1 purificacid per cromatografia de liquids d’alta pressio en fase invertida s’han
dut a terme en diferents aparells:

- Sistema Shimadzu equipat amb dues bombes LC-20AD, un injector automatic SIL-
20A HT, un desgasador DGU-20AS 1 un detector UV-Vis SPD-20A.

- Sistema Waters (Separations Module 2695 1 PDA detector 2996).

- Sistema Waters semipreparatiu format per un detector de longitud d’ona dual Waters
2487, un injector automatic Water 717 plus, un desgasador (Waters in line degasser
AF), 1 un modul Waters 600 controller.

En condicions analitiques, s’ha treballat a un flux constant de 1 ml/min amb sistemes
d’elucid basats en gradients lineals de dos dissolvents. En el cas de les molecules
organiques 1 derivats peptidics s’ha utilitzat mescles d’eluents A: 0.045% TFA en H,O 1
B: 0.036% TFA en ACN. Per a I’analisi dels oligoribonucleotids s’ha emprat A: 0.05 M
TEAA en H,O 1 B: 0.05 M TEAA en H,O/ACN 1:1, 0 A: 0.1 M NH4HCO3; en H,O 1 B:
0.1 M NH4HCOj; en H;O/ACN 1:1.

Les columnes cromatografiques de fase invertida utilitzades es mostren a continuacio:

- Kromasil 100-10 C;5250 x 4 mm (tamany particula 10 um).

- Jupiter C;gproteo 90 A 250 x 4.6 mm (tamany particula 4 um).
- GraceSmart RP C;3 250 x 4.6 mm (tamany de particula 5 pum).
- Nucleosil 120 C;5 250 x 4 mm (tamany de particula 5 um).

Per a la purificacié a escala semipreparativa, s’ha treballat a flux entre 3 1 5 ml/min. En
el cas de les molecules organiques i1 dels derivats peptidics s’ha utilitzat mescles
d’eluents A: 0.1% TFA en H,O 1 B: 0.1% TFA en ACN, 1 una columna Jupiter proteo
C1390 A 250 x 10 mm (tamany de particula 10 um). En canvi, pels oligoribonucleotids
s’han emprat A: 0.1 M TEAA en H,O 1 B: 0.1 M TEAA en H,O/ACN 1:1,0 A: 0.1 M
NH4HCO3 en H,O 1 B: 0.1 M NH4HCO;3; en H,O/ACN 1:1, 1 una columna Jupiter Cg
300 A 250 x 10 mm (tamany de particula 10 pum).

En tots els casos, els eluents han estat préeviament desgasats durant 15 min en un bany
d’ultrasons. La longitud d’ona 1 els gradients utilitzats s’han escollit en funcié de la
naturalesa de les molecules analitzades.
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2.3.4 Cromatografia de liquids de mitjana pressié (MPLC)

La purificacio mitjangant cromatografia de mitjana pressié s’ha realitzat en un sistema
format per un detector UV-Vis Uvicord SII de Pharmacia Biotech, un col-lector de
fraccions automatic 7000 de LKB, un enregistrador REC 101 de Pharmacia Biotech, 1
una bomba de pistd Milton Roy. S’ha emprat una columna de fase invertida C;g (Vydac,
20x2 cm, 15-20 um de diametre de particula i 300 A de tamany de porus).

Com a fase mobil, s’han emprat mescles d’eluents A: 0.05% TFA en H,O 1 B: 0.05%
TFA en ACN, desgasades préviament a un bany d’ultrasons. La columna
cromatografica s’ha equilibrat préviament amb 300 ml de la soluci6 inicial i, a
continuacio, se li ha aplicat el gradient amb 1’ajuda d’un gradientometre. La deteccid
s’ha realitzat a una longitud d’ona fixa. Tant la deteccid, com el gradient emprat, han
depes de les caracteristiques de cada molecula.

2.3.5 Cromatografia de liquids d’alta pressié acoblada a espectrometria de masses
(HPLC-MS)

L’analisi per HPLC-MS s’ha dut a terme a un aparell Micromass ZQ de Waters acoblat
a un sistema HPLC Waters 2695 amb un detector de fotodiodes Waters 2996 PDA. En
general, s’ha emprat un flux entre 0.2 1 0.25 ml/min 1 mescles d’eluents A: 0.1%
HCOOH en H,0 1 B: 0.1% HCOOH en ACN, tot i que en alguns casos, per millorar la
resolucio, s’ha afegit 0.01% TFA a A 1 B. Les columnes cromatografiques de fase
invertida utilitzades s’especifiquen a continuacio:

- GraceSmart RP C;5 150 x 2.1 mm (tamany de particula 5 um).
- GraceSmart RP C;5 150 x 2.1 mm (tamany de particula 3 wm).
- Kinetex C13 100 A 100 x 4.6 mm (tamany de particula 2.6 pum).

2.4 Altres Teécniques

Les mesures de pH s’han dut a terme amb un pH-metre Crison micropH Basic 20; les
centrifugacions, en centrifugadores termostatitzades Beckman GS-15R 1 Eppendorf
5430R; 1 la liofilitzacidé de solucions aquoses, en aparells Virtis Freezemobile 12EL 1
25EL o Labconco model Freezone 6. En alguns casos per evaporar les dissolucions
aquoses s’ha emprat un concentrador modular MiVac constituit per un concentrador
(Quattro Pump) 1 un controlador de pressio. Per a I’esterilitzacidé del material s’ha usat
una autoclau Autotester ST DRY PVII de P-Selecta.

3 Sintesi en fase solida
3.1 Sintesi de derivats peptidics
3.1.1 Intrumentacio i reactius generals

La sintesi en fase solida dels peptids s’ha dut a terme manualment amb una xeringa de
polipropile, de volum variable en funci6 de la quantitat de resina, sobre la qual s’hi ha
adaptat un filtre de polietile pords. Dins de la xeringa, que actua com a reactor, s’ha
introduit la resina corresponent sobre la qual s’ha anat addicionant la quantitat
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necessaria de reactius 1 de dissolvents amb la finalitat d’aconseguir la seva total
solvatacid. L’agitacio de les mescles es realitza amb una vareta de teflo i els excessos de
reactius, dissolvent 1 subproductes s’eliminen per filtraci6 al buit.

Les resines comercials (Novabiochem) emprades com a suport solid s’especifiquen a
continuacio:

- Resina Rink Amida p-MBHA (f~0.74 mmol/g, 100-200 mesh). L’espaiador Rink
Amida, a través d’un residu de norleucina, esta unit a la resina base de p-
metilbenzidrilamina (MBHA), o-amino-o-p-xililpoliestiré reticulat amb un 1% de
divinilbenze. L’Us d’aquesta resina permet 1’obtencid d’un peptid amb I’extrem C-
terminal derivatitzat en forma de carboxamida primaria.

- Resina Cisteamina 4-metoxitritil (f~1.10 mmol/g, 200-400 mesh). Aquesta resina,
molt labil en condicions acides, permet obtenir la moleécula funcionalitzada amb el grup
tiol lliure després del desancoratge en medi acid.

Tots els aminoacids comercials (Novabiochem 1 Bachem) utilitzats tenen 1’extrem N-
terminal protegit amb el grup 9-fluorenilmetoxicarbonil (Fmoc), labil a bases. Les
cadenes laterals estan convenientment protegides pels grups protectors tritil i Pbf [N°-
(2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonil)], 1abils a acids:

- Fmoc-Cys(Trt)-OH.

- Fmoc-Arg(Pbf)-OH.

- Fmoc-Asn(Trt)-OH.

Els agents acoblants emprats s’especifiquen a continuacié:

- HATU (hexafluorofosfat de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluroni:
Applied Biosystems.

- HOAt (1-hidroxi-7-aza-benzotriazole): Iris Biotech GmbH.

- DIPC (N, N ’-diisopropilcarbodiimida): Aldrich.

3.1.2 Estratégies de treball

Per a la sintesi dels diferents derivats peptidics s’ha emprat 1’estratégia Fmoc/Bu, en la
qual s’utilitzen Fmoc-aa-OH amb les cadenes laterals convenientment protegides. A
continuacio, s’exposa el procediment general seguit (Taula 19).

En primer lloc, sobre la xeringa amb el seu filtre de polietile es pesa la quantitat de
resina necessaria, previament calculada a partir del grau de funcionalitzacid. A
continuacio, se la sotmet a rentats amb DMF, DCM 1 MeOH (etapa 1), que es fan
seguint un criteri de polaritat creixent per facilitar I’inflament adequat de la resina. En el
cas de la resina cisteamina 4-metoxitritil, els rentats s’han dut a terme amb DCM
neutralitzat a través d’una columna d’alimina basica.

Per a la incorporacio del primer aminoacid, el segiient pas consisteix en 1’eliminacié del
grup Fmoc de ’espaiador Rink amida mitjancant dos tractaments amb una soluci6 al
20% de piperidina en DMF (etapa 2). En el cas de I’elongacio del peptid o de
I’acoblament de la molécula organica, també s’elimina, mitjancant el mateix tractament,
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el grup protector Fmoc de I’extrem N-terminal de 1’ultim aminoacid acoblat. Per la
resina cisteamina 4-metoxitritil no és necessari aquest tractament, ja que es passa
directament a 1’etapa 4, on s’acobla directament la molecula organica (etapa 4B).

A continuacio, es repeteixen els rentats de la resina (etapa 3) 1 es procedeix a realitzar
I’acoblament de 1’aminoacid mitjangant 4 eq de Fmoc-aa-OH, amb quantitats
equimolars d’HOAt 1 DIPC dissolts en la minima quantitat de DMF anh (etapa 4A). A
I’acoblament de la molécula organica, s’ha dissolt ’'HATU 1 la molecula en la minima
quantitat de DMF anh, sobre els quals s’ha addicionat la DIEA. En aquest punt és molt
important dur a terme una preactivacid6 de 2 min abans de 1’addicid de la mescla
resultant sobre la resina (etapa 4B).

Transcorregut el temps d’acoblament, es duu a terme 1’eliminaci6 del dissolvent 1 dels
subproductes per filtracid, es renta la resina (etapa 5), i s’avalua 1’acoblament
mitjangant el test de ninhidrina (etapa 6). Un test de ninhidrina negatiu, implica que
I’acoblament ha estat quantitatiu i, per tant, es pot continuar amb I’elongacié de la
cadena realitzant de nou el mateix cicle sintetic. Ara bé, quan el resultat del test és
positiu, es pot tornar a repetir I’acoblament, o bé, es poden bloquejar els grups amino
lliures de la resina mitjangant un tractament amb 10 eq de Ac,O 1 10 eq de DIEA en
DMF anh durant 10 min. Transcorregut aquest temps, es fan els rentats 1 es repeteix el
test de ninhidrina. Quan s’aconsegueix un resultat negatiu, cal determinar el nou grau de
funcionalitzaci6 de la resina abans de continuar la sintesi.

. Num .
Etapa Reactiu tractaments t (min)
1  Rentat DMF, DCM, MeOH 3,3,3 0.5
Desproteccio 20 % Piperidina / DMF 1,1 10
3 Rentat DMF, DCM, MeOH 3,3,3 0.5
Fmoc-aa-OH (4 eq)
HOAt (4 eq)
4A  Acoblament DIPC (4 eq) 1 120-180
DMF anh
molecula (1 eq)
HATU (1 eq)
4B  Acoblament DIEA (2.5 q) 1 180
DMF anh
5 Rentat DMF, DCM, MeOH 3,3,3 0.5
6  Control Test ninhidrina 1 3

Taula 19. Procediment general per la sintesi en fase solida mitjangant una estratégia Fmoc/'Bu.

Un cop finalitzada la sintesi, cal alliberar el peptid del suport solid a través del
trencament de 1’enlla¢ entre la resina o 1’espaiador 1 D’extrem C-terminal de la
seqliencia. Al mateix temps, s’eliminen els grups protectors permanents de les cadenes
laterals dels aminoacids, i els grups Boc presents a la molécula organica, mitjangant un
tractament amb la solucio TFA/TIS/H,0 95:2.5:2.5 (v/v/v) durant 1h.
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3.1.3 Assaigs i determinacio6 de la funcionalitzacio de resines
3.1.3.1 Test de ninhidrina

El test de la ninhidrina €s un assaig que permet detectar la preséncia d’amines primaries
lliures de forma rapida i qualitativa. El procediment consisteix en agafar una petita
aliquota de resina, rentada 1 seca, i col-locar-la en un tub de vidre. A continuacid, se li
addicionen 3 gotes de reactiu A 1 1 gota de reactiu B i s’escalfa durant 3 min a 120°C.
L’aparicié d’una coloracié blau-violeta indicara la presencia d’amines lliures, mentre
que una de groga significara un resultat negatiu, de manera que €s possible afirmar que
I’acoblament ha estat quantitatiu.

Els reactius necessaris per a I’assaig s’especifiquen a continuacio:

- Reactiu A: es prepara a partir de dues solucions. La solucié primera consisteix en
dissoldre 40 g de fenol en 10 ml d’EtOH absolut. Per la segona soluci6 es dissolen 2 ml
de KCN 10 mM aquds en 100 ml de piridina acabada de destil-lar sobre ninhidrina.
Ambdues solucions s’agiten per separat amb 4 g de resina Amberlite MB-3 (Merck)
durant 45 min, es filtren 1 es barregen.

- Reactiu B: es prepara una soluci6 de 2.5 g de ninhidrina en 50 ml d’EtOH absolut. La
solucid obtinguda es conserva en un recipient tancat 1 protegit de la llum.

3.1.3.2 Determinacio6 del grau de substitucié d’una Fmoc-peptidil-resina

Per determinar el grau de substitucid d’una peptidil-resina, on I’extrem N-terminal esta
protegit amb el grup Fmoc, es pesa una quantitat exacta de resina (~ 5 mg) i se la sotmet
a dos tractaments amb 1 ml de solucié al 20% de piperidina en DMF durant 10 min. Els
filtrats d’ambdos tractaments 1 els rentats posteriors amb DCM es recullen en un matras
aforat de volum adequat i s’enrasa amb DCM. A continuacid, es determina el valor de
I’absorbancia a 300 nm, ja que a aquesta longitud d’ona es coneix el coeficient
d’extincio (€) de I’adducte N-(9-fluorenilmetil)piperidina format durant la desproteccio
(€300 = 7800 M"-cm™). El grau de funcionalitzacié s’obté a partir de 1’expressio segiient:

As00-V-1000

Fmmol/g) == 00 1. m

on Asgy €s ’absorbancia a 300 nm, V ¢és el volum (ml) del matras aforat, 1 és el cami
optic de la cubeta, 1 m (mg) és la quantitat de resina.

3.2 Sintesi d’oligoribonucleotids en fase solida’

3.2.1 Intrumentacio i reactius generals

La sintesi dels oligonucleotids s’ha dut a terme al sintetitzador automatic Applied
Biosystems DNA ABI 3400, seguint la metodologia del fosfit triéster, que utilitza
derivats nucleosidics fosforamidit convenientment protegits.

Com a suport solid, s’ha utilitzat CPG (Controlled Pore Glass), ampliament utilitzat en
la sintesi estandard d’oligonucleotids, que consisteix en boles de vidre de tamany de
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porus controlat funcionalitzades amb el primer nucleosid (DMT-N-succinil-Icaa-CPG)
(Link Technologies).

Els oligoribonucleotids han estat sintetitzats amb el grup 2’-O-tert-butildimetilsilil
(TBDMS) com a protector dels hidroxils de la posici6 2’ de 1’anell ribosa. Les amines
exocicliques de les nucleobases es troben protegides amb grups labils a bases:
fenoxiacetil (Pac) per I’adenina, acetil (Ac) per la citosina, 1 4-isopropilfenoxiacetil
(‘PrPac) per la guanina. Per augmentar 1’estabilitat de ’'RNA a les exoribonucleases,
s’ha optat per modificar els nucleosids dels extrems de la cadena amb 2’-OMe
ribonucleotids.

Els 2’-O-TBDMS o 2’-0O-Me, 3’-(2-cianoetil)-N,N-diisopropil-fosforamidits de 5’-O-
(4,4’ -dimetoxitritil)-ribonucledsids (DMT-A*, DMT-C*, DMT-G*™*, DMT-U), i el
[1-N-(4,4’-dimetoxitril)-biotinil-6-aminohexil]-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil) |-
fosforamidit han estat adquirits a Link Technologies.

Els reactius habituals per a la sintesi d’oligoribonucleotids han estat adquirits a les cases
comercials Glen Research o Link Technologies:

- Agent Activant: 5-benziltio-1H-tetrazole (BTT).

- Solucions de capping o bloqueig: anhidrid acetic/piridina/THF 1:1:8 (Cap Mix A) 1
16% 1-metilimidazole en THF (Cap Mix B).

- Solucid destritilant: 3% TCA en DCM.
- Soluci6 oxidant: 0.02 M I, en THF/H,O/piridina 7:2:1.

La metilamina, el NEt;-3HF 1 I’éter d’isopropil trimetilsilil son de la casa comercial
Aldrich.

Ates que la sintesi d’oligonucleotids és molt sensible a ’humitat cal tenir en compte
diverses precaucions perque funcioni adequadament. Tot el material de vidre o metal-lic
que s’utilitzi ha d’assecar-se préviament a 1’estufa a 110 °C i temperar-se al buit a un
dessecador amb P,0Os i KOH. Tots els dissolvent emprats als acoblaments han de ser
anhidres.

3.2.2 Elongacio de la cadena oligoribonucleotidica

La sintesi de la cadena oligoribonucleotidica s’ha dut a terme automaticament seguint la
metodologia estandard del fosfit triéster o del fosforamidit. En aquesta metodologia,
contrariament a com té lloc a la cél-lula, el creixement de la cadena transcorre des de
I’extrem 3’ al 5°. El nucleosid s’incorpora en forma de fosforamidit, una especie de
P(IIT), que s’activa rapidament en presencia d’un catalitzador acid, com el tetrazole o
altres derivats (BTT), 1 reacciona amb I’hidroxil 5° del nucleosid ancorat al suport solid
(boles de vidre CPG), donant lloc a un fosfit triéster. Atés que I’enlla¢ fosfit triéster és
relativament labil, és necessari oxidar-lo a fosfat triéster al final de cada cicle de sintesi.
Durant tot el cicle sintetic, els grups amino exociclics de les nucleobases, els grups
fosfat 1 els hidroxils de la posicié 2’ dels ribonucleosids han d’estar convenientment
protegits per evitar reaccions secundaries.

En tots els casos s’ha treballat a I’escala d’1 pwmol amb diferents cicles, on es varien tant
els excesos de reactiu utilitzats com els temps d’acoblament.
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A continuacid, s’exposa un esquema on es detallen les diferents etapes de la sintesi
estandard d’oligonucleotids seguint aquesta metodologia (Figura 153):

- Eliminacié en condicions acides suaus del grup protector 4,4’-dimetoxitritil de
I’hidroxil de la posicidé 5° del nucleosid ancorat al suport poliméric, mitjangcant una
solucio al 3% de TCA en DCM (Destritilacio).

- Acoblament del nucleosid en forma de derivat fosforamidit amb I’ajuda de 1’agent
activant BTT (Acoblament).

- Acetilacié dels grups hidroxils lliures que no han reaccionat durant I’etapa
d’acoblament (Capping o bloqueig). Es important realitzar aquesta etapa abans de
I’oxidacio per tal d’evitar que els possibles adductes formats per condensacid del
fosforamidit amb les formes enoliques de les nucleobases, que en oxidar-se serien
estables, ocasionin la modificaci6 de 1’oligonucleotid.

- Oxidacio del grup fosfit triéster, P(II), a fosfat triéster, P(V), amb I, en H,O 1
piridina,o bé amb hidroperoxid de fert-butil (Oxidacio).

OLIGORIBONUCLEOTID

Desancoratge i
Desprotecci6

DMTO aseProt
DMTO BaseProt \Q O
O Destritilacio N /O
3% TCA en DCM 0 H
0 OR
| _O-CNE
2 P\
) O\‘ o BaseProt W o, Base
O
W

Oxidacio Acoblament

12 o t]311()01‘[
DMTO BaseProt
DMTO\| BaseProt ; z
R

| CNE-O” N(lPr)2

AOc BaseProt N-N
(0] O I
sAN
0 0 Bt H
OR

Prot

Bloqueig
Ac,0, NMI

Figura 153. Esquema del cicle de sintesi en fase solida d’oligoribonucleotids mitjangant la metodologia
estandard del fosfit triéster.
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El sintetitzador automatic utilitzat, disposa d’un conductimetre que realitza una
quantificacid aproximada dels cations DMT alliberats en cadascuna de les etapes de
desproteccid de la sintesi, 1 permet obtenir un rendiment promig dels acoblaments dels
fosforamidits 1, per tant, una avaluaci6 de l’eficacia de la sintesi. Generalment, en
aquestes condicions el rendiment promig per acoblament oscil-la al voltant del 95-97%.

3.2.3 Desancoratge, desproteccio i purificacio

A diferéncia de la sintesi del DNA, a ’RNA cal tenir en compte una serie de factors
forca rellevants:

- La presencia d’un grup hidroxil a la posicid 2’ de la ribosa condiciona I’us d’un grup
protector addicional durant la sintesi oligoribonucleotidica. En aquest cas, el grup
protector més habitual és el ters-butildimetilsilil (TBDMS), ampliament utilitzat per la
seva labilitat als fluorurs, fet que el fa ser completament ortogonal a la resta de grups
protectors. Tot 1 aixo, la preséncia d’aquest grup voluminds ocasiona que els temps
d’acoblament siguin més llargs, sent necessari 1’as d’un agent activant més potent, com
el BTT, i que els rendiments siguin lleugerament inferiors (95-97%) respecte la sintesi
de DNA (> 98%).

- En medi basic, ’RNA és menys estable que el DNA, ja que la desprotonacié de
I’hidroxil de la posicid 2’ pot ocasionar 1’atac nucleofil sobre el fosfat de I’enllag
fosfodiéster 1 donar lloc a la migraci6 del grup fosfat de la posicido 3’ a 2°, amb la
conseqiient elongacié no desitjada de 2’ a 5°, o bé amb la degradacio de la cadena a
causa de la formacio d’un cicle intermedi entre el fosfat i els hidroxils 2”1 3°. Per tant,
en sintesi d’oligoribonucleotids, generalment les nucleobases solen protegir-se amb
grups m¢s labils a les bases respecte el seus analegs desoxi, ja que d’aquesta manera els
temps de desproteccid son més curts. Per aquest motiu s’han emprat les nucleobases
protegides A", C*° 1 G™™* ja que la seva desproteccié es pot dur a terme en condicons
basiques més suaus enlloc d’aplicar el tractament amb NHj3 concentrat, habitual en
sintesi de DNA.

- Els oligoribonucleotids son susceptibles a degradar-se en presencia de ribonucleases i,
per tant, és absolutament necessari respectar unes condicions de treball on els reactius 1
el material estiguin lliures de RNases. Es per aixd que, d’una banda, s’ha adquirit
comercialment (VWR) el material de plastic fungible (tubs de centrifuga, eppendorfs i
tips) lliure de ribonucleases, 1 de D’altra, la resta de material (provetes, vasos de
precipitat, ampolles d’eluents, embuts, etc) ha estat esterilitzat a una autoclau mitjangant
tres cicles de buit seguits d’un procés d’assecatge de 20 min. També és indispensable
1’as de H,0 MilliQ (MQ-cm™) lliure d’RNases.

3.2.3.1 Procediment estandard

Després de 1’assemblatge de I’oligoribonucleotid, el segiient pas consisteix en
I’eliminaci6é de tots els grups protectors 1 en el desancoratge de la resina, tal com
s’exposa a continuacio:

- En primer lloc, es desancora I’oligoribonucleotid de la resina amb un tractament basic
que permet al mateix temps eliminar els grups protectors exociclics de les nucleobases 1
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el B-cianoetil dels fosfats. Es tracta 1’oligoribonucleotidil-resina amb una mescla 1:1
(v/v) d’amoniac aquos concentrat 1 una soluci6 8 M de metilamina en EtOH a 65°C
durant 30 min (2 ml mescla/umol resina). Transcorregut aquest temps, se separa el
liquid sobrenedant que conté 1’oligoribonucleotid dissolt, es renta la resina amb una
mescla EtOH/H,O 1:1 (v/v), 1 s’elimina a pressio reduida el dissolvent, amb 1’ajuda de
coevaporacions amb EtOH absolut.

- La segona etapa (desililacid) consisteix en I’eliminacid dels grups TBDMS mitjangant
el tractament a 65°C durant 2.5 h de 1’oligoribonucleotid amb una mescla (600 pl/wmol)
de NEt;-3HF/DMSO 1:1 (v/v), st Destrategia és DMT-OFF (oligoribonucleotids sense
el grup DMT a la posicio 5° de la ribosa), o bé amb una mescla NMP/NEt;/NEt;-3HF
6:3:4 (v/v/v) pels oligoribonucleotids amb DMT (estrategia DMT-ON). Transcorregut
aquest temps, a temperatura ambient, s’afegeixen 2 volums d’isopropil trimetilsilil éter 1
s’agita la mescla resultant durant 10 min. S’observa la precipitacio de I’RNA.
Seguidament, s’addicionen 5 volums d’éter etilic, es torna a agitar i es centrifuga la
mescla resultant a 2200 rpm a 5°C durant 5 min, per tal de separar el liquid sobrenedant.
Finalment, el precipitat (oligonucleotid) s’asseca amb argo.

- Un cop desprotegit ’RNA, I’ultim pas a realitzar és la purificacio per HPLC. En el cas
d’haver seguit I’estrategia DMT-ON, cal dur a terme una primera purificacio aprofitant
el caracter lipofil que li concedeix el DMT a I’oligoribonucleotid, que fa que el producte
desitjat quedi més retingut a la columna cromatografica i, per tant, sigui possible
separar-lo d’altres seqiliencies més curtes que no tenen DMT, que s’han anat formant
durant el cicle de sintesi. En el cas de la derivatitzacid de 1’oligoribonucleotid wt amb
biotina a I’extrem 5°, I’estrategia de desproteccid seguida ha estat DMT-OFF, ja que la
biotina té un caracter suficientment hidrofobic per aconseguir una bona separacio per
HPLC de la seqiiencia desitjada, amb la qual cosa no cal mantenir el DMT.

La purificacié s’ha dut a terme per HPLC en fase invertida, les condicions de la qual
han depés tant de la preséncia del DMT com del seu s final. Es a dir, generalment
s’han purificat les diferents seqiliencies oligoribonucleotidiques emprant com a eluents
una solucid tamp6 d’acetat de trietilamoni (TEAA) a pH 7.0. Concretament, s’han
realitzat gradients de 20 a 100 % de B en 30 min o de 5 a 60 % de B en 30 min (A: 0.1
M TEAA en H,O 1 B: 0.1 M TEAA en H,O/ACN 1:1) per les estrategies DMT-ON 1
DMT-OFF, respectivament. En canvi, per a la purificacié de I’RNA destinat a dur a
terme els estudis de ressonancia magnetica nuclear ha calgut emprar una solucié tampd
de bicarbonat d’amoni a pH 7.6 (A: 0.1 M NH4HCO; en H,O 1 B: 0.1 M NH4HCO3; en
H,O/ACN 1:1).

Les fraccions corresponents al producte pur sén analitzades per HPLC analitic 1 per
espectrometria de masses MALDI-TOF, 1 liofilitzades conjuntament.

- En el cas dels DMT-5"-oligoribonucleotids, un cop purificats per HPLC, és necessaria
I’eliminaci6 del grup dimetoxitritil (destritilacid) mitjancant un tractament amb una
soluci6 aquosa d’AcOH al 3 % (600 ul/umol) a temperatura durant 45 min, amb el pH
controlat al voltant de 3.5. Transcorregut aquest temps, es neutralitza addicionant
NH4HCO; solid fins que Dalliberament de CO, deixa de produir-se (pH 7-8). A
continuacio, si s’escau, es torna a purificar 1’oligonucleotid per HPLC (de 5 a 60 % de
B en 30 min).
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3.2.4 Quantificacio dels oligoribonucleotids

La quantificaci6 dels oligoribonucleotids s’ha realitzat mitjancant la mesura de
I’absorbancia a 260 nm, longitud d’ona a la qual presenten un maxim d’absorcid. La
quantitat d’oligonucleotid, en general, s’indica en mesures d’absorbancia: ODg.

Una ODye (densitat optica a 260 nm) es defineix com la quantitat d’oligonucleotid que,
continguda en una cubeta d’1 cm de pas de llum i d’un volum d’1 ml, t¢ un valor
d’absorbancia de la unitat. Per tant, el nombre ODyq €s calcula com:

OD260 = A260 . V (ml)

Segons la llei de Lambert-Beer, si la cubeta és d’1 ml 1 té el pas de llum d’1 cm, la
definicidé d’ODyg €s equivalent a I’absorbancia, i es pot determinar a partir de la
seglient relacio:

OD260 = A260 = €260 *
one (M"-cm™) és el coeficient d’extincié molar de 1’oligoribonucledtid, i “n” el nombre

de mols.

El coeficient d’extincidé molar (€) de 1’oligonucleotid es pot calcular a partir del metode
del vei proxim (nearest-neighbour method), que té en compte 1’entorn de cadascun dels
nucleosids dins de la cadena (Taula 20).” Per exemple, el coeficient d’extincié molar a
25°C i a pH neutre de la cadena d’RNA> GGCAGUGA, es pot determinar de la segiient
manera:

€GGCAGUGA = €GpG T €Gpc T €cpa T €apG T EGpu T EUpG T EGpa

- EpG - SPC - SpA - SpG = SpU - ng

Base eM-ecm™) Base eM-ecm™)
PA 15400 CpG 17800
pC 7200 CpU 16200
pG 11500 GpA 25200
pU 9900 GpC 17400

ApA 27400 GpG 21600

ApC 21000 GpU 21200

ApG 25000 UpA 24600

ApU 24000 UpC 17200

CpA 21000 UpG 20000

CpC 14200 UpU 19600

Taula 20. Coeficients d’extincié molar per ribonucleotids mesurats a pH 7, 25°C, 260 nm (M'l-cm'l).2

Per altra banda, també existeixen diversos calculadors que preveuen tant I’espectre UV
d’un oligonucleotid lineal o en forma de duplex, com el seu coeficient d’extincid
molar.” Concretament, els coeficients d’extincié molar corresponents als diferents
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oligoribonucleotids emprats en aquest treball han estat determinats d’aquesta manera, 1
s’exposen a continuaci6 (Taula 21):

oligoribonucledtid & (M™'-cm™)
wt 273700
+3 276600
+14 277600
+16 276200
wt-biotina 273700
wt-fluoresceina 287400
wt (25-mer) 243200

Taula 21. Valors dels coeficients d’extincié molar a 260 nm i a 25°C dels diferents oligoribonucleotids
utilitzats en aquesta tesi doctoral.

4 Experiments de quimica combinatoria dinamica (DCC)

En el desenvolupament d’un experiment de quimica combinatoria dinamica (DCC) es
poden diferenciar tres grans etapes: la quantificacio dels monomers tiol, I’evolucid dels
experiments en absencia i en presencia de ’RNA, i I’analisi final per HPLC-MS.

4.1 Quantificacio dels monomers tiol

La quantificacié dels monomers tiol s’ha dut a terme mitjangant el test d’Ellman,* un
metode que permet la determinacid de la concentracid tant de peéptids, a través dels
grups sulthidrils (-SH), com de qualsevol molecula organica que contingui un grup tiol.
Es basa en una reaccid d’intercanvi de disulfur entre 1’acid 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoic)
1 la molecula a quantificar, que condueix a la formacié de 1’acid 5-mercapto-2-
nitrobenzoic, responsable de la coloracid groga que pren la dissolucid. Aquest compost
presenta un maxim d’absorcid conegut a 412 nm, amb la qual cosa és possible
determinar la concentraci6 del tiol a quantificar.

Els reactius necessaris es citen a continuacio:

- El reactiu d’Ellman consisteix en una solucié aquosa 2 mM d’acid 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzoic) (DTNB) 1 50 mM d’acetat de sodi.

- Una soluci6 tamp6 Tris-HCl 2 M a pH 8.

El procediment consisteix en mesclar 50 ul d’una solucid 2 mM del reactiu d’Ellman,
100 ul de la soluci6 tampd Tris-HCI 1 850 pl de H,O en una cubeta de quars d’1 ml de
capacitat 1 d’1 cm de pas de llum, i es mesura I’absorbancia a 412 nm. El valor
d’aquesta mesura es pren com a referencia i, per tant, es resta a les mesures posteriors.
El mateix procediment anterior es repeteix afegint el volum adequat de la solucié del
tiol a quantificar (10 pl, 20 pl, 30 pl...), que es resta dels 850 ul de H,O, de manera que
el volum total de la cubeta sigui sempre constant. Per exemple, si el volum de la mostra
¢s de 20 ul, el volum de H,O sera de 830 pl. Un cop addicionats tots els components, la
mescla s’homogeneitza 1 es manté a temperatura ambient durant 2 min abans de fer la
mesura d’absorbancia a 412 nm.
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Per poder aplicar aquest metode en la quantificacid dels tiols €s imprescindible que les
molecules organiques no presentin absorbancia a 412 nm.

La concentracié del monomer tiol s’ha determinat a partir de la llei de Lamber-Beer:
A412 =E&412 l-¢ (8412 = 13600 M'l-cm'l)

Es important remarcar que, tot i que els mondmers tiol es dissolen habitualment en 0.1
% TFA en H,O per garantir la seva solubilitat 1 minimitzar la dimeritzacio, el pH basic
de la mostra final no s’ha vist afectat.

Un cop quantificats tots els monomers, es prepara la biblioteca de compostos
addicionant, en un eppendorf, 24 nmol de cadascun dels tiols que hi participen, i
s’elimina el dissolvent a pressio reduida. Aquesta mescla es prepara per duplicat, ja que
els experiments es duen a terme en preséncia i en abséncia d’RNA.

4.2 Evolucio dels experiments
4.2.1 Experiments en absencia d’RNA

Per tal de poder determinar els percentatges de les amplificacions dels compostos més
afins amb I’RNA, aixi com la seva evolucio en cada fraccid de temps analitzada, sempre
s’ha dut a terme, paral-lelament, el mateix experiment sense RNA, anomenat blanc.

En un dels eppendorfs que conté la mescla de monomers tiol, s’addicionen 240 ul de
solucio tampd (50 mM Tris-HCl1 pH 7.7, 100 mM NaCl i1 0.1 mM Na,EDTA),
s’homogeneitza i es deixa evolucionar a I’aire 1 a temperatura ambient sense agitacio.
Transcorregut el temps desitjat, s’extreu una aliquota, 1/3 part del volum (80 ul), a la
qual s’hi afegeix un excés d’una soluci6 0.1 % TFA en H,O (100 ul), amb 1’objectiu
d’aturar el bescanvi disulfur (pH ~ 2-3). A continuacid, s’evapora fins a sequetat 1
s’analitza per HPLC-MS.

4.2.2 Experiments en preséncia d’RNA

En primer lloc, perque I’experiment es desenvolupi adequadament, cal estructurar la
diana d’RNA (annealing) mitjangant un procés de desnaturalitzacid-renaturalitzacid, en
el qual s’escalfa una solucié de 6 nmol d’RNA biotinilat en 240 pul de solucio tampo (50
mM Tris-HCI1 pH 7.7, 100 mM NaCl 1 0.1 mM Na,EDTA) a 90°C durant 5 min, i es
deixa refredar lentament fins a temperatura ambient.

A continuacid, s’addiciona la solucié del biotinil-RNA (6 nmol) estructurat sobre
I’eppendorf que conté la mescla de monomers tiol (24 nmol, 4 eq), es mescla
vigorosament i es deixa evolucionar a la’ire sense agitacié a temperatura ambient.
Transcorregut el temps desitjat, s’extreu una aliquota, 1/3 part del volum (80 ul), per tal
d’aturar el bescanvi tiol-disulfur, i s’addicionen petites quantitats d’una solucié 0.1 %
TFA en H,O fins a arribar a un pH entre 5 i 6. Es molt important no rebaixar en excés el
pH final de la soluci6 aliquota, per tal que I’'RNA no es desestructuri 1 s’alliberin els
lligands que hi interaccionen.

Un cop finalitzat I’experiment, per aillar els lligands units a ’RNA biotinilat, es duu a
terme un tractament amb una suspensidé comercial de boles magnetiques
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d’estreptavidina (Biomag Streptavidin, 5 mg/ml, Qiagen). La gran afinitat entre la
biotina i ’estreptavidina combinada amb I’accid de 1’iman, permet extreure el liquid
sobrenedant, 1 amb ell els compostos que no han interaccionat amb I’RNA. Un aspecte
molt important a tenir en compte és la realitzacid d’un rentat previ de les boles
magnetiques amb una solucié tampd lleugerament acida (50 mM Tris-HCI1 pH 5.8, 100
mM NaCl 1 0.1 mM Na,EDTA), per tal d’evitar la contaminaci6 de les aliquotes. Per
tant, s’agafen 500 ul de la suspencié comercial de boles magnetiques, 1 amb 1’ajuda de
I’iman se separa la solucié comercial sobrenedant i se 1i addicionen 500 ul de la solucid
tampd de rentat a sobre les boles magnétiques retingudes. Després d’agitar-se, es
repeteix el mateix procediment fins a un total de 3 vegades. A continuacio, sobre les
boles magnetiques rentades, s’addiciona el contingut de cadascuna de les aliquotes de
I’experiment, 1 després d’incubar-se a temperatura ambient durant 20 min, per acci6 de
I’iman s’extreu la solucid sobrenedant que conté els compostos no units a I’'RNA. Per
assegurar que la solucio final no contingui cap dels compostos que no han interaccionat,
es repeteix aquest procediment fins a tres vegades amb rentats de 200 ul de la solucid
tampo acida.

I per ultim, per tal de poder identificar els compostos que han interaccionat amb I’RNA,
a més de dur a terme el processat de I’experiment, el segiient pas consisteix en alliberar-
los. Aixi doncs, es realitza la desnaturalitzacid del biotinil-RNA mitjancant un
tractament amb un excés d’una dissolucid 0.1 % TFA en H,O (200 pl) a 90°C durant 10
min. En aquest cas, I’accidé de I’iman serveix per separar I’'RNA desnaturalitzat de la
solucio6 sobrenedant que conté els compostos d’interes. Es repeteix el mateix tractament
fins a un total de 3 vegades. La solucid resultant s’evapora fins a sequetat 1 s’analitza
per HPLC-MS.

4.3 Analisi per HPLC-MS

Un cop definides les condicions d’analisi per cadascuna de les aliquotes de I’experiment
(la columna, els eluents o el sistema de gradients), la identificacid 1 la quantificaci6 dels
compostos formats a la biblioteca combinatoria dinamica s’ha dut a terme mitjancant la
comparacio dels cromatogrames d’ions 1 d’ultraviolat. Concretament, a partir de la
integracié de 1’area de cada pic a 260 nm, que s’ha normalitzat amb el coeficient
d’extincio molar (€) a aquesta longitud d’ona de cadascun dels compostos, s’ha pogut
determinar tant la concentraci6 relativa del compost a la biblioteca com 1’amplificacid
per efecte de ’'RNA:

- El percentatge de cada compost s’ha calculat dividint el valor de I’area normalitzada
del seu pic corresponent amb la suma de 1’area normalitzada de tots els pics:

area del pic
€260 lligand

z ( area del picj

€260 1ligand

% lligand = -100
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- El percentatge d’amplificacié d’un lligand es determina a partir del percentatge del
lligand en preseéncia i en absencia d’RNA:

% lligand amb RNA — % lligand sense RNA
% lligand sense RNA

% amplificacio =

A partir d’aquests dos parametres es construeixen els histogrames que mostren els
canvis en la composicio de la biblioteca combinatoria dinamica (DCL) amb el temps (%
lligands), 1 els que mostren el percentatge d’amplificacidé de cadascun dels lligands per
efecte de ’RNA.

4.3.1 Determinacio dels coeficients d’extincié molar a 260 nm (€260)

Ates que cap dels nous compostos sintetitzats en aquesta tesi doctoral ha presentat
absorbancia a 412 nm, la determinacio dels coeficients d’extincido molar a 260 nm s’ha
pogut dur a terme facilment a partir de la quantificacié dels monomers tiol amb el test
d’Ellman.

Un cop coneguda la concentracié de la solucid del compost tiol, s’ha mesurat
I’absorbancia a 260 nm 1 s ha aplicat la relacid6 de Lamber-Beer per obtenir facilment el
valor del coeficient d’extincié molar a 260 nm (€260) per cadascun dels monomers.

A continuacid, s’exposen els coeficients d’extincid molar a 260 nm dels monomers tiol
emprats als experiments de DCC (Taula 22):

monomers €260 M -cm™)

Amt-SH 39253
AcrOMe-SH’ 13334
Azq-SH 2930
JA-SH 12337
JApept-SH 12337
JB-SH 17627
JBpept-SH 17627
NeaC,-SH -

NeaCgs-SH -

TyrP’ 596

Taula 22. Valors dels coeficients d’extincié molar a 260 nm dels diferents monomers tiol utilitzats
(determinats en 0.1 % TFA en H,0O). Als compostos marcats (*), el valor de €55 ha estat determinat
anteriorment al nostre grup d’investigacic').5 Els lligands que contenen dos o tres fragments, el coeficient
d’extincié molar s’ha calculat a partir de la suma dels corresponents valors dels mondmers de partida.
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5 Estudi de la interaccio entre ’RNA i els lligands

5.1 Determinacio de I’afinitat i I’especificitat dels lligands per espectroscopia
de fluorescéncia

Els assaigs d’afinitat 1 d’especificitat s’han dut a terme per espectroscopia de
fluorescencia amb les dianes d’RNA derivatitzades amb els corresponents grups
fluorofors. En els casos on s’ha utilitzat fluoresceina (FL), la derivatitzacid s ha realitzat
a ’extrem 5’ de la cadena oligoribonucleotidica de la seqiliencia nativa, mentre que per
la mutada +3, s’ha substituit ’adenina de la zona del bulge o del loop per la nucleobase
fluorescent 2-aminopurina (2-AP). Cal comentar que la sintesi d’ambdos
oligoribonucleotids a estat realitzada anteriorment al nostre grup d’investigacio.’

En tots els assaigs, la cubeta es manté termostatitzada a 25°C 1 en agitacid constant,
exceptuant al moment de la mesura, que s’atura 1’agitacié per tal que no es vegi
afectada.

5.1.1 Determinacio de I’afinitat dels lligands
5.1.1.1 Valoracions amb RNA wt-Fluoresceina

Les valoracions es duen a terme excitant la mostra a 490 nm 1 enregistrant 1’emissié
entre 505 1 540 nm, amb una obertura de les reixetes d’excitacid i d’emissio de 4.8 1 8
nm, respectivament. Per cada experiment s’utilitza una solucié mare de lligand 0.5 mM,
a partir de la qual es preparen diverses aliquotes, 1 25 pmol d’RNA-fluoresceina, dissolt
en 1 ml d’una solucié tamp6 (10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl i 0.1
mM de Na,EDTA), préviament estructurat mitjancant un procés de desnaturalitzacio-
renaturalitzaci6 (escalfant a 90°C durant 2 min 1 refredant a 0°C durant 20 min).

Un cop obtinguda la linea de base (blanc), que correspon a I’espectre d’emissio de la
soluci6 tampo sense RNA o lligand, s’enregistren els espectres d’emissio de la solucid
d’RNA-fluoresceina després de cada addicid, de menor a major concentracid, de les
aliquotes d’1 ul de la solucid de lligand. Després de cada addicid, €s important deixar
incubar la mostra uns 5 min abans de fer la mesura, per tal que el sistema arribi a
I’equilibri. També és important que el volum final no sobrepassi el 10-15% del volum
inicial de la cubeta. La valoracio finalitza quan s’arriba a la saturacio de 1’emissié de
fluorescencia a 517 nm. Cal comentar que la quantitat d’equivalents necessaris depen de
I’afinitat del lligand amb I’RNA. Per tal de corregir la presencia de fluorescencia del
lligand, es repeteix la valoracid en abseéncia d’RNA 1 es resta dels valors obtinguts en
presencia d’RNA.

5.1.1.2 Valoracions amb +3 RNA-2-Aminopurina

Les valoracions amb la seqiiencia mutada +3 modificada amb 2-aminopurina es
realitzen de forma analoga als assaigs amb fluoresceina. Els experiments es duen a
terme excitant la mostra a 290 nm 1 enregistrant I’emissio de 340 a 410 nm, amb una
obertura de les reixetes d’emissid 1 d’excitacid de 10 nm. Per cadascun dels experiments
s’empra una solucié mare de lligand 1 mM, 1 50 pmol d’RNA, dissolts en 600 ul d’una
soluci6 tampd 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 50 mM de NaCl 1 0.1 mM de
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Na,EDTA. La valoracié finalitza quan s’arriba a la saturacié de 1’emissié de
fluorescencia a 365 nm.

5.1.1.3 Processat i determinacié dels valors d’ECs,

El processat de les valoracions consisteix, primerament, en aplicar una correccié de
I’efecte de la dilucid a la intensitat de fluorescencia de cada punt:

F =F*V/V,

on F és la intensitat de fluorescencia enregistrada per I’aparell (observada), F’ és la
fluorescencia un cop aplicat el factor de dilucio, V el nou volum de la cubeta després de
I’addicid, 1 Vy el volum inicial. Un cop aplicat el factor de dilucio, F’ es normalitza a
partir dels valors de la fluorescencia observada inicial (F’;) 1 final (F’¢), tal com
s’especifica a continuacio:

F'normalitzada = ﬂ
(F'f — F' i)

A continuacio, es representen a I’eix de les ordenades els valors de la fluorescencia
normalitzada (F’nomalitzada) 1, @ les abcisses, el logaritme de la concentracid del lligand
(log Ciiigand) en cada punt de la valoracid. A partir de la regressio no lineal d’una corba
dosi-resposta sigmoidal realitzada pel programari GraphPad Prism 4 (“GraphPad
Software”, San Diego, CA), s’obté el valor d’afinitat (ECsp). Generalment, totes les
valoracions s’han repetit almenys dues vegades, 1 I’error en els valors d’ECs calculats
es pot considerar igual o inferior al 25 %.

5.1.2 Determinacio de ’especificitat dels lligands

Per dur a terme els assaigs de competicid, s’ha emprat una mescla comercial de tRNA
(Escherichia coli. Type XXI, Strain W. Sigma-Aldrich), quantificada amb la
consideracié que a 260 nm té un coeficient d’extincié molar promig de 9640 cm™ M
per base, sent el tamany promig de 90 nucleobases.”® Generalment, s’han addicionat 4.8
ul (10 eq) d’una solucid aquosa d’aquest competidor biologic (tRNAmiX) sobre la
soluci6 25 nM d’RNA-fluoresceina, préviament estructurada. La determinacio del valor
d’ECsp en presencia del tRNA™ es duu a terme de forma analoga als assaigs d’afinitat
(apartat 5.1.1.1). Cal comentar que, en aquest cas, ’experiment blanc es realitza en
preséncia de 10 eq de tRNA™™.

Un cop obtingut el valor d’afinitat en presencia del competidor, es determina el grau
d’especifitat a partir de la segiient férmula:

ECso en preseéncia del competidor tRNA™
ECso en abséncia del competidor tRNA™

Relacio d'especificitat =

Per tant, tenint en compte aquesta relacio d’afinitats, el grau maxim d’especificitat d’un
lligand amb una diana concreta és la unitat.’
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5.2 Assaigs de desnaturalitzacio térmica per espectroscopia d’UV

Els assaigs d’estabilitat s’han dut a terme en cubetes de quars d’1 cm de pas de llum, en
un espectrofotometre Jasco-550 equipat amb un controlador de temperatura Peltier
ETC-505T. Les corbes de fusio s’enregistren refredant la mostra de 90°C a 30°C per
estudiar el procés de renaturalitzacid, i1 s’escalfen de nou de 30°C a 90°C per realitzar la
desnaturalitzaci6. En general, s’han obtingut corbes superposables. En tots els casos
s’aplica un gradient constant de 0.5°C/min, 1 es mesura I’absorbancia a 260 nm en
funcio6 de la temperatura.

A tots els experiments, s’ha emprat 1 nmol d’RNA 1 1 nmol de lligand, i s’han dissolt a
una concentracio final d’1 uM en 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl i
0.1 mM de Na,EDTA.

El processat de les corbes de fusié s’ha realitzat amb el programari OriginLab (Origin
Pro 7.5), ajustant els punts de la corba a un model sigmoidal, que permet extreure el
valor de la temperatura de fusi6 (Ty,) a partir del maxim de la primera derivada.’

Generalment, tots els experiments s han repetit per triplicat, fet que ha permes assumir
un error als valors de Ty, = 0.2°C.

5.3 Estudis estructurals dels complexos RNA-lligand
5.3.1 Estudis per espectroscopia d’UV-Visible

Les valoracions per espectroscopia d’UV-visible es duen a terme a temperatura ambient
en una cubeta de quars d’1 cm de pas de llum, dins de la qual s’addicionen 500 ul de la
soluci6 de lligand en 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl 1 0.1 mM de
Na,EDTA. El valor de la concentracio s’escull en funcid del coeficient d’extincié molar
dels lligands, de manera que el valor d’absorbancia se situi entre 0.1 1 0.2. Un cop
enregistrat 1’espectre del lligand, s’enregistren successivament els corresponents
espectres d’absorcid després de 1’addicié de I’oligoribonucleotid (0.02, 0.05, 0.1, 0.2,
0.5, 112 eq). Les aliquotes s’extreuen d’una soluciéo mare 0.26 mM d’RNA en 10 mM
de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl 1 0.1 mM de Na,EDTA, comuna per totes
les valoracions, 1 que ha estat préviament estructurada mitjancant un procediment de
desnaturalitzacid-renaturalitzacid (apartat 4.2.2).

Primer de tot, cal enregistrar un blanc tinicament amb solucid tampd, per obtenir la linea
de base, i restar-li a cada mesura. També €s important que el volum final de la cubeta no
sobrepassi el 10-15% del volum inicial, a més de deixar passar 10 min entre 1’addicid i
la mesura d’absorbancia, per tal d’assegurar que es formi el complex.” Per exemple, per
Amt-NeaC, la valoracié s’ha dut a terme amb una solucié 8.4 uM, de manera que el
volum final de la cubeta després de I’addici6 de totes les aliquotes d’RNA ha estat de 63
ul (13% del volum total), 1 els valors de I’absorbancia s han situat al voltant de 0.12.

5.3.2 Estudis per espectroscopia de fluorescéncia

Les valoracions per espectroscopia de fluorescencia es duen a terme de forma analoga a
les realitzades per UV-Visible (apartat 5.3.1), tot i que en aquest cas, la major
sensibilitat de la técnica ha permeés emprar concentracions de lligand 1 d’RNA més
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petites. En cadascun dels experiments s’han emprat 500 pl de soluci6 de lligand 2 uM,
sobre la qual s’han addicionat les aliquotes d’RNA wt extretes d’una dissolucidé mare
100 uM, previament estructurada (apartat 4.2.2). En tots els casos s’ha mantingut un
medi 10 mM de fosfat de sodi a pH 6.8, 100 mM de NaCl i 0.1 mM de Na,EDTA, 1 el
volum final no ha sobrepassat el 10-15 % del volum inicial de la cubeta. Per exemple, a
la valoracié d’Amt-NeaC,, s’ha addicionat un total de 39 ul de solucid mare d’RNA wt,
amb la qual cosa s’ha incrementat en un 8 % el volum inicial.

Per a l’eleccid dels parametres experimentals, en primer lloc, s’enregistra I’espectre
d’emissio del lligand amb una longitud d’ona d’excitacid propera a un dels maxims
d’absorcid, agafant com a intervals d’emissié un rang de A proxim al maxim. A
continuacio, es tria ’obertura de les reixetes dels monocromadors d’excitacid 1
d’emissi0, suficient per obtenir una bona sensibilitat de senyal i evitar que els espectres
d’excitacid 1 emissid se solapin. En el cas dels lligands derivats de I’ametantrona, com
que presenten dos maxims d’absorcid a 579 1 626 nm, s’ha optat per excitar la mostra a
574 nm 1 enregistrar ’emissio de 600 a 850 nm, amb una obertura de 6 1 10 nm per les
reixetes d’excitacio 1 d’emissio, respectivament.

5.3.3 Estudis per RMN

Els espectres de RMN de 'H de 'RNA i dels complexos formats en preséncia de
quantitats creixents de lligand, s’han enregistrat a un espectrometre d’alt camp (600
MHz) equipat amb una criosonda (apartat 2.1.1) 1 a baixa temperatura (5°C).

5.3.3.1 Preparacio de les mostres

En primer lloc, cal definir la quantitat de mostra d’RNA necessaria per obtenir una
correcta relacid senyal/soroll de fons que permeti una bona resolucié espectral. En el
nostre cas, atesa I’experiencia prévia al nostre grup d’investigacid,” juntament amb la
bona sensibilitat de I’aparell (sensibilitat de "H > 6000:1, 0.1% etilbenzé en CDCl;), es
va optar per emprar a cada valoracié 600 pl d’una solucio 100 uM d’RNA en 10 mM de
fosfat de sodi a pH 6.8 en aigua lleugera (H,O/D,0, 9:1).

Un cop establerta la concentracié adequada de treball, es prepara una solucié d’RNA en
H,0, es quantifica a 25°C (apartat 3.1.4), s’extreu la quantitat d’oligoribonucleotid
necessaria, 1 es liofilitza. A continuacid, es redissol en 600 pl d’una solucié 10 mM de
fosfat de sodi a pH 6.8, 1 es torna a liofilitzar. Seguidament, es torna a redissoldre en
600 ul de la mescla HO/D,0, 9:1, 1 s’addicionen 2 ul d’una solucio 33.3 uM de DSS
(referencia interna). Finalment, es procedeix a I’estructuracié de ’RNA mitjangant un
procés de desnaturalitzacid-renaturalitzacid (escalfant a 90°C durant 2 min i refredant a
0°C durant 20 min), 1 la solucid s’introdueix a dins del tub de RMN.

Paral-lelament, es prepara la solucid de lligand a una concentracié que, d’una banda, no
impliqui un canvi significatiu de la concentracié6 d’RNA dissolt al tub 1, de I’altra, que
tingui en compte 1’addici6 de fins a un total de 3 eq, on cada aliquota representara 0.5
eq. Per exemple, a les valoracions amb els lligands derivats de I’ametantrona, s’han
dissolt 180 nmol de cada lligand en 30 ul de H,O, de manera que cada aliquota de 0.5
eq de lligand ha implicat 1’addicié de 5 pl d’aquesta soluci6 6 mM. Per tant, en el cas
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d’addicionar fins a 3 eq de lligand, I’increment de volum del tub només representaria un
5 %.

El procediment seguit per dur a terme les valoracions ha consistit en extreure la solucid
d’RNA del tub de RMN amb 1’ajuda d’una pipeta pasteur per abocar-la a un eppendorf
en el qual s’addicionara el lligand. Amb la mateixa pipeta s’agita la mescla resultant
fins a homogeneitzar-la, i es retorna seguidament al mateix tub de RMN per tornar a
adquirir I’espectre.

5.3.3.2 Adquisicio dels espectres

El primer pas abans de comengar a adquirir els espectres €s establir la seqiiéncia de
polsos adequada que permeti eliminar correctament el senyal de 1’aigua. En el nostre
cas, els espectres monodimensionals s’han adquirit amb 256 scans, mitjancant el metode
de supressio d’aigua amb una seqiiencia excitation sculping (zgesgp). Cal remarcar que,
un cop feta 1’addicié del lligand, s’ha mantingut el tub dins de 1’aparell uns 10 min
abans de I’adquisicio del segiient espectre perque assolis la temperatura de treball (5°C).
Tots els espectres d’aquesta tesi han estat adquirits per la Dra. Margarida Gairi de la
Unitat ’RMN d’alt camp de la Universitat de Barcelona.
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1 Sintesi dels monomers tiol

1.1 Sintesi de compostos heteroaromatics amb capacitat de reconeixement
del parell de bases G-U: molécules tipus Janus.

1.1.1 Sintesi en solucié dels monomers Janus funcionalitzats amb un grup carboxil
1.1.1.1 Sintesi del monomer Janus A
2,4,6-Tricloropirimidin-5-carbaldehid (2)

S’addicionen lentament, a temperatura ambient 1 en agitacio constant, 30 g (0.234 mol)
d’acid barbituric (1) sobre una dissolucié de 140 ml de POCl; (1.51 mol, 6.45 eq) 1 25
ml de DMF (0.234 mol, 1 eq). Rapidament, s’observa un canvi de color de transparent a
groc. A continuacid, la mescla resultant, en agitacié constant, s’escalfa a reflux durant
unes 12-15 hores, aproximadament. Es molt important mantenir el sistema obert a causa
de I’alliberament de gasos acids durant el procés, 1, al mateix temps, aillat de la humitat
mitjancant un tub de clorur de calci.

Transcorregut el temps de reaccid, s’elimina al rotavapor el maxim possible d’excés
d’oxiclorur de fésfor, i la mescla resultant s’aboca molt lentament sobre una barreja
d’aigua 1 gel en agitacio. El precipitat marrd obtingut es recull per filtraci6 al buit, 1 es
purifica per cromatografia en columna emprant, com a eluent, mescles de polaritat
creixent d’hexa 1 AcOEt (SiO,, 0-50%). S’obtenen 21 g del producte desitjat 2 (rdt:
42%) en forma de solid marronos.

Caracteritzacid:
"H-RMN (400 MHz, CDCI;) & (ppm): 10.42 (1H, s).
a0 BC-RMN (100 MHz, CDCl;) § (ppm): 184.79 (Cr), 164.24(C.), 161.78
B
CEy (Cs, Cp), 123.19 (Co).

NTEa R (10% AcOEt/Hexa): 0.43.
Punt de Fusié: 166-169°C.

4-(2-Amino-6-cloro-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (3a)

En un balo, es dissolen 10 g (47.3 mmol) del producte 2 en 200 ml de DCM. La solucid
resultant es refreda a -78°C en un bany d’acetona i neu carbonica. En un altre balo, es
dissolen 7.92 g (47.3 mmol, 1 eq) d’hidroclorur de 4-aminobutirat d’etil, 16.1 ml (94.6
mmol, 2.0 eq) de DIEA en 100 ml de DCM 1 es refreda també a -78°C. Un cop tenim els
dos sistemes a -78°C, s’addiciona el contingut del segon matras sobre el que conté el
producte de partida. La mescla de reaccié adquireix un color groc-pal-lid. En aquest
punt, es deixa reaccionar durant 6 hores, mantenint la baixa temperatura 1 1’agitacio
constant.

Passat aquest temps, la mescla de reaccio es transfereix a un embut de decantacid i es
fan rentats amb aigua (2 x 50 ml) i una solucidé saturada de NaCl (50 ml). La fase
organica resultant s’asseca amb MgSQO, anhidre i s’evapora el dissolvent al rotavapor
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fins a sequetat, per obtenir un solid marrd-taronja. El producte desitjat (3a) s’ailla
mitjang¢ant cromatografia en columna emprant, com a eluent, mescles d’hexa 1 AcOEt
de polaritat creixent (Si0,, 2.5-20%), 1 s’obtenen 8.53 g (rdt: 60%) d’un solid cristal-1i
blanc-grogds. A més de 3a, també s’ailla el compost 3b. Ambdos productes tenen la
mateixa massa 1 I’espectre de RMN practicament identic. La diferenciacid dels dos
regioisomers s’ha dut a terme mitjangant un experiment de ressonancia magnética
nuclear NOESY monodimensional.

Caracteritzacio:
'H-RMN (400 MHz, CDCl5) § (ppm): 10.31 (1H, Hg), 9.36
(NH, t ample, J =6.03 Hz), 4.15 (2H, H,, q, J =7.14 Hz), 3.67
(2H, Hy, dt, J = 6.94 Hz), 2.40 (2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 1.99
(2H, H, qt, J = 7.24 Hz), 1.27 (3H, Hy, t, J = 7.14 Hz).
BC-RMN (100 MHz, CDCI5) & (ppm): 190.74 (Cg), 172.77
ol I (C1), 166.32 (Cp), 163.04 (C,), 162.14 (Cp), 106.90 (Cc), 60.90

(Cy), 40.82 (Cp), 31.61 (Cy), 24.55 (Cg), 14.42 (Cy).

H
A A A0 K
e 'ﬁ/\(jf R (ESI, mode positiu): m/z 306.3 [M+H]", 328.3 [M+Na]"
3a (massa teorica esperada, M: 305.2).

R¢ (20% AcOEt/Hexa): 0.37.
Punt de Fusio: 91-93°C.

'H-RMN (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 10.31 (1H, Hg), 6.28
(NH, t ample, J = 6.03 Hz), 4.15 (2H, H,, q, J = 7.14 Hz), 3.67
(2H, Hg, dt, J = 6.94 Hz), 2.40 (2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 1.99
(2H, H, qt, J = 7.24 Hz), 1.27 3H, Hx, t, J = 7.14 Hz).

Cl (0]
N, BC-RMN (100 MHz, CDCl;) & (ppm): 185.11 (Cp), 173.21
K\/OWN%{ o (€, 165.25 (Cp), 163.92 (C,), 160.59 (Cp), 114.06 (Cc), 60.58
o SN (Cy), 41.14 (Cy), 31.26 (Cy), 24.03 (Cg), 13.99 (Cx).
EM (ESI, mode positiu): m/z 306.3 [M+H]", 328.3 [M+Na]"
(massa teorica esperada, M: 305.2).

R¢ (20% AcOEt/Hexa): 0.24.
4-(2-Amino-6-cloro-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (4)

Es dissolen en un balo 8.33 g (27.3 mmol) de 3a en 250 ml d’EtOH absolut. A
continuacio, a temperatura ambient 1 en agitacié constant, s’addicionen 55 ml (819
mmol, 10 eq) d’una mescla 3:7 (v/v) de NH4OH al 32 % (p/p) 1 EtOH absolut, i es deixa
reaccionar. Després d’unes 5 hores de reaccio, s’elimina al rotavapor el dissolvent de la
mescla resultant, que t¢ una aparenca col-loidal blanca. Seguidament, el solid blanc-
grogos es redissol en AcOEt. La fase organica resultant es renta amb aigua (2 x 50 ml) i
una soluci6 saturada de NaCl (50 ml), s’asseca amb MgSQ, anhidre, es filtra 1 s’evapora
fins a sequetat. S’obtenen 7.84 g d’un solid blanc-grogds com a producte final desitjat 4
amb un rendiment quantitatiu.
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Caracteritzacio:
"H RMN (400 MHz, CDCl;) § ppm: 10.07 (1H, Hg, s), 9.28
(NH, t ample, J = 6.03 Hz), 5.63 (2H, NH,, s ample), 4.14
(2H, H,, q, J = 7.14 Hz), 3.55 (2H, H, dt, J = 6.94 Hz), 2.38
a o (2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 1.95 (2H, Hg, qt, J = 7.24 Hz), 1.26

9\:6% (3H, Hk, t,J = 7.14 H>).
N| X H .
M SN0~ BC RMN (100 MHz, CDCI3) 8 ppm: 189.80 (Cg), 172.91 (Cy),

0 166.62 (Ca), 162.64 (Cp), 162.07 (Cg), 102.57 (Cc), 60.52
(Cy), 39.81 (Cp), 31.58 (Cy), 24.57 (Cg), 14.21 (Cy).

EM (ESI, mode positiu): m/z 287.4 [M+H]", 309.4 [M+Na]"
(massa teorica esperada, M: 285.7).

R; (50% AcOEt/Hexa): 0.57.
4-(2-Amino-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (5)

En un bald, es dissolen 7.80 g (27.21 mmol) de 4 en 250 ml d’EtOH absolut, 1
s’addicionen 4.35 g (108.8 mmol, 4 eq) de NaOAc. Rapidament té lloc la formacio
d’una suspensio blanca. Seguidament, s’afegeixen 521 mg (0.49 mmol, 0.018 eq) de Pd-
C al 10%. Es important purgar el balé amb arg6 abans de 1’addici6 del catalitzador. A la
suspensid negra obtinguda, préviament desgassada a través d’una agulla punxada al
septum sobre la qual se li fa el buit, se la sotmet a atmosfera d’hidrogen durant tota una
nit a temperatura ambient 1 en agitacid constant. En el decurs de la reaccid, ha calgut
afegir fins a un total de 0.09 eq (Immol) addicionals de Pd-C al 10% 1 2 eq (54.42
mmol) de NaOAc. Transcorregudes 21 hores, la mescla de reaccio resultant es filtra a
través de celite, préviament rentada amb EtOH absolut, i es fan rentats amb EtOH
absolut (50 ml) 1 MeOH (4 x 50 ml). El filtrat de color blanc-grogos, s’evapora al
rotavapor 1 s’obté un solid blanc-grogos que es purifica per cromatografia en columna
emprant, com a eluent, mescles de polaritat creixent d’hexa, AcOEt 1 MeOH (SiO,,
AcOEt/hexa (1:1)-100% AcOEt-2% MeOH/AcOEt). S’obtenen 3.87 g (rdt: 56%) del
producte desitjat 5.

Caracteritzacio:

"H RMN (400 MHz, CDCl5) § ppm: 9.50 (1H, Hg, s), 8.61

(NH, t ample, J = 6.03 Hz), 8.19 (1H, Hg, s), 5.58 (2H, NH,,

s ample), 4.14 (2H, Hy, q, J = 7.14 Hz), 3.54 (2H, Hg, dt, J =

0 6.94 Hz), 2.39 (2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 1.96 (2H, Hg, qt, J =

N, 7.24 Hz), 1.26 (3H, H, t, J = 7.14 Hz).
| F H K

HNASNTD EWOY BC RMN (100 MHz, CDCI;) & ppm: 188.99 (Cg), 172.88

0 (C1), 165.86 (Cy), 163.54 (Cp), 161.50 (Cg), 106.98 (Cc),
60.39 (Cy), 39.10 (Cr), 31.53 (Cx), 24.57 (Cg), 14.11 (Cx).

EM (ESI, mode positiu): m/z 275.5 [M+Na]~ (massa teorica
esperada, M: 252.3).

R (AcOE): 0.28.
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4-(2-Bis(tert-butoxicarbonil)amino-5-formilpirimidin-4-ilamino)butanoat d’etil (6)

En atmosfera d’argo, es dissolen 3.87 g (15.34 mmol) de 5 en 100 ml DCM anhidre. A
la solucid resultant se li addicionen seqiiencialment 10.2 ml (67.5 mmol, 4.4 eq) de
TEA anhidra, 187 mg (1.53 mmol, 0.1 eq) de DMAP 1 7.4 g (33.75 mmol, 2.2 eq) de
Boc,0. En addicionar la DMAP, rapidament s’observa el canvi de color cap a un groc
intens que després d’afegir el Boc,O, amb el temps canvia a carmesi. La mescla
resultant es deixa reaccionar durant tota una nit en atmosfera d’argd 1 a temperatura
ambient en agitacid constant. A continuacio, s’evapora el dissolvent a pressié reduida
per obtenir un oli negre-marronos, que es redissol en AcOEt. La fase organica resultant
es renta successivament amb acid citric al 10% (50 ml), NaHCOs al 10% (125 ml) 1 una
soluci6 de NaCl saturada (50 ml). Un cop assecada amb MgSO, anhidre, es filtra 1
s’evapora fins a sequetat, per tornar a obtenir un oli negre-marronos, que es purifica
mitjancant cromatografia en columna, emprant, com a eluent, mescles de polaritat
creixent d’AcOEt en hexa (Si0,, 0-50%). S’obtenen 4.1 g (rdt: 29.3%) de 6, un solid
groc-blanquinds.

Caracteritzacid:

'"H RMN (400 MHz, CDCI5) & (ppm): 9.77 (1H, Hg,
s), 8.65 (1H, Hg ,s), 8.52 (NH, t ample, J = 6.03 Hz),
4.14 (2H, Hy, d, J = 7.14 Hz), 3.58 (2H, Hg, dt, J = 6.94
Hz),2.37 2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 1.97 (2H, Hg, qt, J =

.9 7.24 Hz), 1.53 (18H, Hy, Hy, Ho, Ho-, Hp, Hp,, 5), 1.26
N N (3H, Hg, t, J = 7.14 Hz).
O>L )J\ | _ F H [0 K
P M0 LLvN NN SN YT BC RMN (100 MHz, CDCI;) & (ppm): 190.86 (Cg),
O/‘%O 0 172.96 (Cy), 165.40 (C,), 161.36 (Cp), 160.35 (Cg),
A 150.45 (Cy, Cr>), 110.39 (Cc), 83.93 (Cy, Cw), 60.75
o (Cy), 40.00 (Cy), 31.72 (Cy), 28.01 (Cy, Cx, Co, Cor,

Cp, Cp'), 24.69 (Cg), 14.41 (Cx).

EM (ESI, mode positiu): m/z 453.7 [M+H]" (massa
teorica esperada, M: 452.5).

R; (AcOEL): 0.84.
Punt de fusié: 163-173°C.

4-(2-Bis(tert-butoxicarbonil)amino-5-oximapirimidin-ilamino)butanoat d’etil (7)

Es dissolen 4.22 g (9.33 mmol) de 6 en 100 ml de piridina per obtenir una mescla de
color groc. Seguidament, a temperatura ambient, en atmosfera d’argd i en agitacid
constant, s’addicionen 1.3 g (18.7 mmol, 2 eq) d’hidroxilamina i es deixa reacionar.
Transcorregudes 6 hores, s’elimina la piridina al rotavapor a través de coevaporacions
amb tolug, 1 el solid groc pal-lid obtingut es redissol amb AcOEt. La solucid resultant es
renta amb aigua (50 ml) i una soluci6 saturada de NaCl (50 ml). La fase organica
s’asseca amb MgSQ, anhidre, es filtra i s’evapora fins a sequetat per obtenir 3.85 g (rdt:
88%) d’un solid groc pal-lid, que correspon al producte desitjat 7.
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Caracteritzacid:

"H RMN (400 MHz, CDCI;) & (ppm): 8.17 (1H, Hg, s)
8.16 (1H, Hg ,s), 7.97 (NH, t ample, J = 6.03 Hz), 4.16
(2H, Hy, q, J = 7.14 Hz), 3.62 (2H, Hg, dt, J = 6.94 Hz),
2.40 2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 2.00 (2H, Hg, qt, J =
7.24 Hz), 1.51 (18H, Hy, Hx-, Ho, Ho, Hp, Hp-, 5), 1.28
(3H, Hg, t, J = 7.14 Hz).

S NN BC RMN (100 MHz, CDCI;) & (ppm): 173.41 (C)),
o U i K 160.24 (Cp), 157.76 (Ca), 157.32 (Cp), 150.99 (Cy,
1.0
P}”LO LELA NN TYTNTYT 0L, 147.98 (Cr), 107.27 (Co), 83.31 (Car, Car), 60.71
0" o (Cy), 40.24 (Cr), 31.94 (Cy), 28.07 (Cy, Cx, Co, Cor,
g
P.%\N, Cp, Cp), 24.87 (Co), 14.41 (Cy).
IR (KBr): 3337.8, 1798.5, 1729.6, 1616.1, 1587.1 cm’™.

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 468.7 [M+H]",
489.8 [M+Na]’, 505.7 [M+K]" (massa teorica esperada,
M: 467.5).

R; (AcOEY): 0.84.
4-(2-(Bis(tert-butoxicarbonil)amino)-5-cianopirimidin-4ilamino)butanoat d’etil (8)

En atmosfera d’argd6, es dissolen 3.85 g (8.24 mmol) de 7 en 100 ml THF anhidre per
obtenir una solucid de color groc. Seguidament, s’afegeixen 3.7 ml (24.72 mmol, 3 eq)
de TEA anhidra i es refreda a 0°C mitjangant un bany d’aigua i gel. A baixa
temperatura, s’addicionen 1.7 ml (12.36 mmol, 1.5 eq) de TFAA. En aquest punt cal
destacar que durant I’addicié s’observa I’aparicio de fums blancs 1 un canvi de color cap
a marro taronja.

Després de 1’addicid, es tempera el bany 1 es manté la mescla de reaccid en agitacid
constant durant 2 hores. Transcorregut aquest temps, es torna a refredar a 0°C 1
s’addiciona aigua freda per destruir ’excés de TEAA. Seguidament, s’elimina el THF al
rotavapor, es redissol el cru resultant en AcOEt (50 ml) i es fan rentats amb acid citric al
10% (25 ml), amb NaHCOs al 10% (25 ml) i amb una solucio saturada de NaCl (25 ml).
La fase organica resultant s’asseca amb MgSO, anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a
sequetat. El solid groc-taronja obtingut es purifica per cromatografia en columna,
emprant, com a eluent, mescles de polaritat creixent d’AcOEt en hexa (S10,, 0-25%), i
s’obtenen 2.94 g (rdt: 79%) d’un solid groc blanquinods, que correspon al producte
desitjat 8.
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Caracteritzacid:

'"H RMN (400 MHz, CDCI;) & (ppm): 8.42 (1H, Hg
,8), 5.98 (NH, t ample, J = 6.03 Hz), 4.16 (2H, H,, q, J
= 7.14 Hz), 3.57 (2H, Hg, dt, J = 6.94 Hz), 2.40 (2H,
Hy, t,J =7.24 Hz), 1.97 2H, Hg, qt, J = 7.24 Hz), 1.51
(18H, Hy, Hxv, Ho, Hor, Hp, Hps, 8), 1.27 (3H, Hg, t, J =
7.14 Hz).

BC RMN (100 MHz, CDCIl;) 8 ppm: 173.37 (C)),
. /F\/HYO UK 16241 (Ca), 161.20 (Cp), 159.63 (Cp), 150.29 (Cr,
ol A I T Cu), 114.94 (Cp), 88.55 (Cy, Cw), 84.07 (Co), 61.00
O (Cy), 41.04 (Cy), 31.82 (Cy), 28.00 (Cn, Cx, Co, Cor,
Pﬁ\w Cyp, Cp), 24.20 (Cg), 14.41 (Ck).

IR (KBr): 33228, 22227, 1787.9, 1734.5, 1598,
1580.7 cm™.

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 472.8 [M+Na]",
489.8 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 449.5).

R¢ (25% d’AcOEt/Hexa): 0.44.
Punt de fusié: 189-193°C.

4-(2-(Bis(tert-butoxicarbonil)amino)-(1-(5-cianopirimidin-4-il)-3-(2,2,2-tricloro
etanoil)ureido)butanoat d’etil (9)

En condicions anhidres 1 en atmosfera d’argo, es dissol 1 g (0.636 mmol) de 8 en la
minima quantitat d¢ DCM anhidre. Seguidament, un cop la mescla de reacci6 esta a
0°C, s’addicionen 2.64 ml d’una dissolucid, préviament refredada a 0°C, d’isocianat de
triclorocarbonil (6.36 mmol, 10 eq) en DCM anhidre en un volum total de 15 ml de
dissolvent. La mescla resultant de color groc palllid es deixa evolucionar fins a
temperatura ambient unes 5 hores aproximadament, mantenint 1’agitacido constant. A
continuacio, s’afegeixen 25 ml d’aigua freda (a 0°C), es decanta la fase organica i es
renta amb aigua (3 x 15 ml). La fase organica resultant s’asseca amb MgSQO, anhidre, es
filtra, s’evapora fins a sequetat 1 el solid groc obtingut es purifica per cromatografia en
columna, emprant, com a eluent, mescles de polaritat creixent d’AcOEt en hexa (SiO,,
0-50%). S’obtenen 1.92 g (rdt quantitatiu) d’un solid resinds groc, que correspon al
producte desitjat 9.

Caracteritzacio:

N o o B E/N "H RMN (400 MHz, CDCI;) & (ppm): 9.55 (1H, Hg, s),
o}L\ )J\ /l/:(F H o K 6.94 (1H, NH, s ample), 4.33 (2H, Hg, t, J = 6.94 Hz),
P MO TANTD NTNTYYT 402 (2H, Hy, q,J = 7.14 Hz), 2.43 (2H, Hy, t, J = 7.24

o/go OZQNH © Hz),2.10 (2H, Hg, qt, J = 7.24 Hz), 1.58 (18H, Hy, Hy-,
» /RN O)R}KE: Ho, Ho, Hp, Hp-, 5), 1.26 (3H, Hy, t, J = 7.14 Hz).
0 cl
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BC RMN (100 MHz, CDCI;) & (ppm): 173.94 (Cp),
172.77 (Cy), 164.03 (Ca), 160.85 (Cg), 158.33 (Cy),
149.74 (Cy, Cr), 147.59 (Cg) 104.66 (Cc), 92.01 (Cs),
85.13 (Cym, Cwr), 84.07 (Cg), 60.87 (Cy), 42.15 (Cp),
31.66 (Cy), 27.94 (Cn, Cx, Co, Co, Cp, Cp), 23.01
(Cq), 14.39 (Cx).

EM (ESI, mode positin): m/z 637.7 [M+H]", 659.6
[M+Na]’, 675.6 [M+K]" (massa teorica esperada, M:
636.1).

Ry (AcOEL): 0.93.
Punt de fusié: 134-137°C.

4-(4-Amino-7-(bis(zert-butoxicarbonil)amino)-2-oxopirimido[4,5-d]pirimidin-
1(2H)-il)butanoat d’etil (10)

Es dissolen 1.42 g (2.23 mmol) de 9 en 50 ml d’una dissolucié 7 N de NH3; en MeOH.
La solucid resultant es refreda (0 a -10°C) mitjangant un bany de NaCl i gel, 1 es deixa
reaccionar en atmosfera d’argd, a temperatura i en agitacid constant. Transcorregudes 2
hores, s’elimina el dissolvent al rotavapor 1 s’obté un solid blanc-grogds, que es redissol
en DCM. La fase organica resultant, es renta amb aigua (3 x 25 ml), s’asseca amb
MgSO, anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. S’obtenen 878 mg (rdt: 80.1%)
d’un solid resinds blanc-grogds corresponent al producte 10 desitjat.

Caracteritzacid:

'H RMN (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 9.28 (1H, Hg, s), 4.27
(2H, Hy, t, J = 6.94 Hz), 4.10 2H, Hy, q, J = 7.14 Hz), 2.38 (2H,
Hy, t, J = 7.24 Hz), 2.05 (2H, Hg, qt, J = 7.24 Hz), 1.53 (18H,
Hy, Hx, Ho, Hor, Hp, Hp,, 5), 1.22 (2H, H, t, J = 7.14 Hz).

BC RMN (100 MHz, CDCI5) & (ppm): 173.37 (C)), 161.51 (Cp),
160.52 (Cp), 158.81 (Cg), 156.85 (Cg), 155.97 (Cy), 150.31 (Cy,
Cr"), 101.19 (Cc), 84.60 (Cy, Cur'), 60.69 (C)), 41.46 (Cr), 31.84
(Cn), 29.90 (Cy, Cx-, Co, Cor, Cp, Cp?), 22.90 (Cg), 14.39 (Cx).

IR (NaCl): 3400, 1738.8, 1652.6, 1635.5, 1602.3, 1558.9, 1540
-1
cm’ .

EM (CI en NH;): m/z 293.6 [M-2Boc+H]" (81.5%), 393.7 [M-
Boc+H]™ (100%), 493.8 [M+H]" (56.4%) (massa teorica
esperada, M: 492.5).

EM (ESI, mode positiu): m/z 493.7 [M+H]", 515.7 [M+Na]".
R; (15% MeOH/AcOEt): 0.68.
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4-(7-(Bis(tert-butoxicarbonil)amino)-4-(zert-butoxicarbonilamino)-2-oxopirimido
[4,5-d]pirimidin-1(2H)-il)butanoat d’etil (11)

En atmosfera d’argd, es dissolen 878 mg (2.23 mmol) de 10 en 30 ml de DCM anhidre.
A continuacid, s’addicionen 1.62 ml (13.38 mmol, 6 eq) de TEA anhidre, 218 mg (2.23
mmol, 1 eq) de DMAP 1 1.17 g (6.69 mmol, 3 eq) de Boc,O. En aquest punt, la solucid
es torna de color groc intens. Transcorregudes 24 hores de reaccid en agitacid constant 1
a temperatura ambient, s’observa que el color ha canviat a marr6. Seguidament, s’aboca
la mescla de reaccié a un embut de decantacid, i s’extreu la fase organica, que es renta
successivament amb aigua (2 x 25 ml), amb una solucié d’acid citric al 10% (25 ml),
amb NaHCO; al 10% (25 ml) i amb una solucio saturada de NaCl (25 ml). La fase
organica resultant s’asseca amb MgSQO4 anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a sequetat per
obtenir 1.11 g del producte 11 (rdt: 90%), un solid marro.

Caracteritzacid:

"H RMN (400 MHz, CDCI;) & (ppm): 9.41 (1H, Hg, s), 4.24

(2H, Hg, t, J = 6.94 Hz), 4.08 (2H, Hy, q, J = 7.14 Hz), 2.37

(2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 2.04 (2H, Hg, qt, J = 7.24 Hz), 1.54

(9H, Hy, Hy, Hy, s), 1.50 (18H, Hx, Hx, Ho, Ho, Hp, Hp-, s),
@ /$<X 1.21 3H, Hg, t, J = 7.14 Hz).

B . 13C RMN (100 MHz, CDCI3) & (ppm): 172.69 (Cy), 161.31
0}% i N'ﬁ\)\l (Ca), 159.37 (Cp), 158.02 (Cg), 156.85 (Cp), 155.65 (Cq),
0 DN N0 149.98 (Cy, Cy»), 148.29 (Cy) 105.68 (Cc), 86.63 (Cy), 84.96

05&0 N (Cum, Ca), 60.74 (Cy), 41.57 (Cp), 31.67 (Cy), 28.10 (Cy, Cx,
. /RN u_o  Co,Co, Cp, Cp), 27.96 (Cy, Cx, Cy), 23.16 (Cg), 14.40 (Cx).
1
(6]

Ojj EM (ESI, mode positiu): m/z 593.7 [M+H]" (massa teorica
K esperada, M: 592.3).

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 615.0 [M+Na]", 631.9
[M+K]" (massa teorica esperada, M: 592.3).

R¢ (50% AcOEt/Hexa): 0.78.

Acid 4-(7-(bis(tert-butoxicarbonil)amino)-4-(tert-butoxicarbonilamino)-2-oxo
pirimido[4,5-d]pirimidin-1(2H)-il) butanoic (12)

Sobre una dissolucio de 550 mg (0.325 mmol) d’11 en 30 ml d’una mescla H,O/ACN
3:1 (v/v) s’afegeix una solucidé de 400 mg de LiOH (3.25 mmol, 10 eq) en 1 ml H,O. La
mescla resultant es deixa evolucionar a temperatura ambient durant 1 hora 1 en agitacid
constant. A continuacio, s’elimina ’ACN al rotavapor 1 la solucidé aquosa obtinguda
s’acidifica fins a pH 3-4 amb una solucié aquosa d’acid citric al 10%. Rapidament,
s’observa I’aparicio d’un precipitat blanc. Seguidament, s’addiciona la minima quantitat
d’AcOEt, per tal de redissoldre el precipitat, 1 es fan extraccions amb AcOEt (2 x 10
ml). La fase organica resultant s’asseca amb MgSQOy anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a
sequetat per obtenir un solid groc-pal-lid, que es purifica mitjangant cromatografia en
columna, emprant una mescla d’eluent de polaritat creixent d’hexa, AcOEt i MeOH
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(SiO2, AcOEt/hexa (1:1)-100%AcOEt; AcOEt 100%-15%MeOH/AcOEt). Finalment
s’obtenen 130 mg (rdt: 27.3%) d’un solid groc-pal-lid que correspon al producte 12.

Caracteritzacid:

'H RMN (400 MHz, CDCl;) & (ppm): 12.10 (1H, OH, s
ample), 9.43 (1H, Hy, s), 4.28 (2H, Hy, t, J = 6.94 Hz), 2.44
(2H, Hy, t, J = 7.24 Hz), 2.07 (2H, Hg, qt, J = 7.24 Hz), 1.57
(9H, Hy, Hx, Hy, s), 1.51 (18H, Hy, Hy:, Ho, Ho:, Hp, Hp-, s).

BC RMN (100 MHz, CDCI;) & (ppm): 176.86 (C)), 162.71

i JJ<X (Ca), 161.30 (Cp), 159.43 (Cg), 158.08 (Cg), 155.56 (Co),
N0 0Ny 150,03 (Cy, Cr), 148.22 (Cr) 105.72 (Ce), 84.69 (Cy), 82.16

o ¥ o Nﬁ (Cum, Cwr), 41.40 (Cy), 31.13 (Cp), 28.19 (Cy, Cx, Cy), 27.96
o A AL A A (Cx Cx, Co, Cor, Cp, Cp), 22.97 (Cy).
0%0 HNE IR (KBr): 3362.5, 1764.3, 1751.3, 1728.6, 1661.5, 1602.3
P/\%N H - Y em™.
¢ oH EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 565.9 [M+H]", 587.6

[M+Na]", 603.6 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 564.6).

EM (ESI, mode positiu): m/z 565.7 [M+H]", 587.7 [M+K]"
(massa teorica esperada, M: 564.6).

Ry (AcOEY): 0.80.
Punt de fusié: 190-194°C.

1.1.1.2 Sintesi del monomer Janus B
Ureidometilenmalonitril (13)

En un bald, es pesen 5 g (75.7 mmol) de malononitril, 4.55 g (75.7 mmol, 1 eq) d’urea 1
25.2 ml (151 mmol, 2 eq) d’ortoformiat d’etil. La mescla resultant, inicialment marrd,
s’escalfa a reflux (130°C). Al cap de 10 min, quan comenga a bullir, es forma un
precipitat marré clar. En aquest punt, se separa la mescla de reaccid de la manta
calefactora 1 es deixa en agitacio 1 a temperatura ambient durant 10 min. Transcorregut
aquest temps, quan s’observa la desaparicid del precipitat, es torna a escalfar durant uns
20 min a 120 °C. A continuacid, s’atura el reflux 1 es deixa el bald temperar-se durant
10 min 1, posteriorment, es refreda en un bany de gel, també durant 10 min. El precipitat
format es recull per filtracid al buit sobre una placa filtrant (nimero 3) i1 es renta amb
acetona, EtOH absolut calent 1 éter etilic. Després d’assecar-se al buit, s’obté un solid
marronos (7.3 g, rdt: 71%), que correspon al producte 13 desitjat.

Caracteritzacio:
D BN "H-RMN (400 MHz, DMSO) & (ppm): 10.65 (1H, NH, s ample),
\\\(AI//NHz 8.28 (1H, Hp, s), 7.49 (1H, NH, s ample), 6.62 (1H, NH, s ample).
8 HC o BC-RMN (100 MHz, DMSO) & (ppm): 156.23 (Cg), 151.92 (Co),

115.25 (Cp), 113.48 (Cg), 57.27 (Ca).
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5-Cianocitosina (14)

En un balo, s’addicionen molt lentament 7.1 g (52.2 mmol) de 13 sobre 40 ml d’una
solucio 1.5 M de MeONa en MeOH, previament preparada a partir d’1.35 g de Na
(58.95 mmol, 1.13 eq) 1 40 ml de MeOH, 1 la suspensié marr6d resultant es deixa
evolucionar a temperatura ambient i en agitacid constant. Transcorregudes 16 hores, el
solid format es filtra al buit amb una placa filtrant (nimero 3) i1 es renta amb EtOH
calent, de manera que la sal sodica del producte queda recollida a la placa en forma de
solid negre-marronoés. El solid es redissol en 200 ml de H20 1 es deixa en carb6 actiu a
temperatura ambient i1 en agitacio constant durant dues hores. Seguidament, el cru es
filtra a través d’un filtre de plecs, 1 la solucié blanca-groguenca resultant s’acidifica amb
acid acetic glacial fins a pH lleugerament acid. El precipitat blanc obtingut es filtra al
buit 1 es renta amb aigua freda per obtenir un solid blanc (2.93 g, rdt: 41.3%), que
correspon a 14.

Caracteritzacio:
w“ "H-RMN (400MHz, DMSO) ) & (ppm): 11.54 (1H, NH, s ample), 8.31
N\\D A \EN (1H, Hg, s), 7.80 (1H, NH, s ample), 7.37 (1H, NH, s ample).
B' Ngo BC-RMN (100MHz, DMSO) § (ppm): 163.89 (Cg), 155.07 (C¢), 153.97

(Cg), 115.69 (Cp), 78.34 (Cy).
5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosina (15)

En condicions anhidres, es dissolen 5 g (36.8 mmol) de 14 en 100 ml d’etilenglicol per
obtenir una suspensio blanca. En un altre bald, es dissolen 4.1 g de KOH (73.5 mmol, 2
eq) 1 6.18 g de diciandiamida (73.5 mmol, 2 eq) en 100 ml d’etilenglicol. La solucio
resultant s’addiciona lentament, gota a gota 1 en agitacio constant, a través d’una canula
sobre la suspensio del producte de partida. A mesura que transcorre 1’addicio, s’observa
que a mesura que s’homogeneitza la suspensio inicial, es forma una coloracié vermella-
marronosa. La soluci6 resultant s’escalfa a reflux a 150°C durant 40 h, 1 se segueix per
HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min). A continuacid, la mescla de reaccid es refreda 1
s’evapora fins a sequetat mitjancant coevaporacions amb tolu¢. El solid marronds
resultant, es renta amb H,O, éter 1 EtOH per obtenir finalment 4.53 g (rdt: 54 %) d’un
solid blanc-marrondés, que correspon al producte desitjat 15.

Caracteritzacid:

"H-RMN (400 MHz, DMSO) & (ppm): 11.2 (1H, NH, s ample), 9.5 (1H,
NH, NH, s ample), 8.5 (1H, Hg, s), 8.0 (1H, NH, s ample), 6.8 (4H, NH, s

G ample).
“ N NH,

N
A e PC-RMN (100 MHz, DMSO) 8 (ppm): 167.8 (Cp), 165.9 (Cr, Co),
[ IC 164.2(Ce), 156.04 (Co), 148.61 (Cp), 99.22 (Cn).

N (6]
H

H,N
B
EM (ESl-alta resolucié, mode positiu): m/z 221.0893 [M+H]", m/z

243.0713 [M+Na]" (massa teorica esperada, M: 220.0821).

HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min): tg = 3.5 min.
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2-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2 H)-il)etanoat de benzil (16)

En condicions anhidres 1 en atmosfera d’argo, es dissolen 820 mg (3.73 mmol) de 15 1
1.25 g (11.18 mmol, 3 eq) de ‘BuOK en 80 ml de DMF, i la suspensié marré resultant
s’escalfa a reflux (160°C) durant 1-2 h. S’observa una homogeneitzacié total. Un cop
s’ha temperat la mescla de reaccid, s’addicionen lentament, gota a gota, 2.4 ml de
bromoacetat de benzil (14.9 mmol, 4 eq) 1 es deixa reaccionar a temperatura ambient 1
en agitacid constant durant 3 dies. A causa de la presencia del producte de partida sense
reaccionar, ha calgut addicionar de més 2 eq de bromoacetat de benzil i 1 eq de ‘BuOK,
1 escalfar la mescla de reaccid a 90°C durant 2 h. L’analisi del cru de reaccio per HPLC-
MS (0 a 100% B en 18 min) mostra la presencia del producte desitjat, tot i que en un
percentatge molt baix (14%). En aquest punt, s’evapora fins a sequetat i s’obté un solid
marronos, que s’empra directament a la segiient reaccio.

Caracteritzacid:

NH,
G
“ N NH

N 2
HN/FK\N lD A \EN EM (ESI, mode positiu): m/z 369.1 [M+H]", 737.11 (massa teorica
| S esperada, M: 368.14).

I

BSN"No

kao HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min): tx = 10.8 min.

SN
K
L P
(6]
N

Acid 2-(5-(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)etanoic (17)

El cru del producte 16 es dissol en 100 ml d’una solucié aquosa 1 M de LiOH, i la
mescla resultant de color marrd es deixa reaccionar tota una nit. Transcorregut aquest
temps, s’acidifica amb HCI al 10% (v/v) fins a pH = 2 1, a continuacio, s’evapora fins a
sequetat. L’analisi del solid marronds resultant per HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min)
mostra la presencia del producte desitjat (11 %) al cru de reaccid. La purificacié es duu
a terme per MPLC amb una columna de fase invertida C;g 1 un gradient de 0-30% de B
(A: 0.1% HCOOH/H,0 i B: 70% (0.1% HCOOH/H,O + 30% (0.1% HCOOH/ACN),
emprant 1 1 de cada dissolvent 1 detectant a 254 nm. Un cop ajuntades 1 liofilitzades les
fraccions més pures, s’obtenen 5 mg del producte final desitjat amb una puresa del 49%.
Després de la purificacidé d’una petita part per HPLC, mitjancant una columna
semipreparativa (veure Materials 1 Métodes) 1 un gradient de 0 a 50% de B (A: 0.1%
TFA/H,0 1 B: 0.1% TFA/ACN), s’obté un solid blanc (17, 90% de puresa).
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Caracteritzacid:
"H-RMN (500 MHz, DMSO) ) & (ppm): 8.80 (s, 1H, Hg), 7.00 (4H,
NH, NH, s ample), 4.7 (s, 2H, Hy).
G
N7 "N NH, HPLC (0 a 50% B en 30 min): tg = 12.2 min.

| E
N A
HNTF NJD\E%T\& HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min): tz = 6.7 min.
B

kao EM (ESI, mode positiu): m/z 278.94 [M+H]" (massa tedrica esperada,
1 M: 278.09).

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 279.0952 [M+H]" (massa
teorica esperada, M: 278.0876).

4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)butanoat d’etil (18)

En condicions anhidres i en atmosfera d’argo, es dissolen 630 mg (2.86 mmol) de 15 en
80 ml de DMF per obtenir una suspensido marro. Seguidament, s’addicionen 114.4 mg
de NaH (2.86 mmol, 1 eq, 60% en oli mineral) 1 s’escalfa a 50°C durant 2 h en agitacio
constant. A continuacid, un cop s’ha temperat la mescla de reaccid, s’addicionen molt
lentament 450 pl (3.15 mmol, 1.1 eq) de bromobutirat d’etil 1 es deixa reaccionar a
temperatura ambient 1 en agitacid constant. Transcorregudes 15 h, s’observa per HPLC-
MS (0 a 100% B en 18 min) la formaci6 del producte desitjat. Tot 1 que la conversio no
¢s quantitativa, la mescla de reaccid s’evapora fins a sequetat 1 el solid obtingut es
redissol en 200 ml d’una mescla al 30% MeOH/H,O a 70°C. Mentre que el precipitat
resultant correspon al producte de partida 15, les aigiies mares contenen majoritariament
el producte desitjat 18 (80%), el producte 15, I’éster metilic, fruit de la transesterificacio
amb el MeOH emprat, i el corresponent acid carboxilic 19.

Caracteritzaci6:
NH,
EN
N7 °N NH, . .
o 4 JE HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min): tg = 3.5 min (34%)
HN"F N"D SN
B| N/go EM (ESI, mode positiu): m/z 335.04 [M+H] (massa téorica
o esperada, M: 334.15).
1
J 0
K M
o _-

Acid 4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)butanoic (19)

En un bald, es dissol en 100 ml d’una solucié 1 M de LiOH el cru anterior, obtingut a la
sintesi de 18, 1 la solucid marro resultant es deixa reaccionar tota una nit. Transcorregut
aquest temps, s’acidifica amb HCI al 10% (v/v) fins a pH = 2 1, a continuacid, s’evapora
fins a sequetat. L’analisi del cru per HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min) mostra la
presencia del producte desitjat (64%). La purificacio del producte es duu a terme per
MPLC a través d’una columna de fase invertida C;g 1 un gradient de 0-50% de B (A:
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0.1% HCOOH/H,0O i B: 50% (0.1% HCOOH/H,O + 50% (0.1% HCOOH/ACN)),
emprant 1 1 de cada dissolvent i detectant a 254 nm. Un cop ajuntades les fraccions més
pures, després de la corresponent liofilitzacid, s’obtenen 143 mg (rdt: 20%) d’un solid
groc-marronds (19, 80% de puresa). Després de la purificacio6 d’una petita part
mitjancant HPLC amb una columna semipreparativa C;s (veure apartat Materials 1
Metodes) 1 un gradient de 0 a 50% B (A: 0.1% TFA/H,O 1 B: 0.1% TFA/ACN), s’obté
un solid blanc amb un 97% de puresa que correspon a 19.

Caracteritzacio:
"H-RMN (500 MHz, DMSO) & (ppm): 12.21 (1H, OH, s ample), 10.70
(1H, NH, s ample), 9.10 (1H, NH, s ample), 8.79 (1H, Hg, s), 7.06 (4H,
NH, s ample), 3.91 (2H, Hy, t, J = 7.1 Hz), 2.32 (2H, H,, t, J = 7.1 Hz),
NH, 1.88 2H, Hy, t, J = 7.1 Hz).
G
)N\/ N BC-RMN (100 MHz, DMSO) & (ppm): 173.86 (Cx), 167.71 (Cp),
HNTFNTD ‘T SN 166.00 (Cr, Cg), 163.94 (Cg), 154.40 (Cg), 149.59 (Cc), 100.30 (Cy),
B N)\{O 49.01 (Cy), 30.71 (Cy), 24.44 (C)).
SN HPLC (0 a 50% B en 30 min): tg = 14.6 min.
7 [0}

N HPLC-MS (0 a 100% B en 18 min): tg = 7.2 min.

EM (ESI, mode positiu): m/z 306.82 [M+H]", m/z 328.8 [M+Na]
(massa teorica esperada, M: 306.12).

EM (ESI-alta resoluci6é, mode positiu): m/z 307.1261 [M+H]" (massa
teorica esperada, M: 306.1189).

1.1.2 Sintesi dels monomers Janus funcionalitzats amb un grup tiol

Tal com s’exposa a Materials 1 M¢todes (apartat 3.1), com a reactor s’utilitza un sistema
format per una xeringa de polipropile sobre la qual s’adapta un filtre pords de polietile.
L’agitacio es realitza manualment amb una vareta de tefl6 1 I’eliminacio de dissolvents,
excesos de reactius 1 subproductes no ancorats a la resina, per filtracié al buit.

1.1.2.1 Sintesi de la Fmoc-Asn(Trt)-Arg(Pbf)-Cys(Trt)-resina (20)

Es pesen 302 mg de resina Rink Amida-MBHA (f ~ 0.74 mmol/g) en una xeringa que
disposa del filtre de polietile adequat, es fan els rentats corresponents amb DMF, DCM 1
MeOH, 1 s’elimina el grup Fmoc de I’extrem N-terminal (20% piperidina/DMF). A
continuacio, s’addicionen 524 mg de Fmoc-Cys(Trt)-OH (0.895 mmol, 4 eq), 122 mg
d’HOALt (0.895 mmol, 4 eq) 1 138 ul de DIPC (0.894 mmol, 4 eq), dissolts en la minima
quantitat de DMF anh, i es deixa reaccionar a temperatura ambient 1 en agitacid constant
durant 2-3 h. Transcorregut aquest temps, després dels rentats corresponents 1 amb un
resultat negatiu al test de ninhidrina,” s’acobla el segiient aminoacid sobre una aliquota
de 200 mg de I’aminoacil-resina mitjangant 376 mg de Fmoc-Arg(Pbf)-OH (0.580
mmol, 4 eq), 79 mg d’HOAt (0.580 mmol, 4 eq) 1 90 ul de DIPC (0.580 mmol, 4 eq),

* Veure I’apartat 3.1.3.1 de Materials i Métodes.
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dissolts en la minima quantitat de DMF anh 1 es deixa reaccionar a temperatura ambient
1 en agitacid constant. Al cap de 3 h de reaccio, s’obté un acoblament quantitatiu. Pel
darrer acoblament s’utilitzen 346.2 mg Fmoc-Asn(Trt)-OH (0.580 mmol, 4 eq), 79 mg
d’HOALt (0.580 mmol, 4eq) 1 90 ul de DIPC (0.580 mmol, 4 eq), dissolts en la minima
quantitat de DMF anh. A partir de la tripeptidil-resina obtinguda (20), se sintetitzen els
productes 21 1 22.

Per comprovar que la sintesi ha evolucionat correctament, se separa una aliquota de 10
mg de resina 1 es tracta amb 1 ml d’una solucié de TFA/TIS/H,O 95:2.5:2.5 (v/v/v)
durant 1 h en agitacid constant. Transcorregut aquest temps, se separa el cru peptidic de
la resina per filtracid al buit, 1 es recull sobre Et,O fred, juntament amb els posteriors
rentats amb TFA (2 x 1 ml), per precipitar el peptid. Després de la corresponent
centrifugacio 1 decantacio, el precipitat es renta amb Et;O (3 x 5 ml) 1 s’analitza per
espectrometria de masses i HPLC en fase invertida.” L’analisi del cru per HPLC revela
la preséncia d’un pic majoritari que correspon al tripeptid 20 desitjat protegit a I’extrem
N-terminal amb el grup Fmoc.

Caracteritzacid:

O. HPLC (30 a 100% B en 30 min): tg= 5.2 min.

0\]40 EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 613.8 [M+H]" (massa

HN NH, teorica esperada, M: 612.7).
Ly
HN (6}
(6]
SH

H
HZNTN\/\\\‘.

NH HNI\
¢

H,N

1.1.2.2 Sintesi dels monomers tiol Janus A

4-(4,7-Diamino-2-oxopirimido[4,5-d|pirimidin-1(2H)-il)-NV-(2-mercaptoetil)
butanamida (23)

La derivatitzacio de 12 amb el grup etantiol es realitza amb la resina comercial
cisteamina 4-metoxitril (f ~ 1.1 mmol/g) en un ambient lliure d’acids a causa de la seva
forta labilitat als acids. Per tant, cal emprar dissolvents neutralitzats amb altimina
basica.

En una xeringa equipada amb un filtre de polietile, es pesen 25 mg de resina 1 es fan els
corresponents rentats amb DMF, DCM, passat per alimina, 1 MeOH, tal com es descriu
anterioment a la sintesi de 20. Per altra banda, en un vial es dissolen, en la minima

* S’ha emprat una columna analitica Jupiter proteo Cig4 um 250 x 4.6 mm i un gradient
de 30-100% de B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,0 B: 0.036% ACN/H;O0, deteccid a
2201280 nm).
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Part Experimental. Sintesi dels monomers tiol

quantitat de DMF anh, 17.1 mg (0.03 mmol) de 12 i 10.6 mg (0.028 mmol, 1 eq)
d’HATU 1, a continuacid, se li addicionen 11.7 ul (0.069 mmol, 2.5 eq) de DIEA i es
deixa reaccionar 2 min. S’observa ’aparicido d’una coloracidé groga intensa. La mescla
de reaccio resultant s’addiciona sobre la resina, préviament assecada al buit, 1 es deixa
reaccionar a temperatura ambient durant 3 h en agitacid constant. Transcorregut aquest
temps, després dels corresponents rentats 1 d’un resultat negatiu al test de ninhidrina, es
procedeix al desancoratge 1 a la desproteccio del producte mitjangant un tractament amb
I ml d’una barreja de TFA/TIS/H,O 95:2.5:2.5 (v/v/v) durant 30 min a temperatura
ambient i en agitacio constant. Seguidament, se separa el cru de reaccid de la resina per
filtracid al buit, es renta amb TFA (2 x 1 ml) 1 els filtrats recollits s’evaporen fins a
sequetat. L’analisi del cru per HPLC en fase invertida,” mostra la preséncia del producte
23 (51%) 1 la del seu dimer (35%), que també¢ s’ailla i es caracteritza. La purificacio es
realitza per MPLC amb una columna de fase invertida de silica C;s 1 un gradient de 0-
40% de B (A: 0.05% TFA/H,0 1 B: 60% (0.05% TFA/H,0) + 40% (0.05% TFA/ACN))
1 600 ml de cada dissolvent, fent la deteccido a 254 nm. El producte pur es guarda al
congelador en atmosfera d’argo.

Caracteritzacio:
NH,

Ny N o . .

)|\ P /g HPLC (0 a 50% B en 30 min): tg= 18.6 min.
H,N" N7 N7 Yo .. +

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 324.0 [M+H]", 346.0
o [M+Na]", 362.0 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 323.4).
HN

1

SH

¥
VX | | N, HPLC (0 a 50% B en 30 min): tg=25.3 min.

N”Xy" SN
)l\ = /g N N Cor N
HNT N7 N7 o \”/ EM (MALDI-TOF, mode positin): m/z 645.2
0 [M+H]", 667.2 [M+Na]" (massa teodrica esperada,
o M: 644.7).

(6]
HN
HN H

* S’ha emprat una columna analitica Kromasil C;g 10 wm 250 x 4 mm i un gradient de 0-
50% de B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,0 B: 0.036% ACN/H,0, deteccio a 220 1 260
nm).
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4-(4,7-Diamino-2-oxopirimido[4,5-d|pirimidin-1(2H)-il)-NV-[Asn-Arg-Cys-
NH;|butanamida (21)

L’obtencio6 de 21 es duu a terme amb 60 mg de la peptidil-resina 20 (f ~ 0.74 mmol/g), a
partir de 33 mg de 12 (0.059 mmol, 1.3 eq), 20.3 mg d’HATU (0.053 mmol, 1.2 eq) 1 19
ul de DIEA (0.111 mmol, 2.5 eq), dissolts en la minima quantitat de DMF anh. Després
de 4 h de reaccié a temperatura ambient i1 en agitacid constant, s’obté un acoblament
quantitatiu. A continuacio, es realitza la desproteccid 1 el desancoratge mitjangant la
reaccié amb 1 ml de TFA/TIS/H,O 95:2.5:2.5 (v/v/v) durant 1 h. L’analisi del cru per
espectrometria de masses i HPLC en fase invertida,” revela 1’obtencié d’un pic
majoritari (73%) que correspon al producte desitjat 21. El producte es guarda al
congelador en atmosfera d’argd. Una petita part del cru es purifica per HPLC analitic”
per dur a terme experiments de quimica combinatoria dinamica.

Caracteritzacid:

NH,

NN SN
H N)‘\N/ NAO
2 HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg= 13.1 min.
EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 637.9 [M+H]", 659.9

o
il . [M+Na]", 675.9 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 636.3).
2
LY
HN (6]
HZN\n/g\/\\\\vk(O
NH HN
I\SH
N o

1.1.2.3 Sintesi dels monomers tiol Janus B

4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2 H)-il)-N-(2-mercaptoetil)butanamida
(24)

La derivatitzacié de 19 amb el grup etantiol es realitza de forma analoga al procediment
experimental emprat per 23. En aquest cas, s’acoblen 22 mg de 19 (82%, 0.061 mmol,
1.1 eq) sobre 50 mg de la resina comercial cisteamina 4-metoxitril (f ~ 1.1 mmol/g)
mitjangant 25.1 mg d’HATU (0.066 mmol, 1.2 eq) 1 23.4 ul de DIEA (0.138 mmol, 2.5
eq), dissolts en la minima quantitat de DMF anh. Després de 2 h de reaccio a
temperatura ambient 1 en agitacié constant, s’obté un acoblament quantitatiu. A
continuacio, el tractament de la resina amb 1 ml d’una barreja TFA/TIS/H,0 95:2.5:2.5
(v/v/v) durant 30 min a temperatura ambient i1 en agitacid constant, permet desancorar el

* S’ha emprat una columna analitica Jupiter 4 um proteo Ci3 90 A 250 x 4.6 mm i un
gradient de 0-35% de B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,O B: 0.036% TFA/ACN,
deteccid a 220 1 260 nm).
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Part Experimental. Sintesi dels monomers tiol

producte 24, que precipita en recollir-se els filtrats sobre Et;O fred. Després de la
centrigufacio 1 dels rentats amb Et,O fred (3 x 5 ml), ’analisi del cru corresponent per
HPLC-MS en fase invertida” revela I’obtencio del producte desitjat amb una puresa del
74 %. Es purifica només una petita part del cru per HPLC en fase invertida,™ per dur a
terme els experiments de quimica combinatoria dinamica.

Caracteritzacid:

NH, HPLC (0 a 50% B en 30 min): tg = 16.5 min.

NH, N7 N

/)\ HPLC-MS (0 a 50% B en 18 min): tg = 8.9 min

NZ N NH
A | * EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 366.1 [M+H]", 388.1 [M+Na]"
o (massa teorica esperada, M: 365.14).
o EM (ESI, mode positiu): m/z 365.88 [M+H]" (massa teorica esperada,

M: 365.14).

HN

1

SH

4-(5-(4,6-Diamino-1,3,5-triazin-2-il)citosin-1(2H)-il)-N-[Asn-Arg-CysNH;]|
butanamida (22)

La sintesi de 22 es realitza a partir del procediment descrit per a I’obtencidé de 21,
mitjancant 34 mg de la peptidil-resina 20 (f ~ 0.74 mmol/g), 10 mg de 19 (82%, 0.032
mmol, 1.3 eq), 11.5 mg d’HATU (0.030 mmol, 1.2 eq) 1 11 pl de DIEA (0.629 mmol,
2.5 eq), dissolts en la minima quantitat de DMF anh. Després de 4 h de reaccio a
temperatura ambient i en agitacio constant, s’obté un acoblament quantitatiu.

El tractament de desproteccid 1 desancoratge de la resina es realitza amb 1 ml del coctel
TFA/TIS/H,0 95:2.5:2.5 (v/v/v) durant 1 h, igual que en el cas de 21. L’analisi del cru
per espectrometria de masses i HPLC en fase invertida™ revela 1’obtencié d’un producte
majoritari (54%), que correspon al producte desitjat 22. El producte es guarda al
congelador en atmosfera d’argd. Per dur a terme els experiments de DCC, es purifica
una petita part del cru per HPLC analitic.™

* S’ha emprat una columna GraceSmart RP Cig 5 um 90 A 150 x 2.1 mm i un gradient
de 0-50 % de B en 18 min (A: 0.1% HCOOH/H,0 B: 0.1% HCOOH/ACN, deteccio a
2201260 nm).

** S’ha emprat una columna analitica Jupiter 4 i proteo Ciz 90 A 250 x 4.6 mm i un
gradient de 0-50% de B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,O B: 0.036% TFA/ACN,
deteccid a 220 1 260 nm).
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Caracteritzacid:

NH,

HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg= 14.1 min.

NH, N
N)j/k
O)\N | EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 679.9 [M+H]", 701.9
[M+Na]" (massa tedrica esperada, M: 678.3).
N
N

P
s A
N7 > NH,
L
NH,
T
0
H
HN N~ Kfo
NH HN
I\SH
o)

H,N

H
H
W

1.2 Sintesi de derivats de I’Ametantrona
1,4-Bis((2-((2-hidroxietil)amino)etil)amino)antraquinona (Ametantrona) (26)

Es dissolen 850 mg de 1,4-difluoroantraquinona (3.48 mmol) 1 3.5 ml de N-(2-
hidroxietil)-etilendiamina (34.8 mmol, 10 eq) en 15 ml de piridina, i es deixa en agitacid
constant, en atmosfera d’argd i1 a temperatura ambient durant 65 h, aproximadament.
Durant el transcurs de la reaccio, s’observa el canvi de color de groc daurat a blau-lilds.
Transcorregut aquest temps, s’atura la reaccio 1 s’evapora fins a sequetat. El solid
obtingut es redissol en 50 ml de H20 1 es renta amb éter etilic (2 x 50 ml). La fase
aquosa resultant s’extreu amb 20% MeOH/CHCls (5 x 50 ml) i s’obté una fase organica
de color blau, que s’asseca amb MgSO, anhidre. Després de 1’evaporacid fins a
sequetat, s’ailla el producte desitjat 26 (1.3 g).

Una part del cru (200 mg) es purifica per MPLC amb una columna de fase invertida de
silica C;g 1 un gradient de 0-70% de B: (A: 0.1% TFA/H,0 i B: 30% (0.1%TFA/H,0)+
70% (0.1%TFA/ACN), emprant 600 ml de cada dissolvent per obtenir el producte 26
pur.

Caracteritzacid:

"H-RMN (500 MHz, D,0) & (ppm): 8.04 (2H, Hg, Hr, dd, J =
. 6.0 Hz, J = 2.9 Hz), 7.81 (2H, Hg, Hy, ddd, J = 6.0 Hz, J =
N
on o mNT Y Ny o 3.4 Hz J=0.8 Hz), 7.04 (2H, Hg, Hc, s), 3.93 (4H, Hy, Hy.,

G B m), 3.79 (4H, Hg, Hx, t, J = 6.0 Hz), 3.43 (4H, H,, H;, t, J =
OOO 6.0 Hz), 3.34 (2H, Hy;, Hy, m).
OH 0 HN\,/Y\N/\/OH EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 413.5 [M+H]", 435.6
H
[M+Na]", 451.5 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 412.2).

R¢ (70% CHCI3/MeOH): 0.41.
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1,4-Bis((2-((2-hidroxietil)-N-Boc-amino)etil)amino)antraquinona (27)

A una mescla de 1.2 g del cru de 26 1 150 mg de Na,COs (1.41 mmol, 0.5 eq), dissolts
en 75 ml de dioxa/H,O (2:1), se 1i addiciona una solucid de 1.47 g (6.75 mmol, 2.4 eq)
de Boc;0, dissolt en 25 ml dioxa/H,O (2:1), 1 es deixa reaccionar tota la nit a
temperatura ambient i1 en atmosfera d’argd. A continuacid, un cop evaporat el dissolvent
al rotavapor, es redissol el cru obtingut en 75 ml d’AcOEt i es fan extraccions amb H,O
(3 x 75 ml). La fase organica resultant s’asseca amb MgSO, anhidre, es filtra 1
s’evapora fins a sequetat per obtenir un solid blau, que es purifica per cromatografia en
columna, emprant, com a eluent, mescles de polaritat creixent d’hexa, AcOEt i MeOH
(Si0,, 0-100% AcOEt; 0-2.5% MeOH/AcOEt). S’aillen 830 mg de 27 pur amb un
rendiment del 48%, corresponent al conjunt de les dues etapes.

Caracteritzacid:

'H-RMN (500 MHz, CD;0D) & (ppm): 8.28 (2H, Hg, Hr, m),

o "o 7.72 (2H, Hg, Hy, m), 7.56 (1H, Hy/He, s), 7.46 (1H, Hp/He,

\Nf/ m), 3.68 (8H, Hy, Hy:, Hk, Ki-, m), 3.60 (4H, Hy, H-, m),

3.37 (4H, Hy, Hyr, m), 1.45 (9H, Ho/Ho, Hp/Hp:, Ho/Hg, ),
1.36 (9H, Ho/Ho-, Hp/Hp:, Ho/Ho, $).

BC-RMN (100 MHz, CD;0D) & (ppm): 183 (Cy, Cy), 157.43
(Ce, Co), 147.70 (C,, Cp), 135.69 (Ca, Cp), 133.19 (Cg, Cy),
133.18 (Cg/Cr), 127.03 (Cg/Cr), 125.05 (Cg, Cc), 110.84 (C.,
Cy), 81.96 (Cy, Cyp), 61.39 (Cy, Cn), 51.43 (Cr, Cr), 49.35
(Cx, Cx>), 41.71 (Cy, Car), 28.73 (Co, Cor, Cp, Cp, Cop, Co).

f
o ﬂ\Q' EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 613.7 [M+H]", 635.7
[M+Na]", 651.9 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 612.3).

R (1% MeOH/AcOE): 0.23.

1-((2-((2-Hidroxietil)-N-Boc-amino)etil)amino)-4-((2-((2-(tioacetil)etil)- V-Boc-
amino)etil)Jamino)antraquinona (28) i 1,4-bis(2-((2-(tioacetil)etil)-N-Boc-amino)
etil)Jamino)antraquinona (29)

En estrictes condicions anhidres i en atmosfera d’argd, es dissolen 171 mg de PPh;
(0.653 mmol, 2 eq) en 2 ml THF anh, s’addicionen 129 ul de DIAD (0.653 mmol, 2 eq),
es refreda a 0°C 1 es deixa reaccionar a aquesta temperatura entre 1 1 2 h,
aproximadament. S’observa I’aparicié d’un precipitat blanc. Aquest temps de reaccio €s
molt important, ja que en aquest punt es forma 1’intermedi fosfoni actiu.

Transcorregut aquest temps, mantenint la baixa temperatura, s’addicionen molt
lentament, gota a gota, 6 ml d’una solucio de 200 mg de 27 (0.327 mmol) en THF anh 1
es deixa reaccionar durant uns 10 min. Seguidament, s’afegeixen lentament 48.3 pul
d’acid tioacetic (0.653 mmol, 2 eq) i es deixa evolucionar fins a temperatura ambient
durant tota una nit. A continuacio, la mescla de reaccid s’evapora fins a sequetat 1 el
solid obtingut es redissol en 50 ml d’AcOEt 1 es renta amb H>O (3 x 50 ml). La fase
organica resultant s’asseca sobre MgSQO, anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. El
solid blau obtingut es purifica per cromatografia en columna emprant, com a eluent,
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mescles de polaritat creixent d’AcOEt en hexa 1 de MeOH (SiO,, 0-100% AcOEt; 0-5%
MeOH/AcOEt) per aillar-se el producte desitjat 28, i el subproducte 29 que correspon al
producte ditioacetilat. Tot 1 la purificacid per columna, ha calgut eliminar les restes de
I’0xid de PPh; mitjancant una segona purificacié per MPLC amb una columna de fase
invertida de silica C;g 1 un gradient de 0-70% de B: (A: 0.1% TFA/H,0 1 B: 30% (0.1%
TFA/H>0) + 70% (0.1% TFA/ACN), i 600 ml de cada dissolvent. S’obtenen 78 mg de
28 pur (rdt: 36%) 1 160 mg de 29.

Caracteritzacid:

260

'H-RMN (500 MHz, CD;0D) § (ppm): 8.28 (2H, Hg, Hj,
m), 7.72 (2H, Hg, Hy, m), 7.54 (1H, Hp/He, m), 7.47 (1H,
Hgp/H¢, m), 3.67 (10H, Hk, Hx:, Hv, Hw, Hye, m), 3.39 (4H,
Hy, Hy, m), 3.03 (m, 2H, Hy), 2.29 (3H, Hy, s), 1.46 (9H,
Ho/Ho, Hp/Hp, Ho/Ho, s), 1.35 (9H, Ho/Ho, Hp/Hp:,
Hq/Hg, ).

BC-RMN (125 MHz, CD;0OD)& (ppm): 197.10 (C,),
183.25 (C;, Cy), 157.44 (C., C¢), 147.66 (C,, Cy), 135.73
(Ca, Cp), 133.24 (Cy, Cg), 127.06 (Cg, Cr), 125.03 (Cg, Co),
110.93 (C., Cy), 81.71 (Cy, Cr), 61.39 (Cy, Cx/Cx-), 51.83
(CL/CL, Cx/Ck), 47.98 (CL/CL), 41.53 (Cy, Cyr), 30,71
(Cr), 29.13 (Co, Cor, Cp, Cp, Cq, Cq), 27.16 (Cy).

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 671.7 [M+H],
693.7 [M+Na]’, 709.7 [M+K]" (massa teorica esperada, M:
670.3).

R; (AcOE): 0.68.

'H-RMN (500 MHz, CD;0D)& (ppm): 8.16 (2H, Hg, Hj,
s), 7.65 (2H, Hg, Hy, s), 7.21 (1H, Hp/Hc, m), 7.12 (1H,
Hp/H,, m), 3.5 (8H, Hy, Hy-, Hy, Hyr, m), 3.38 (4H, H/Hy,
Hy/Hy, t, J=7.1 Hz), 3.03 (4H, Hy/HL., Hy/Hy, t, J=7.1
Hz), 2.31 (6H, Hg, Hg:, s), 1.48 (9H, Ho/Hor, Hp/Hp, Ho/Ho,
s), 1.38 (9H, Ho/Ho-, Hp/Hp:, Ho/Ho, s).

BC-RMN (125 MHz, CD;0D) § (ppm): 197.36 (Cg, Cy),
183.06 (C;, Cy), 157.07 (C., C¢), 147.33 (C,, Cy), 135.65
(Ca, Cp), 133.12 (Cy, Cg), 127.04 (Cg, Cr), 124.70 (Cg, Co),
110.92 (C,, Cy), 81.70 (Cy, Cy), 48.04 (Cp, Cr-, Cx, Cx),
41.66 (Cy, Cw), 30,67 (Cg, Cr), 28.76 (Co, Co, Cp, Cpr,
Co, Cq), 28.05 (Cy, C ).

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 727.7 [M+H],
751.7 [M+Na]’, 767.7 [M+K]" (massa teorica esperada, M:
728.3).

R; (AcOEt): 0.97.
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1-((2-((2-Hidroxietil)amino)etil)amino)-4-((2-((2-mercaptoetil)amino)etil)amino)
antraquinona (30)

S’addicionen 240 pl (0.239 mmol, 4 eq) d’una solucido 1 M de MeONa en MeOH sobre
una solucié de 40 mg (0.060 mmol) de 28 en 500 ul de MeOH qualitat HPLC, i es deixa
reaccionar 1-2 h. A continuacio, s’evapora fins a sequetat, s’addicionen 10 ml d’un
coctel format per un 95% TFA/2.5 % TIS/ 2.5 % H,O0, 1 es deixa reaccionar durant 30
min. El seguiment de la desprotecci6 a través d’espectrometria de masses mostra que el
producte desitjat practicament ha dimeritzat completament, amb la qual cosa, un cop
liofilitzat el cru, es redissol en 10 ml H,O milliQ, s’addicionen 173 mg (1.124 mmol, 24
eq) de ditiotreitol 1 es deixa reaccionar a 37 °C en atmosfera d’argd i en agitacio
constant durant 24 h. Transcorregut aquest temps, s’elimina 1’excés de ditiotreitol amb
extraccions amb AcOEt (6 x 10 ml) 1 es liofilitza la fase aquosa resultant. L’analisi per
HPLC 1 espectrometria de masses mostra la preséncia del producte 30 en un 49%, que
es purifica per MPLC mitjangant una columna de fase invertida de silica Cig 1 un
gradient de 0-70 % de B: (A: 0.1% TFA/H»O i B: 30 % (0.1% TFA/H»0) + 70% (0.1%
TFA/ACN), emprant 600 ml de cada dissolvent. S’obtenen 4.6 mg (rdt: 18%) d’un solid
blau que correspon al producte desitjat 30.

Caracteritzacid:

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 429.4 [M+H]", 451.4
[M+Na]", 467.3 [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 428.2).

O‘O EM (ESI, mode positiu): m/z 429.03 [M+H]", 451.08

[M+Na]" (massa tedrica esperada, M: 428.2).

H
N
0 HNT O N"Sgy

0 HN A~ A~ _OH
H HPLC (0 a 70% B en 30 min), tg: 17.9 min.

1,4- Bis((2-((2-mercaptoetil)amino)etil)Jamino)antraquinona (31)

Sobre una dissolucid de 7.7 mg (0.011 mmol) de 29 en 1 ml de MeOH, qualitat HPLC,
s’addicionen 85 pl (0.085 mmol, 8 eq) d’una solucié 1 M de MeONa en MeOH, i es
deixa reaccionar en atmosfera d’argo. Al cap d’1 h, la mescla de reaccid s’evapora fins
a sequetat, mantenint 1’atmosfera d’argd i, seguidament, s’addicionen 10 ml de la
barreja 95% TFA/2.5% TIS/ 2.5% H,O 1 es deixa reaccionar durant 30 min.
Transcorregut aquest temps, la mescla de reaccid s’evapora fins a sequetat. L’analisi del
cru per HPLC 1 espectrometria de masses MALDI-TOF revela la presencia del producte
desitjat 31 (41%, 220 nm). Es purifica una petita part d’aquest cru per HPLC en fase
invertida.”

* S’ha emprat una columna analitica, Jupiter 4 um proteo Ci3 90 A 250 x 4.6 mm i un
gradient de 0-70% de B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,O B: 0.036% TFA/ACN,
deteccid a 220 1 260 nm).
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Caracteritzacid:

H
o TN gy )
EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 445.2 [M+H] ", 467.2

O‘O [M+Na]" (massa teorica esperada, M: 444.6).

0 HN A~ S HPLC (0 a 70% B en 30 min), tg: 19.7 min.
H

1.3 Sintesi de derivats de la neamina
1.3.1 Obtencio de la neamina a partir de la Neomicina B

Hidroclorur de 4-0-{2’,6’-diamino-2’,6’-didesoxi-o.-D-glucopiranosil } -2-
desoxistreptamina (32)

Es dissolen 25 g (27.5 mmol) de sulfat de neomicina B en 500 ml de MeOH qualitat
HPLC. La suspensid blanca resultant s’escalfa a reflux, s’hi addicionen lentament 50 ml
d’una soluci6 HCI conc (35% v/v) 1 es deixa reaccionar durant tota la nit en agitacio
constant. Transcorregut aquest temps, s’observa la formacidé d’un precipitat blanc,
I’hidroclorur de neamina, en una soluci® marronosa que conté I’hidroclorur de
neobiosamina. El precipitat es filtra en calent a través d’una placa filtrant (nim 3), 1 es
renta amb MeOH (qualitat HPLC). Per altra banda, es redueix el volum de les aigiies
mares aproximadament fins a la meitat, per tal d’induir la precipitacié de la resta
d’hidroclorur de neamina. Aquest procediment es realitza un parell de vegades per
evitar I’arrossegament de part de la neobiosamina en solucio. S’obtenen 10.6 g (rdt:
82%) d’un solid blanc molt fi.

Caracteritzacid:
. 6' NH, "H-RMN (400 MHz, D,0) & (ppm): 5.96 (1H, H., d, J=3.84 Hz),
HONG 52,0 r 4.08-3.98 (3H, Hs,, Hu, Hy, m), 3.78-3.70 (1H, Hs, m), 3.66-3.47 (6H,
N N H,, Hs, He, Hy, Hy, He, m ), 3.42-3.29 (1H, 1H, Hg, m), 2.58-2.51

0 2
et o Lo (1H, Ha.eq, m), 2.01-1.89 (1H, Haax, m).

1.3.2 Sintesi de 1a NeaminaC,-tiol

5-0-(Allil)-4-0-{ 2°,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(acetil)-2°,6’-bis(zert-butoxicarbonil
amino)-o.-D-glucopiranosil } -6-O-(acetil)-NV,N’-bis(zert-butoxicarbonilamino)-2-
desoxistreptamina (34)

En un bald, es pesen 2 g (2.36 mmol) de 4-0-{2’,6’-didesoxi-3,4’-bis-O-(acetil)-2’,6’-
bis(zert-butoxicarbonilamino)-o-D-glucopiranosil }-6-O-(acetil)-N,N -bis(tert-

butoxicarbonilamino)-2-desoxistreptamina (33) i 1.04 g (2.83 mmol, 1.2 eq) de TBAI 1
es deixa en un dessecador al buit amb P,0Os, KOH 1 parafina durant 1 h. Transcorregut
aquest temps, en atmosfera d’argd, s’obre el buit 1 s’addicionen 15 ml de DMSO anh,
408 ul (4.71 mmol, 2 eq) de bromur d’al'lil 1 es deixa en agitacid durant uns 5 min
aproximadament. A continuacid, s’addicionen 3.06 ml (3.06 mmol, 1.3 eq) d’una
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dissolucio de bis-trimetilsilil-amidur de liti 1 M en THF 1 es deixa reaccionar a
temperatura ambient, en agitacid constant i en atmosfera d’argd durant 1-2 h. Passat
aquest temps, amb ’addicio de 100 ml de DCM s’atura la reaccio, s’extreu la fase
organica amb una solucié saturada de NH4CIl (3 x 100 ml), s’asseca amb MgSO4
anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. La purificacid del cru, un solid de color
groc pal-lid, es duu a terme per cromatografia en columna emprant, com a eluent,
mescles de polaritat creixent de DCM 1 AcOEt (S10,, 0-25%) per obtenir 1.11 g (rdt:
53%) d’un solid blanc, que correspon al producte 34.

Caracteritzacio:
NHBoc
Aj\‘goﬁ% EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 912.2 [M+Na]’, m/z 928.2
BocHN
SocHN - [M+K]" (massa tedrica esperada, M: 888.9).
o oc
/\/ oA R; (DCM/ACOEt 1:2): 0.74 (revelador de sucres).

5-0-(2-Hidroxietil)-4-0-{ 2’,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(acetil)-2’,6’-bis(zer-butoxi
carbonilamino)-a-D-glucopiranosil } -6-0-(acetil)-NV,/N ’-bis(zer-butoxicarbonil
amino)-2-desoxistreptamina (35)

Es redreda a -78°C, mitjangant un bany d’acetona i1 N, liquid, una solucié d’1.1 g (1.3
mmol) de 34 en 30 ml DCM anh. A continuacid, la mescla de reaccidé es bombolleja
amb Os 1 es deixa reaccionar en agitacid constant fins que el color de la solucio es
manté permanentment blau. Al cap d’1 h, s’elimina I’excés d’Os;, purgant el balé amb
N, durant 10 min. Seguidament, es refreda a 0°C, s’addicionen 20 ml de MeOH qualitat
HPLC 1647 mg de NaBH4 (17.1 mmol, 13.2 eq), i es deixa reaccionar 3 h en agitacid 1 a
temperatura constant. Transcorregut aquest temps, s’elimina ’excés de borohidrur de
sodi mitjancant I’addicié de 30 ml d’acid citric al 10%, s’afegeixen 50 ml de DCM 1 es
decanta la fase organica, que es renta amb H,O (3 x 100 ml), s’asseca amb MgSO;,
anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. S’obtenen 1.01 g d’un solid blanc-grogos
corresponent a 35, que s’utilitzara directament a la segiient etapa.

Caracteritzacid:

NHBoc

EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 916.3 [M+Na]’, m/z 932.2

c 0
A [M+K]" (massa teorica esperada, M: 892.9).

AcO
BocHN BocHN
(6]

) NHBoe Ry (DCM/AcOEt 1:1): 0.81 (revelador de sucres).
HO\(\/)/Z OAc
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5-0-(2-(Tioacetil)etil)-4-0-{ 2’°,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(acetil)-2’,6’-bis(zert-butoxi
carbonilamino)-a-D-glucopiranosil } -6-0-(acetil)-NV,/N’-bis(zer-butoxicarbonil
amino)-2-desoxistreptamina (36)

En condicions anhidres 1 en atmosfera d’argd, es dissol el cru de 35 en 20 ml d’una
mescla DCM/piridina anhidres 1:1, 1 es refreda a 0 °C. A continuacid, s’addiciona
lentament, gota a gota, una solucié de 647 mg (3.39 mmol, 3 eq) de TsCl en 5 ml de
piridina anhidra 1 es deixa evolucionar fins a temperatura ambient en agitacid constant i
en atmosfera d’argd durant 48 h. Transcorregut aquest temps, s’addicionen 50 ml de
H20 1 25 ml de DCM, se separen les fases, i1 la fase organica es renta amb H,O (2 x 50
ml) 1 amb una soluci6 saturada de NaHCO; (2 x 50 ml), s’asseca amb MgSO, anhidre,
es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. A continuacid, el cru, un solid de color groc, es
redissol en 20 ml de DMF anh, s’addicionen 775 mg (6.79 mmol, 6 eq) de KSAc i es
deixa reaccionar a 70°C en atmosfera d’argd 1 en agitacid constant. Al cap de 20 h, es
tempera la reaccid 1 s’addicionen 50 ml de H20 1 50 ml d’AcOEt. Es decanta la fase
organica, es renta amb 50 ml d’una solucié saturada de NaHCO; i1 d’una de NaCl,
s’asseca amb MgSO, anhidre, es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. El solid marrd
resultant es purifica per cromatografia en columna emprant, com a eluent, mescles de
polaritat creixent de DCM 1 AcOEt (SiO,, 0-30%). S’ obtenen 355 mg (rdt global des de
34: 29%) d’un solid marrd-taronja, que correspon al producte 36.

Caracteritzacio:
NHBoc EM (MALDI-TOF, mode positiu): m/z 973.9 [M+Na]",m/z 989.8
AcO 0 [M+K]" (massa teorica esperada, M: 951.9).

AcO
BocHN BocHN
(6]

R¢ (DCM/AcOEt 1:1): 0.83 (revelador de sucres).

NHBoc

(0]
AcS \(‘/)/2 OAc

Trifluoroacetat de 5-O-(2-mercaptoetil)-4-0-{2°,6’-diamino-2’,6’-didesoxi-o.-D-
glucopiranosil } -2-desoxistreptamina (37)

En un balo, es dissolen 100 mg de 36 en 1 ml de MeOH qualitat HPLC 1 s’addicionen
421 pl (0.421 mmol, 4 eq) d’una solucié 1 M de MeONa en MeOH 1 es deixa reaccionar
a temperatura ambient, en atmosfera d’argd i1 en agitacié constant durant 1 h.
Transcorregut aquest temps, s’evapora fins a sequetat, i el cru resultant es tracta amb 2
ml d’una mescla de TFA/TIS/DCM (50:2.5:47.5) durant 30 min a temperatura ambient 1
en atmosfera d’argd. Seguidament, la mescla de reaccid s’evapora fins a sequetat 1 el
residu es redissol en 10 ml de 0.1% TFA/H,O. La solucidé aquosa resultant es renta amb
Et,0 (3 x 10 ml) 1 DCM (3 x 10 ml) 1 es liofilitza. Ates que ’analisi per espectrometria
de masses revela la dimeritzacié del producte, es duu a terme la reduccié de 1’enllag
disulfur. Es redissol el cru en 10 ml H,O milliQ, s’addiciona 1 g (6.3 mmol, 24 eq) de
ditiotreitol 1 es deixa reaccionar en agitacio constant a 37°C 1 en atmosfera d’argd durant
24 h. Trasncorregut aquest temps, s’elimina I’excés de ditiotreitol amb extraccions amb
AcOEt (6 x 10 ml) 1 es liofilitza la fase aquosa obtinguda. El producte liofilitzat es
purifica per MPLC amb una columna de fase invertida de silica Cig 1 un gradient
isocratic de 0.1% HCOOH/H,O. Les fraccions corresponents al producte pur per
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espectrometria de masses s’ajunten 1 es liofilitzen. S’obtenen 37.8 mg (rdt: 94%) d’un
solid blanc corresponent a la sal de 37, que es guarda al congelador en atmosfera d’argo.

Caracteritzacid:
O]
NH;
HO 0 EM (ESI, mode positiu): m/z 383.12 [M+H]", m/z 405.11 [M+Na]"
HORN Hfl? (massa teorica esperada per la molecula neutre M: 382.19).
© (§) NH;
HS~(, OH @
4 CF;C00 ©

1.3.3 Sintesi de la NeaminaCg-tiol

4-0-{2’,6’-Didesoxi-2’,6’-bis(tritilamino)-o.-D-glucopiranosil } - V,/N ’-bis
(tritilamino)-2-desoxistreptamina (38)

Es pesen per separat, 14.1 g de 32 (43.6 mmol) 1 64.6 g (231.2 mmol, 5.3 eq) de clorur
de tritil, 1 es deixen durant 4 hores al buit en un dessecador amb P,Os, KOH 1 parafina.
Cal mantenir condicions anhidres 1 atmosfera d’argd. A continuacio, a 32 se li
addicionen 220 ml de DMF 1 60 ml de NEt; (436.2 mmol, 10 eq) anhidres. Es forma
una suspensio blanca. Per altra banda, es dissol el clorur de tritil en 250 ml de DMF 1 60
ml de NEt; (436.2 mmol, 10 eq) anhidra. La solucié groga formada s’addiciona
lentament, a través d’una canula, sobre la suspensio de 32, 1 es deixa reaccionar a
temperatura ambient, en atmosfera d’argd 1 en agitacid constant durant tota la nit.
Transcorregut aquest temps, la mescla de reaccid, que ha adquirit un color ataronjat,
s’evapora fins a sequetat. Seguidament, s’addicionen 500 ml d’AcOEt 1 5 ml NEts, 1 la
fase organica obtinguda s’extreu amb H,O (4 x 200 ml), s’asseca amb MgSO, anhidre,
es filtra 1 s’evapora fins a sequetat. S’obté un oli de color granat que es purifica per
cromatografia en columna emprant, com a eluent, amb un 2% de NEt;, mescles de
polaritat creixent d’hexa, DCM passat per alimina, 1 MeOH, (SiO,, 0-100% DCM;
DCM 100%-10% MeOH). S’obtenen 23.03 g (rdt: 41%) d’un solid blanc, que correspon
al producte desitjat 38.

Caracteritzacid:

NHTrt
HON° R; (2% MeOH/DCM): 0.62.
TrtHN TrtHN
(6]

HO w NHTrt
OH
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4-0-{2’,6’-Didesoxi-3’,4’-bis-0-(4-metoxibenzil)-2’,6’-bis(tritilamino)-o.-D-
glucopiranosil} -6-0-(4-metoxibenzil)-NV,N’-bis(tritilamino)-2-desoxistreptamina
(39)

En atmosfera d’argd, es dissolen 2 g de 38 en 50 ml d’una mescla anhidra de THF 1
DMF 1:10 (v/v). Un cop dissolt, s’afegeixen 146 mg de NaH (3.65 mmol, 2.5 eq, 60%
en oli mineral), 540 mg de TBAI (1.46 mmol, 1 eq) i 506 ul de clorur de p-
metoxibenzil (3.65 mmol, 2.5 eq), 1 la mescla de reaccid es deixa evolucionar en
atmosfera d’argd, a temperatura ambient i en agitacid constant durant tota una nit.
Transcorregut aquest temps, s’addicionen 100 ml de DCM passat per alimina 1 75 ml
d’una solucié de NH4Cl saturada. La fase organica resultant es decanta 1 es renta amb
H,O (3 x 100 ml), s’asseca amb MgSO, anhidre, es filtra i s’evapora fins a sequetat. El
solid groc obtingut es purifica per cromatografia en columna emprant, com a fase
solida, Al,Os 1, com a eluent, mescles de polaritat creixent d’hexa 1 DCM passat per
alimina (Al,O3, 30-100% DCM). S’obtenen 280 mg (rdt: 12%) del producte triprotegit
desitjat (39) 1 830 mg (rdt: 37%) del producte diprotegit (40).

Caracteritzacio:
NHTrt EM (ESI, mode positiu): m/z 1652.62 [M+H]" (massa teorica
s R esperada, M: 1652.1).
TrtHN TrtHN

o vo T Re(DCM/0.5% MeOH): 0.67.
O

EM (ESI, mode positiu): m/z 1532.58 [M+H]" (massa teodrica
PMBO N esperada, M: 1531.9).
o

NHT R (DCM/0.5% MeOH): 0.44.

5-0-(6-Bromohexil)-4-0-{ 2°,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(4-metoxibenzil)-2’,6’-bis
(tritilamino)-o.-D-glucopiranosil } -6-O-(4-metoxibenzil)- V,N’-bis(tritilamino)-2-
desoxistreptamina (41)

En atmosfera d’argd, es pesen en un bald 457 mg de 39 (0.277 mmol) 1 110 mg de NaH
(2.77 mmol, 10 eq, 60% en oli mineral), 1 s’addicionen 8 ml de DMF anh 1 422 ul de
1,6-dibromohexa (2.77 mmol, 10 eq). La mescla de reaccid s’escalfa a 60°C 1 es deixa
reaccionar tota la nit en agitacio constant i en atmosfera d’argd. Transcorregut aquest
temps, es tempera 1 s’elimina el dissolvent a pressio reduida. A continuacio, es redissol
el cru de reaccié amb 80 ml de DCM passat per alimina, s’addicionen 120 ml d’una
solucid NH4Cl saturada 1 es decanta la fase organica, que es renta amb H,O (2 x 80 ml),
s’asseca amb MgSQOy anhidre, es filtra i s’evapora fins a sequetat. El solid groc resultant
es purifica per cromatografia en columna emprant, com a eluent, mescles de polaritat
creixent d’hexa 1 DCM passat per alimina, mantenint constant un 1% de NEt;, (Si0,, 0-
30% DCM). S’obtenen 388 mg (rdt: 77%) d’un solid blanc, que correspon al producte
desitjat 41.
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Caracteritzacid:
NHTr EM (ESI, mode positiu): m/z 1816.9 [M+H]", m/z 1837.8 [M+Na]"
PMBO 0 ..
PMBO (massa teorica esperada, M: 1815.1).

TrtHN THEN
o

) NnHTit Ry (1% NEt; en DCM/Hexa 2:1): 0.44.
Br\(\/)’6 OPMB

5-0-(6-(Tioacetil)hexil)-4-0-{ 2°,6’-didesoxi-3’,4’-bis-O-(4-metoxibenzil)-2’,6’-
bis(tritilamino)-o.-D-glucopiranosil } -6-O-(4-metoxibenzil)- V,N ’-bis(tritilamino)-2-
desoxistreptamina (42)

En condicions anhidres 1 en atmosfera d’argd, es dissolen en 388 mg de 41 (0.214
mmol) 1 147 mg de tioacetat de potassi (1.28 mmol, 6 eq) en 10 ml de DMF anh, i es
deixa reaccionar a temperatura ambient i en agitaci constant durant tota una nit. Passat
aquest temps, la mescla de reaccio, que adquireix una coloracié marronosa, es dilueix en
50 ml de DCM passat per alimina i es decanta la fase organica amb 50 ml de H20. La
fase aquosa resultant es renta amb DCM (2 x 20 ml), 1 es combinen totes les diferents
fases organiques en una sola, que s’asseca amb MgSQO, anhidre, es filtra 1 s’evapora fins
a sequetat. El solid groc obtingut es purifica per cromatografia en columna, (SiO,, 1%
de NEt; en DCM). S’obtenen 244 mg (rdt: 63%) d’un solid blanc, que correspon al
producte 42 desitjat.

Caracteritzaci6:
NHTrt EM (ESI, mode positiu): m/z 1810.9 [M+H]', m/z 1833.7
F I\;ﬁgo K [M+Na]" (massa teorica esperada, M: 1810.3).

TrtHN TrtHN
O

. i Re(1% NEt; en DCM): 0.48.
ACS\(\/)/6 OPMB

Trifluoroacetat de 5-O-{ (6-mercaptohexil)-4-0-(2°,6’-diamino-2’,6’-didesoxi-o.-D-
glucopiranosil) } -2-desoxistreptamina (43)

Procediment A. Es dissolen 100 mg (0.055 mmol) de 42 en 10 ml d’una mescla
TFA/anisol 1:1 (v/v), s’observa la formacié d’un color vermell molt intens, 1 es deixa en
agitacio constant a temperatura ambient durant tota una nit. Transcorregut aquest temps,
s’addicionen 20 ml de MeOH de qualitat HPLC, desapareix la coloracié vermella, i
s’evapora fins a sequetat. L’oli marronos resultant es redissol amb 50 ml de DCM i amb
50 ml de H20 milliQ. Es decanta la fase aquosa, es renta amb DCM (2 x 50 ml) i,
finalment, es liofilitza.

El residu liofilitzat es redissol amb 15 ml de H20 millQ, s’addicionen 20 ml d’una
solucio 0.4 M de NH4sHCO; a pH 7.9 1 es deixa en agitacid constant 1 en atmosfera
d’argd a 37°C. Al cap de 2 dies, la mescla de reaccio es torna a liofilitzar, 1 el solid
resultant es redissol amb 10 ml H,O milliQ. Seguidament, s’addicionen 205 mg (1.33
mmol, 24 eq) de ditiotreitol 1 es deixa reaccionar en atmosfera d’argé a 37 °C durant 24
h en agitaci6 constant. Transcorregut aquest temps, s’elimina ’excés de ditiotreitol amb
extraccions d’AcOEt (6 x 10 ml) 1 es torna a liofilitzar la fase aquosa. El cru resultant es
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purifica per MPLC amb una columna de fase invertida de silica Cig 1 un gradient
isocratic de 0.1% HCOOH/H,O. Les fraccions corresponents al producte pur s’ajunten i
es liofilitzen per obtenir 12.5 mg (rdt: 52%) d’un solid blanc que correspon a la sal de
43, que es guarda al congelador en atmosfera d’argo.

Procediment B. Es dissolen 30 mg (0.017 mmol) de 42 en 8 ml d’una mescla
TFA/anisol 1:1 (v/v), 1 es deixa en agitacid6 durant 24 h en atmosfera d’argd 1 a
temperatura ambient. Transcorregut aquest temps, s’evapora el dissolvent fins a sequetat
1 el cru resultant es redissol amb 25 ml d’AcOEt i de H,O. Es decanta la fase aquosa, es
renta amb AcOEt (3 x 25 ml) 1 es liofilitza.

El cru liofilitzat es redissol amb 2 ml de MeOH de qualitat HPLC, s’addicionen 180 pl
(0.183 mmol, 5 eq) d’una solucié 1 M de MeONa en MeOH 1 es deixa reaccionar en
atmosfera d’argd 1 a temperatura ambient. Transcorregudes 2 hores, s’evapora el
dissolvent fins a sequetat i el cru s’analitza per espectrometria de masses. Ates que
s’obté un cru forca net que correspon majoritariament al monomer del producte desitjat,
es quantifica mitjangant el test d’Ellmann (apartat 4.1 de Materials 1 Metodes) per
obtenir 8.2 mg de 43 (rdt: 52%).

Caracteritzaci6:
®
NH; . ..
1o o EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 439.2610 [M+H]"
HO H% Hﬁ? (massa teorica esperada, M: 438.2512).
o] NH;
HS ) OH @
4 CF,C00 ©
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2 Sintesi d’RNA
2.1 Sintesi dels oligoribonucleotids wt, +3, +14 i +16

La descripcio de la metodologia experimental utilitzada s’exposa a Materials 1 Meétodes
(apartat 3.2). A la Taula 23 s’indiquen les seqiiencies dels RNAs sintetitzats.

wt 51G*C*GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUCC*C*
+3 51G*C*GGCAGUGUAAGUACCUUCACACGUCC*C*
+14 51G*C*GGCAGUGUGAGUACCUUCAUACGUCC*C*
+16 51G*C*GGCAGUGUGAGUACCUUCACAUGUCC*C*

Taula 23. Seqiiencies dels oligoribonucleotids 29 mer wt, +3, +14 i +16 sintetitzats. (els nucleotids

marcats amb * tenen 1’OH de la posicid 2’ substituit pel grup OMe).

En tots els casos s’ha seguit una estrategia Tritil-ON (apartat 3.2.3.1 Materials 1
Meétodes) per a la purificacio dels RNAs després de les etapes de desproteccid 1
desancoratge. A la Taula 24 s’indiquen els valors de tg dels DMT-RNAs purificats.

Tritil-ON RNA tr (min)
wt 27.1
+3 27.8
+14 27.9
+16 28.2

Taula 24. Temps de retenci6 (tg) dels DMT-ON oligoribonucleotids 29 mer wt, +3, +14 i +16 obtinguts.
Els valors de tg corresponen a I’analisi per HPLC semipreparatiu en fase invertida (Jupiter 10 um C;5 300
A 250 x 10 mm), 20-80% B en 30 min (A: 0.IM TEEA/H,0 i B: 0.1M TEAA/H,0/ACN 1:1).

Un cop eliminat el grup DMT, es realitza una segona purificacid6 per HPLC
semipreparatiu en fase invertida (Jupiter 10 um Ci3 300 A 250 x 10 mm), 5-60% B en
30 min (A: 0.1M TEEA/H,0 1 B: 0.1M TEAA/H,O/ACN 1:1), els resultats de la qual
s’exposen a la Taula 25:

RNA tr (min) m/z [M-H| M teorica calculada rdt
wt 13.9 9288.5 9290.6 14%
+3 13.5 9273.2 9274.6 14%
+14 13.6 9289.2 9291.6 2%
+16 14.0 9288.2 9291.6 4%

Taula 25. Caracteritzacio dels oligoribonucledtids 29 mer wt, +3, +14 i +16 purs. Els valors de tg
corresponen a 1’analisi per HPLC analitic en fase invertida (Kromasil 100-10C,5 250 x 4.0 mm), 5-60% B
en 30 min (A: 0.05M TEEA/H,O i B: 0.05M TEAA/H,0/ACN, 1:1).
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2.2 Sintesi de I’oligoribonucleotid wt biotinilat

La sintesi de I’oligoribonucleotid wt biotinilat es realitza a partir de la derivatitzacié de
I’hidroxil de la posicid 5’ de la ribosa de I’tltim nucleotid de la seqiiencia nativa
mitjangant I’acoblament, en condicions anhidres 1 amb tetrazole com agent activant, del
derivat fosforamidit de biotina comercial.

En un vial, préviament assecat al buit i en atmosfera d’argo, es dissolen 41.7 mg (50
umol, 50 eq) de [1-N-(4,4’-dimetoxitritil)-biotinil-6-aminoetoxietil]-2-[cianoetil-(NV,N-
diisopropil)]-fosforamidit en 200 ul (200 wmol, 200 eq) d’una solucié 0.45 M de
tetrazole en ACN anh. A continuacid, s’introdueix la mescla de reaccid resultant sobre
la columna que conté 1 pumol d’oligoribonucleotidil-resina amb el grup hidroxil 5’
previament desprotegit, mitjangant tractament de 2% de TCA en DCM anh, 1 es deixa
reaccionar durant 3 min, procurant que la resina en tot moment quedi en contacte amb la
solucio. Seguidament, per filtraci6 al buit, s’elimina 1’excés de reactius 1 es fan rentats
amb ACN qualitat HPLC. Un cop acoblat el fosforamidit, el segiient pas consisteix en
I’oxidaci6 de ’enllag fosfit triéster a fosfat triéster mitjancant 1’addicié de 400 ul d’una
soluci6 oxidant comercial (0.02 M de I, en THF/piridina/H,O). Després de 3 min de
reaccio, es filtra al buit 1 es fan rentats amb ACN qualitat HPLC. Finalment, s’elimina el
grup tritil de la funcidé amino de la biotina amb el tractament de 400 ul d’una solucid de
TCA al 3% en DCM. Passats 3 min de reaccid, s’elimina per filtracid al buit la solucid
de desproteccio, 1 es renta I’oligoribonucleotidil-resina amb ACN qualitat HPLC, es
recullen en un balo les solucions dels rentats 1 s'evaporen fins a sequetat.

L’eficacia de 1’acoblament de la biotina sobre la cadena oligonucleotidica es determina
a partir dels cations 4,4’-dimetoxitril, alliberats a I’etapa de desproteccio. En un matras
aforat de 50 ml es redissol el cru amb una mescla HC1IO4/EtOH 3:2 (v/v). Ates que els
cations 4,4’-dimetoxitril presenten un maxim d’absorcio a 498 nm (€498 nm=71700 M
.cm™), a partir de I’absorbancia de la solucié a aquesta longitud d’ona s’ha pogut
determinar que el rendiment de I’acoblament ha estat del 25%.

Un cop obtingut el biotinil-oligoribonucleotidil-resina desitjat, es desancora la resina,
s’eliminen tots els grups protectors 1 es purifica per HPLC en fase invertida amb una
columna analitica Nucleosil 120 Cig 5 um 250 x 4 mm, emprant un gradient de 5-60%
de B en 30 min (A: 0.1 M TEAA/H,0 1 B: H,O/ACN 1:1).

rdt tr (min) m/z [IM-H| M teorica calculada
10.9% 17.2 9684.5 9686.0
5 biotina-rG*C*GGCAGUGUGAGUACCUUCACACGUCC*C*

Taula 26. Caracteritzacié de la seqiiéncia del 5°-biotinil-oligonucleotid 29 mer wt (els nucledtids marcats
amb * tenen I’OH de la posicid 2’ substituit pel grup OMe).
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3 Experiments de quimica combinatoria dinamica (DCC)

La metodologia emprada per a la realitzacié dels experiments de quimica combinatoria
dinamica es descriu a I’apartat 4 de Materials 1 M¢etodes. Als segiients apartats,
s’exposen els resultats dels diferents experiments realitzats. A la Figura 154 es mostren
les estructures de tots els monomers tiol utilitzats.
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Figura 154. Monomers tiol utilitzats en els experiments de quimica combinatoria dinamica.

3.1 Experiment de DCC en preséncia de dos compostos intercalants:
competici0 Ametantrona vs Acridina

En aquest experiment s’han emprat els monomers tiol Amt (30), AcrOMe, TyrP, NeaC,
(37), NeaCs (43) 1 Azq.

L’analisi de les diferents aliquotes (6 h, 24 h 1 48 h) s’ha realitzat per HPLC-MS en fase
invertida (Kinetex 2.6 um C;z 100 A 100 x 4.6 mm), utilitzant el mateix gradient
esglaonat (0-12% B en 5 min, 12-23% B en 10 min, 23-35% B en 10 min 1 35-80% B en
10 min) amb dos tipus diferents d’eluent. En primer lloc, s’ha utilitzat acid formic com
additiu (A: 0.1% HCOOH/H,0 1 B: 0.1% HCOOH/ACN) 1, en segon lloc, s’ha afegit
també TFA (A: 0.01% TFA + 0.1% HCOOH/H,O i B: 0.01% TFA + 0.1%
HCOOH/ACN). En ambdos casos, s’ha treballat a un flux constant de 0.2 ml/min, fent
la detecci6 a 260 nm.
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A continuacid, es recullen les dades de caracteritzacid, obtingudes per espectrometria de
masses, de tots els compostos identificats en aquest experiment (Taula 27):

compostos identificats EN{B(/E_ S}i)rm/z lcv;]t::flzlg: tr (min)
AcrOMe-AcrOMe 805.08 804.21 41.6
AcrOMe-Azq 722.08 721.23 36.1
AcrOMe-Amt 830.22 829.29 33.6
AcrOMe-TyrP 421.27* 840.30 30.4
AcrOMe-NeaCg 840.17 839.35 29.2
Amt-Azq 747.20 746.30 28.2
Amt-Amt 855.26 854.36 26.7
AcrOMe-NeaC, 784.02 783.29 25.2
Amt-TyrP 866.20 865.37 24.8
Amt-NeaCg 865.25 864.42 23.4
Azqg-Azq 639.10 638.25 21.6
Azq-TyrP 758.21 757.32 20.4
Amt-NeaC, 809.27 808.36 20.2
Azg-NeaCg 757.16 756.37 19.2
Azg-NeaC, 700.98 700.30 7.1

Taula 27. Resum de les dades de caracteritzaci6 per espectrometria de masses dels compostos identificats
a ’experiment de DCC. Els tg indicats corresponen a 1’analisi realitzat amb la mescla d’eluents A: 0.1%
HCOOH/H,0 i B: 0.1% HCOOH/ACN. * Correspon a [M+2H]*".

3.2 Experiment de DCC amb els monomers Janus i Neamina

En aquest experiment s’han emprat els monomers tiol JApept (21), JBpept (22), JA
(23), JB (24), NeaC; (37) i NeaCq (43).

L’analisi de les diferents aliquotes (6 h, 24 h 1 48 h) s’ha realitzat per HPLC-MS en fase
invertida (Kinetex 2.6 um C;z 100 A 100 x 4.6 mm), utilitzant el mateix gradient
esglaonat (0-12% B en 20 min, 12-15% B en 20 min, 15-18% B en 15 min 1 18-23% B
en 10 min 1 23-100% B en 5 min) amb dos tipus diferents d’eluents. En primer lloc, s’ha
utilitzat acid formic com additiu (A: 0.1% HCOOH/H,O i B: 0.1% HCOOH/ACN) i, en
segon lloc, s’ha afegit també TFA (A: 0.01% TFA + 0.1% HCOOH/H,O 1 B: 0.01%
TFA + 0.1% HCOOH/ACN). En ambdos casos, s’ha treballat a un flux constant de 0.2
ml/min, fent la deteccio a 260 nm.

A continuacid, es recullen les dades de caracteritzacid, obtingudes per espectrometria de
masses, de tots els compostos identificats en aquest experiment (Taula 28):
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compostos identificats EN{B(/E_ S}i)rm/z lcv;]t::flzlg: tr (min)
JB-IB 729.22 728.26 36.1
JB-JA 687.06 686.24 35.2
JA-JA 645.03 644.22 343
JB-JBpept 1042.25 1041.41 31.5
JB-SH 365.97 365.14 30.9
JA-JBpept + JApept-JB 1000.24 999.39 30.5
JA-JApept 958.21 957.37 29.5
JA-SH 323.96 323.12 29.0
JBpept-JBpept 678.34* 1354.56 27.9
JApept-JBpept 657.41* 1312.54 27.0
JB-NeaCg 802.19 801.37 26.6
JApept-JApept 636.30* 1270.52 25.8
JBpept-SH 679.11 678.28 25.8
JA-NeaCq 760.27 759.35 25.0
JApept-SH 637.10 636.27 23.9
JBpept-NeaCs 558.39* 1114.52 233
JApept-NeaCe 537.34* 1072.50 21.8
JB-NeaC, 746.26 745.31 19.1
JBpept-NeaC, 1059.27 1058.46 17.9
JA-NeaC, 704.43 703.29 12.9
JApept-NeaC, 1017.22 1016.44 9.7

Taula 28. Resum de les dades de caracteritzaci6 per espectrometria de masses dels compostos identificats
a I’experiment de DCC. Els tg indicats corresponen a 1’analisi realitzat amb la mescla d’eluents A: 0.01%
+0.1% HCOOH/H,0 i B: 0.01% + 0.1% HCOOH/ACN. * Correspon a [M+2H]*".

3.3 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona i
Azaquinolona

En aquest experiment s’han emprat els monomers tiol heteroaromatics Amt (30), Azq,
JApept (21), IBpept (22), JA (23), 1 JB (24).

L’analisi de les diferents aliquotes (6 h, 24 h 1 48 h) s’ha realitzat per HPLC-MS en fase
invertida (Kinetex 2.6 um C;z 100 A 100 x 4.6 mm), utilitzant el mateix gradient
esglaonat (0-12% B en 15 min, 12-18% B en 25 min, 18-23% B en 10 min 1 23-100% B
en 5 min) amb dos tipus diferents d’eluents. En primer lloc, s’ha utilitzat acid formic
com additiu (A: 0.1% HCOOH/H,0O 1 B: 0.1% HCOOH/ACN) i, en segon lloc, s’ha
afegit TFA (A: 0.01% TFA + 0.1% HCOOH/H,O i B: 0.01% TFA + 0.1%
HCOOH/ACN). En ambdos casos, s’ha treballat a un flux constant de 0.2 ml/min, fent
la detecci6 a 260 nm.
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A continuacio, a la Taula 29 s’indiquen les dades de caracteritzacid, obtingudes per
espectrometria de masses, de tots els compostos identificats en aquest experiment:

compostos identificats EN{B(/E_ S}i)rm/z lcv;]t::flzlg: tr (min)
Amt-Azq 747.19 746.30 40.3
Amt-Amt 855.23 854.36 39.1
Amt-JA 750.17 749.29 383
Amt-JB 792.21 791.31 37.2
JB-IB 729.13 728.26 32.9
JB-JA 687.11 686.24 31.4
JA-JA 645.08 644.22 30.0
JB-Azq 684.13 683.25 30.0
JA-Azq 642.10 641.23 28.9
Azq-Azq 639.08 638.25 28.4
Amt-JApept 1063.33 1062.44 279
Amt-JBpept 1105.34 1104.46 26.9
JB-JBpept 1042.29 1041.41 25.6
JA-IBpept + JApept-JB 1000.27 999.39 24.7
JA-JApept 958.25 957.37 24.0
Azqg-JBpept 997.31 996.40 24.0
Azqg-JApept 955.32 954.38 23.2
JBpept-JBpept 678.37* 1354.56 22.8
JApept-JBpept 657.39* 1312.54 22.0
JApept-JApept 636.37* 1270.52 21.2

Taula 29. Resum de les dades de caracteritzacio per espectrometria de masses dels compostos identificats
a I’experiment de DCC. Els tg indicats corresponen a 1’analisi realitzat amb la mescla d’eluents A: 0.01%
+0.1% HCOOH/H,0 i B: 0.01% + 0.1% HCOOH/ACN. * Correspon a [M+2H]*".

3.4 Experiment de DCC amb els monomers Janus, Ametantrona i Neamina

En aquest experiment s’han emprat els monomers tiol Amt (30), NeaC, (37), NeaCs
(43), JApept (21), IBpept (22), JA (23), 1 JB (24).

L’analisi de les diferents aliquotes (6 h, 24 h 1 48 h) s’ha realitzat per HPLC-MS en fase
invertida (Kinetex 2.6 um C;z 100 A 100 x 4.6 mm), utilitzant el mateix gradient
esglaonat (0-12% B en 20 min, 12-15% B en 20 min, 15-18% B en 15 min, 18-23% B
en 10 min 1 23-100% B en 5 min), amb dos tipus diferents d’eluents. En primer lloc,
s’ha utilitzat acid formic com additiu (A: 0.1% HCOOH/H,O i B: 0.1% HCOOH/ACN)
1, en segon lloc, s’ha afegit TFA (A: 0.01% TFA + 0.1% HCOOH/H,0 i B: 0.01% TFA
+ 0.1% HCOOH/ACN). En ambdos casos, s’ha treballat a un flux constant de 0.2
ml/min, fent la deteccio a 260 nm.

274



Part Experimental. Experiments de DCC

A continuacio, a la Taula 30 es mostren les dades de la caracteritzacid, obtingudes per
espectrometria de masses, de tots els compostos identificats en aquest experiment:

compostos identificats EN{B(/E_ S}i)rm/z lcv;]t::flzlg: tr (min)
Amt-Amt 855.19 854.36 47.2
Amt-JA 750.13 749.29 453
Amt-JB 792.17 791.31 43.8
JB-IB 729.11 728.26 38.1
Amt-NeaCg 865.19 864.42 36.5
JA-JB 687.07 686.24 36.2
JA-JA 645.08 644.22 34.8
Amt-JApept 1063.30 1062.44 32.4
Amt-JBpept 1105.20 1104.46 31.2
JB-JBpept 1042.31 1041.41 29.8
Amt-NeaC, 809.23 808.36 28.8
JA-IBpept + JApept-JB 1000.28 999.39 28.8
JB-NeaCg 802.20 801.37 28.0
JA-JApept 958.23 957.37 27.8
JA-NeaCq 760.29 759.35 26.7
JBpept-JBpept 678.33* 1354.56 26.3
JApept-JBpept 657.34%* 1312.54 25.2
JApept-JApept 636.31* 1270.52 24.2
JBpept-NeaCg 1115.25 1114.52 23.6
JApept-NeaCe 1073.74 1072.50 222
JB-NeaC, 746.06 745.31 18.8
JBpept-NeaC, 1059.10 1058.46 16.7
JA-NeaC, 704.08 703.29 15.9
JApept-NeaC, 1017.22 1016.44 12.9

Taula 30. Resum de les dades de caracteritzacio per espectrometria de masses dels compostos identificats
a I’experiment de DCC. Els tg indicats corresponen a 1’analisi realitzat amb la mescla d’eluents A: 0.01%
+0.1% HCOOH/H,0 i B: 0.01% + 0.1% HCOOH/ACN. * Correspon a [M+2H]*".
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4 Sintesi de lligands d’RNA

4.1 Sintesi dels lligands seleccionats mitjancant DCC
4.1.1 Sintesi de lligands Ametantrona-Neamina

Amt-NeaC, (44)

En atmosfera d’argo, es fan reaccionar 1.7 pmol de NeaC,-SH (37) 1 6.7 mg (21.6 umol,
12.5 eq) de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) en un volum total de 3 ml d’una mescla 0.1%
TFA/H,O/THF 1:2 (v/v) durant 18 hores. A continuacid, s’evapora el THF al rotavapor
1 es fan rentats amb Et,O (5 x 5 ml), per tal d’extreure 1’excés de 2,2’-ditiobis(5-
nitropiridina). Seguidament, mantenint 1’atmosfera d’argo, la solucidé aquosa resultant
s’addiciona sobre una solucié de 3 ml del monomer derivat de 1’ametantrona (30) en
0.1% TFA/H;O, 1 es deixa reaccionar a temperatura ambient i en agitacid constant.
Transcorregudes 20 hores de reaccid, 1’analisi per HPLC en fase invertida® mostra la
presencia en el cru del pic corresponent al producte desitjat (30%), que es purifica per
HPLC semipreparatiu™ per obtenir el producte desitjat 44 amb un rendiment del 56%.

Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.25 (2H, Hg, Hr, m), 7.81 (2H, Hg, Hy, m), 7.49 (2H, Hy,
He, s), 5.46 (1H, Hy,, m), 4.02 (1H, H,, m), 3.86 (SH, Hy, Hs,, He, Hy, m), 3.80 (4H, Hy, Hy,
m), 3.72 (1H, Hy, m), 3.51 (2H, He, m), 3.38 (6H, Hy, Hs, Hy, Hy, m), 3.33 (1H, Hy, m), 3.21
(4H, Hy, H;+, m), 3.09 (2H, H;, H;, m), 3.02 (1H, Hy, m), 3.00 (2H, Hy, m), 2.82 (2H, Hy, m),
2.15 (1H, Hyeq, m), 1.48 (1H, Hy 0y, m).

HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg=21.6 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 809.3671 [M+H]", m/z 831.3497 [M+Na]" (massa
teorica esperada, M: 808.3612).

* S’ha emprat una columna analitica, Jupiter 4 um proteo Ci3 90 A 250 x 4.6 mm i un
gradient de 0-35% de B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,O B: 0.036% TFA/ACN,
deteccid a 220 1 260 nm).

* S’ha emprat una columna semipreparativa, Jupiter 10 um proteo Ci3 90 A 250 x 10
mm, un gradient de 0-35% de B en 30 min (A: 0.1% TFA/H;O, B: 0.1% TFA/ACN,
deteccid 220 1 260 nm) 1 un flux constant de 3 ml/min.
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Amt-NeaCg (45)

Es fan reaccionar durant 20 h, aproximadament, 3 pmol de monomer NeaCs-SH (43)
amb 11.6 mg (37.5 umol, 12.5 eq) de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) en un volum total de
3 ml d’una mescla 0.1% TFA/H,O/THF 1:2 (v/v). Un cop activat el grup tiol, després
de les extraccions corresponents per eliminar 1’excés de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina), la
barreja de reaccid s’addiciona sobre una solucié d’1.7 umol del monomer derivat de
I’ametantrona (30) en 3 ml de 0.1% TFA/H,0, 1 es deixa reaccionar tota la nit en
atmosfera d’argo 1 en agitacid constant. En les mateixes condicions emprades per 44,
s’analitza el cru de reaccio, on es detecta el producte desitjat en un 31%, i es purifica
per obtenir el producte desitjat 45 amb un rendiment del 33%.

Caracteritzacio

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.32 (2H, Hg, Hr, m), 7.87 (2H, Hg, Hy, m), 7.57 (2H, Hj,
He, m), 5.42 (1H, Hy, d, J = 3.7 Hz), 3.95 (3H, Hs, Hy, m), 3.85 (4H, Hy, Hy, m), 3.78 (1H,
H,, m), 3.66 (1H, H3), 3.59 (1H, H,, m), 3.50 (1H, He), 3.45 (3H, Hy, H), 3.39 (4H, Hs, He,
Hy, m), 3.24 (4H, Hy, Hy-, m), 3.18 (2H, Hy, m), 2.99 (2H, H;, H;, m), 2.87 (3H, Ha, Hy, m),
2.50 (2H, Hy, t,J = 7.1 Hz), 2.16 (1H, Hy g, m), 1.43 (SH, Hy, H, Haay, m), 1.10 (4H, H,, Hy).

HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg=23.8 min.

EM (ESl-alta resolucié, mode positiu): m/z 865.4324 [M+H]" (massa teorica esperada, M:
864.4238).

4.1.2 Sintesi del lligand Ametantrona-Azaquinolona
Amt-Azq (46)

En atmosfera d’argd, es dissolen en un vial 2.4 mg (7.5 umol, 5 eq) de 2,2’-ditiobis(5-
nitropiridina) en 2 ml d’una mescla 1:1 (v/v) ’AcONH; 1 M a pH 3.5 1 THF.
Seguidament, s’addicionen 1.5 umol del monomer tiol azaquinolona, dissolt en 2 ml de
la mateixa mescla 1:1 (v/v) ’AcONH4 1 M a pH 3.5 1 THF. S’observa rapidament la
formacio d’una coloraci6 groga. Transcorregudes 5 h, s’evapora el THF fins a sequetat 1
es fan rentats amb Et,0O (5 x 5 ml) per extreure I’excés de reactiu 2,2’-ditiobis(5-
nitropiridina). La fase aquosa resultant, que conté el tiol activat, es liofilitiza.

A la segiient etapa, en atmosfera d’argo, es fan reaccionar durant 2-3 hores, 3 pmol del
monomer derivat de I’ametantrona (30), préviament dissolt en 2 ml de 0.1 % TFA/H,0,
amb el tiol activat anterior, redissolt en 3 ml d’AcONH4 1 M a pH 3.8. En analitzar el
cru de reaccio per HPLC en les mateixes condicions que 44, perd amb un gradient de 0-
50% de B en 30 min, es detecta la presencia del producte desitjat amb un percentatge
del 54%. La purificacid del cru de sintesi resultant es realitza per HPLC semipreparatiu
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en fase invertida en la mateixa columna que 44, amb un gradient de 0-40% de B en 30
min (un flux constant de 3 ml/min), 1 una mescla d’eluents amb acid formic com additiu
(A: 0.1% HCOOH/H;0 B: 0.1% HCOOH/ACN). Després de la purificacid, s’obté 46
amb un rendiment del 48%.

Caracteritzacid:
N R X
Ho/\N{ 7 NH 0
A H
B G
Vv
Xz XU C F
L 0 =B s L P
< M
07 NTON \/\Q/ 5 S\N/\ /\K/NH 0

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 7.98 (1H, Hp/Hg, m), 7.94 (1H, Ho/Hg, m), 7.75 (2H, Hp,
Hy, m), 7.56 (2H, Hyw, Hy, m), 7,22 (2H, Hg, He), 6.79 (1H, Hy, d, J=8.0 Hz), 6.38 (1H, Hy, d,
J=9.5 Hz), 3.86 (4H, Hy,, Hr, m), 3.76 (2H, Hx/Hg:, m), 3.64 (2H, Hx/Hg:, m), 3.31 (4H,
Hy/Hy, Ho, m), 3.19 (4H, Hy/HL., Hy, m), 3.12 (2H, Hy, m), 3.00 (4H, Ho, Hy, m), 2.93 (2H,
Hs, m), 2.68 (2H, Hp, m), 1.86 (2H, Hg, m).

HPLC (0 a 50% B en 30 min): tg=21.2 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 747.3119 [M+H]", m/z 769.2945 [M+Na]" (massa
teorica esperada, M: 746.3033).

4.1.3 Sintesi de lligands Janus-Neamina
JApept-NeaC; (47)

En un vial, es dissolen 18.6 mg (60 umol, 10 eq) de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) en 2
ml d’una mescla 1:1 (v/v) d’AcONH4 1 M a pH 3.5 1 THF. Seguidament, s’addicionen 6
pumol del monomer JApept-SH 21 dissolts en 2 ml de la mateixa barreja de dissolvent, 1
es deixa reaccionar tota la nit en atmosfera d’argd 1 en agitacié constant. Transcorregut
el temps de reaccid, s’elimina el THF al rotavapor 1 es fan rentats amb Et;O (5 x 5 ml)
per extreure D’excés de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina). La fase aquosa resultant es
liofilitza 1, a continuacio, es fa reaccionar el tiol activat amb 6 umol (1 eq) del monomer
NeaC,-SH (37), dissolt en 4 ml d’AcONH4 1 M a pH 3.5, durant 8 h. En les mateixes
condicions emprades per 44, s’analitza el cru per HPLC, on es detecta la presencia del
producte desitjat (32%), que es purifica per HPLC semipreparatiu, per obtenir el
producte 47 desitjat amb un rendiment del 11%.
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Caracteritzacid:

HN_ g~ _NH,
NH
6 2
0 4 Xs o
N o HO3) "
H HO ¢
H,N N\/"% . 0 H,N
Ko HN, 2
T 62 : O 3
NH HN_ 0 03 b O NH,

S 4 OH

S
H,N” 0

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.77 (1H, Hg, s), 5.81 (1H, Hy, d, J = 3.8 Hz), 4.61 (1H,
H,s, m), 4.56 (1H, Hy, t, J = 7.0 Hz), 4.29 (1H, H,p, m), 4.18 (1H, H,, m), 4.07 (2H, Hp, m),
3.92 (2H, Hs,, Hy,, m), 3.68 (1H, He, m), 3.49 (2H, He, m), 3.41 (3H, Hy, Hy, Hy, m), 3.29 (2H,
Hy, Hs, m), 3.17 (1H, Hg-, m), 3.06 (2H, Hg, m), 2.91 (3H, Hy, Hgs, m), 2.77 (1H, Hgy, m), 2.67
(1H, Hgr-, m), 2.38 (2H, H,, Hs, m), 2.33 (2H, Hg, m), 1.91 (2H, Hg, m), 1.88 (1H, Hy, m), 1.73
(2H, Hgy, Hy e, m), 1.55 (3H, H.p, Hyy, m).

HPLC (0 a 35 % B en 30 min): tg=13.3 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1017.4431 [M+H]" (massa teorica esperada, M:
1016.4393).

JApept-NeaCg (48)

En atmosfera d’argo, es dissolen 2 umol del monomer tiol NeaCy-SH (43) en 1 ml de
0.1% TFA/H0 1 s’addicionen sobre una solucié de 7.8 mg (25 pumol, 12.5 eq) de 2,2’-
ditiobis(5-nitropiridina) en 2 ml de THF, de manera que la mescla de reaccid sigui
H,O/THF 1:2 (v/v). Es deixa reaccionar durant tota una nit. Rapidament s’observa
I’aparicié d’una coloracid groga a causa de 1’activacio del grup tiol. Transcorregut el
temps de reaccid, s’evapora el THF 1 s’elimina I’excés de reactiu 2,2’-ditiobis(5-
nitropiridina) mitjangant extraccions amb AcOEt (6 x 2 ml, o fins que la fase organica
sigui incolora). La fase aquosa resultant, que conté el producte tiol activat, es liofilitza.
Seguidament, es redissol el cru obtingut amb 1 ml de 0.1% TFA/H,O i s’addiciona, en
atmosfera d’argd, sobre una solucid de 1.5 umol (0.75 eq) del monomer JApept-SH (21)
en 0.1% TFA/H»O per obtenir un volum total de 2 ml. La mescla de reaccid resultant es
deixa reaccionar durant tota una nit a temperatura ambient i en agitacid constant.
L’analisi del cru resultant per HPLC-MS revela la presencia del producte desitjat (19%),
que es purifica d’igual manera que 44, perd amb un gradient de 0-35% de B en 35 min.
Un cop ajuntades 1 liofilitzades les fraccions pures, s’obté 48 amb un rendiment del
33%.
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Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.82 (1H, Hg, s), 5.45 (1H, H;,, m), 4.63-4.61 (2H, H,,
H,s, m), 4.35 (1H, Hyp, m), 4.17 (2H, Hp, m), 3.99 (1H, Hs, m), 3.91 (1H, H,, m), 3.76 (1H, Hy,
m), 3.65 (1H, He, m), 3.49 (2H, H,, Hs, m), 3.40 (3H, Hy, Hy-, Hy, m), 3.19 (5H, He, Hg, Hgs,
m), 2.94 (1H, Hgs, m), 2.83 (1H, Hg, m), 2.78 (1H, Hgy-, m), 2.67 (2H, Hy, m), 2.40 (2H, H, m),
2.16 (2H, Hy, Hs, m), 1.99 (2H, Hg, m), 1.92 (1H, Hg-, m), 1.81 (1H, Hg, m), 1.61 (7H, Hyq,
H.y, Hy, He, m), 1.33 (5H, Hagy, He, Hg, m).

HPLC (0 a 35% B en 35 min): tg=17.8 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1073.5088 [M+H] (massa teodrica esperada, M:
1072.5019).

JBpept-NeaC; (49)

La sintesi del compost 49 es duu a terme seguint el mateix procediment experimental
emprat per 48. Es parteix d’1 pmol de monomer NeaC,-SH (37), s’activa el grup tiol 1, a
continuacio, es fa reaccionar a temperatura ambient durant tota una nit 1 en atmosfera
d’argd amb 1 pmol de monomer JBpept-SH (22) dissolt en un volum total de 3 ml de
0.1% TFA/H;O0. El producte desitjat (36%) es purifica per HPLC semipreparatiu en fase
invertida en les mateixes condicions emprades per 47, per obtenir 49 amb un rendiment
del 53%.
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Caracteritzacid:

0
HN g NH,
I ¢, NH,
H HO 2
2
H,N N\/%i\“az o) H,N BN, 5
% ? NH
NH HN o3 53 b 0 2
S\S/\a/ OH
H,N 0

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.70 (1H, Hg, s), 5.70 (1H, Hy,, m), 4.66 (1H, H,s, m),
4.60 (1H, Hyy, t, J = 6.9 Hz), 4.34 (1H, Hys, m), 4.18 (1H, H,, m), 3.99 (2H, Hs, H,,, m), 3.94
(2H, Hg, m), 3.65 (2H, Ha, Hy, m), 3.46 (3H, Hs, Hs., Hy-, m), 3.25 (4H, Hy., Hg, Hgs, m), 3.17
(2H, Hy, t, J=7.3 Hz), 2.99 (3H, Hy, Hgs, m), 2.81 (1H, Hgy-, m), 2.73 (1H, Hgj, m), 2.41 (2H,
H, t, J=7.2 Hz), 2.25 (2H, Hy, Hs, m), 2.07 (2H, Hg, m), 1.91 (1H, Hg-, m), 1.79 (2H, Hyq,
Hg,, m), 1.60 (3H, Ha gy, Hpp, m).

HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg= 14.8 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1059.4675 [M+H] (massa teodrica esperada, M:
1058.4610).

JBpept-NeaCq (50)

A partir del mateix procediment experimental emprat per 48, se sintetitza el producte 50
mitjangant 1’activacio del grup tiol de 2 pmol de monomer NeaCs-SH (43), 1 la posterior
reaccid amb 2 pumol de monomer JBpept-SH (22), durant tota una nit en atmosfera
d’argd 1 en agitacio constant.

La purificaci6 del producte en el cru (21%) es realitza per HPLC semipreparatiu en les
mateixes condicions emprades per 48, per obtenir S0 amb un rendiment del 21%.
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Caracteritzacid:

N
ENGF
o
G @ NH,
5
HN_oy B NH, HO 0
HO—277 1
2
o o N, 2
0

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.72 (1H, Hg, s), 5.67 (1H, Hy,, m), 4.61 (1H, Hys, m),
4.58 (1H, Hy, t, J = 6.9 Hz), 4.34 (1H, Hop,m), 3.96 (1H, H,, m), 3.88 (3H, Hg, Hs, m), 3.75
(1H, Hy, m), 3.63 (2H, Hy, He, m), 3.60 (1H, Hy, m), 3.45 (3H, Hy:, Hy, Hs, m), 3.25 (2H, Hg,
m), 3.19 (3H, Hy, Hg, m), 2.94 (1H, Hgy, m), 2.80 (1H, Hyy-, m), 2.76 (1H, Hy, m), 2.67 (2H,
Hy, m), 2.40 2H, Hg, t, J=7.4 Hz), 2.27 (2H, Hy, Hs, m), 2.06 (2H, He, m), 1.89 (1H, Hgy, m),
1.80 (1H, Hgy, m), 1.60 (7H, Hy, He, Hy g, H.p, m), 1.32 (5H, Hy. 4y, He, Hg, m).

HPLC (0 a 35% B en 35 min): tg= 18.5 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1115.5302 [M+H]" (massa teodrica esperada, M:
1114.5236).

4.1.4 Sintesi de lligands Ametantrona-Janus
Amt-JApept (51)

A la sintesi de 51, s’activa la funcio tiol del monomer derivat de I’ametantrona (30)
seguint el procediment experimental emprat per 48. En atmosfera d’argo, es fan
reaccionar durant tota una nit 4 umol de 30 amb 15.5 mg (50 umol, 12.5 eq) de 2,2’-
ditiobis(5-nitropiridina) en un volum total de 18 ml d’una mescla 0.1% TFA en
H,O/THF 1:2 (v/v). A continuacid, després de les corresponents extraccions per
eliminar I’excés de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina), s’addiciona la barreja de reaccid sobre
una solucié de 2 pmol de monomer JApept-SH (21), en 10 ml de 0.1% TFA/H,0, 1 es
deixa reaccionar durant 2-3 hores, aproximadament. En analitzar el cru de reaccio per
HPLC en les mateixes condicions que 44, es detecta la presencia del producte desitjat
amb un 27%. El cru es purifica per HPLC semipreparatiu en fase reversa utilitzant la
mateixa columna emprada per 44, perd amb un gradient de 0-40% de B en 30 min i un
flux constant de 5 ml/min. Finalment, s’obté 51 amb un rendiment del 26%.
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Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 7.91 (1H, Hy-, s), 7.78 (1H, Hg/Hr, m), 7.72 (1H, Ho/H,
m), 7.62 (2H, Hy, He:, m), 7.08 (2H, Hg, He, ), 4.37 (2H, Hys, Hyy, m), 4.20 (1H, Hy,,m), 3.86
(2H, Hy, m), 3.74 (4H, Hy, He, m), 3.35 (8H, Hy, Hy, Hy, Hp, m), 3.27 (2H, Hy), 3.02 (1H,
Hg,m), 2.96 (1H, Hg, m), 2.88 (1H, Hzr,m), 2.75 (1H, Hgy,m), 2.64 (2H, Hgj,m), 2.12 (2H,
Hp, m), 1.73 (2H, Hy, m), 1.57 (4H, Hc-, Hy, m), 1.40 (2H, H,,, m).

HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg=17.7 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1063.4448 [M+H] (massa teorica esperada, M:
1062.4389).

Amt-JBpept (52)

Per a la sintesi de 52 s’ha seguit el procediment experimental emprat en la preparacio de
51. S’activa la funci6 tiol de 2 pumol del monomer derivat de I’ametantrona (30) que,
posteriorment, es fa reaccionar durant tota una nit amb 1 umol del monomer JBpept-SH
(22) per obtenir el producte desitjat amb un percentatge del 60% en el cru, que es
purifica per HPLC semipreparatiu en fase invertida en les mateixes condicions que les
realitzades per 51. S’obté 52 amb un rendiment del 55%.
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Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D>0) & (ppm): 8.26 (1H, Hy., s), 8.16 (1H, Ho/Hr, m), 8.10 (1H, Ho/Hy,
m), 7.79 (2H, Hy, Hg, m), 7.44 (2H, Hg, He, m), 4.34 (1H, m), 4.28 (1H,m), 3.94 (4H, m), 3.80
(2H, m), 3.72 (2H, m), 3.40 (4H, m), 3.24 (2H, m), 3.17 (2H, m), 3.05 (2H, m), 2.91 (1H, m),
2.84 (2H, m), 2.71 (2H), 2.63 (2H, m), 2.54 (2H, m), 2.04 (2H, m), 1.76 (2H, m), 1.56 (2H, m).

HPLC (0 a 35% B en 30 min): tg=17.3 min (analitic).

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1105.4632 [M+H] (massa teorica esperada, M:
1104.4607).

4.1.5 Sintesi de lligands Janus-Janus
JApept-JApept (53)
El producte 53 s’ha aillat com a subproducte de la sintesi dels compostos 47 1 48.

Caracteritzacid:

NH,
B C NH,
N XYY" SN C B
A|\ I~ /g NT YN
H,NT N7 N o 2\ o JQ
D 07 N7 N7 ONH,
E
5D
F o)
5 o) F
HN_oy s~ _NH,
By
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'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.68 (2H, Hg, s), 4.63 (4H, H,;, Hys, m), 4.38 (2H, Hp,
m), 4.03 (4H, Hp, m), 3.24 (2H, Hgs, m), 3.15 (4H, Hyp, m), 2.93 (2H, Hgy, m), 2.84 (2H, Hg,
m), 2.75 (2H, Hgy, m), 2.37 (4H, H, t, J = 7.3 Hz), 1.90 (6H, Hg, Hgy, m), 1.79 (2H, Hy, m),
1.60 (4H, H,,, m).

HPLC (0 a 35% B en 35 min): tg= 17.6 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1271.5248 [M+H]" (massa teodrica esperada, M:
1270.5169).

JBpept-JBpept (54)

El producte 54 s’ha aillat com a subproducte de la sintesi dels compostos 49 1 50.

Caracteritzacio:
NH,
C NH,
NH, N7 °N C
A o | N SN NH,
N7 N"D>NH, P A
)\ |B H,N"D>N | NN
B
N o
ENGF
¢ ~E
o)
[©) G
N o B
oy NH, B
H,N )0y NH
o
N o o
H 1 07 NH
& B Bs 0 2
NH HN_03 B B2 o
I\S\S 7,05 NH NH
HNT S0 2
07" "NH,

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.57 (2H, Hg, s), 4.60 (4H, H,;, Hys, m), 4.34 (2H, H,,
m), 3.88 (4H, Hg, t, J=7.0 Hz), 3.14 (4H, Hyp, m), 2.89 (4H, Hg, m), 2.80 (2H, Hg;, m), 2.72
(2H, Hg-, m), 2.40 (4H, Hg, t, J = 7.5 Hz), 2.04 (4H, H, m), 1.86 (2H, Hyy, m), 1.76 (2H, Hp,,
m), 1.59 (4H, H,,, m).

HPLC (0 a 35% B en 35 min): tg= 17.6 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 1355.5671 [M+H]" (massa teorica esperada, M:
1354.5605).

4.2. Sintesi de lligands de segona generacio
4.2.1 Sintesi de lligands guanidinilats
JApept-NeaC,G4 (55)

En atomsfera d’argd, es dissolen 300 nmol de JApept-NeaC, (47) 1 4.7 mg (12 pumol, 40
eq) de 1,3-di-Boc-2-(trifluorometilsulfonil)guanidina en 500 ul d’una mescla
MeOH/CHCI; 5:3 (v/v). Seguidament, s’addicionen 10 pl (72 pumol, 240 eq) de NEt; 1
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es deixa reaccionar durant 4 dies a temperatura ambient 1 en agitacid constant.
Transcorregut el temps de reaccio, s’evapora el dissolvent fins a sequetat, es redissol el
cru en 5 ml de DCM 1 es fan rentats amb una solucidé aquosa d’acid citric (10%) (3 x 1
ml). A continuacid, se separa la fase organica, es torna a rentar amb una solucid
saturada de NaCl (3 x 1 ml), s’asseca amb MgSO, anhidre i s’evapora fins a sequetat. El
cru resultant es redissol en 500 ul d’una mescla TFA/DCM (1:1) que conté 2.5% TIS, i
es deixa reaccionar a temperatura ambient. Passades 2 h, la mescla de reaccid s’evapora
al rotavapor, el cru es redissol en H,O MilliQ 1 es liofilitza. L analisi del cru de reaccid 1
la purificacié del producte tetraguanidinilat (55) es realitzen per HPLC en fase
invertida,” on es detecta la presencia de tres pics majoritaris. Els dos primers, amb tr de
17.3 1 17.5 min, corresponen als productes triguanidinilats 1 el tercer, tg de 17.8 min
(54%), al tetraguanidinilat desitjat (55). Un cop purificat s’obté 55 amb un rendiment
del 27%.

Caracteritzacid:

HN

B )

HN_o NH, NH,
HN
0 HOZ 5.0 HN
" HN ) HON 7\ 1 >—NHZ
jo NH
HoN N\B/\B\ azkfo HN—(¢ o0 N 2
2 2 NH 0
NH HN o Bs . - on 7]/NH2
a
H,N 0

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.81 (1H, Hg, s), 5.66 (1H, H, d, J = 4.0 Hz), 4.65 (1H,
H,s, m), 4.62 (1H, Hy, t, J = 7.0 Hz), 4.35 (1H, Hyp, m), 4.21 (1H, H,, m), 4.12 (2H, Hp, m),
3.81 (1H, H,, m), 3.73 (2H, Hs,, He, m), 3.63 (1H, Hy, m), 3.56 (4H, Hy, Hy, Hy, Hs, m), 3.47
(2H, Hg, m), 3.23 (1H, Hgy, m), 3.14 (2H, Hgp, m), 2.92 (3H, Hy, Hgs, m), 2.81 (1H, Hy, m),
2.75 (1H, Hg-, m), 2.40 (2H, Hg, m), 2.23 (2H, Hy, Hs, m), 1.98 (2H, Hg, m), 1.90 (1H, Hg,, m),
1.79 (2H, Hgy, Hy e, m), 1.62 (3H, H.y, Hy 4, m).

HPLC (0 a 25% B en 35 min): tg=17.8 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 593.2696 [M+2H]2+, m/z 395.8489 [M+3H]3+, m/z
297.1388 [M+4H]", (massa tedrica esperada, M: 1184.5264).

* L’analisi i la purificacié es duen a terme per HPLC en condicions analitiques amb una
columna Jupiter 4 um proteo Ci590 A 250 x 4.6 mm i un gradient de 0-25% de B en 35
min (A: 0.045% TFA/H,0O B: 0.036% TFA/ACN, detecci6 a 220 i 260 nm).
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JApept-NeaCsG4 (56)

La guanidinilacié dels grups amino de la neamina de JApept-NeaCs (48) es duu a terme
a partir de 300 nmol de producte de partida seguint el procediment experimental descrit
a la sintesi de 55, juntament amb les seves condicions d’analisi 1 de purificacid per
HPLC en fase invertida. Al cru de reaccid es detecta la preséncia de tres pics
majoritaris. Els dos primers, amb tg de 22.9 i 23.0 min, corresponen a productes
triguanidinilats 1 el tercer, amb tg de 23.4 min (64 %), al tetraguanidinilat. Després de la
purificacio, s’obté 56 amb un rendiment del 24%.

Caracteritzacio:
NH,
B C
NT XY N
A
N7 N7 N7 o
DNGE
>\\NH2
s o HN
HO4 3 1 NH,
o HZN\‘( HN 3 2
o
H 5 NH,
H,N N\/\ az o a oH 7]/
5, B, ° HN
NH HNar\ /S
N7 o

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.81 (1H, Hg, s), 5.59 (1H, H, d, J = 4.0 Hz), 4.61 (2H,
H,i, Hys, m), 4.35 (1H, H,p, m), 4.13 (2H, Hp, m), 3.98 (1H, H,, m), 3.72-3.45 (10H, H,, H,
Hy, Hy, Hs, Hg, Hy, Hs, He, m), 3.20 (1H, Hgs, m), 3.16 (2H, Hg, m), 2.92 (1H, Hgs-, m), 2.81
(1H, Hg;, m), 2.76 (1H, Hgy-, m), 2.66 (2H, Hy, m), 2.41 (2H, Hg, m), 2.25 (2H, Hy, Hs, m), 1.98
(2H, Hg, m), 1.90 (1H, Hg-, m), 1.81 (1H, Hg, m), 1.59 (5H, Hy.eq, Hpp, He, m), 1.50 (2H, H,,
m), 1.36-1.23 (5H, Ha 4, He, Hy, m).

HPLC (0 a 25% B en 35 min): tg=23.4 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 621.3023 [M+2H]2+, m/z 414.5366 [M+3H]3+, m/z
311.1542 [M+4H]*" (massa tedrica esperada, M: 1240.5890).

JBpept-NeaC,G4 (57)

El compost guanidinilat 57 es prepara a partir de 360 nmol de JBpept-NeaC, (49)
seguint el procediment experimental descrit per a la sintesi de 55, juntament amb les
seves condicions d’analisi 1 de purificacidé per HPLC en fase invertida.

En el cru de reaccid es detecta la preséncia de tres pics majoritaris. Els dos primers, amb
tr de 18.8 1 19.0 min, corresponen als productes triguanidinilats. El tercer pic (75%),
amb un tg de 19.2 min, correspon al derivat tetraguanidinilat 57, que després de la
purificaci6 el seu rendiment és del 23%.
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Caracteritzacid:

d
NH, N7~ |N
A A
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N)E/LN D>Nm,
O)\N B
ENGF
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HN
HN o Bl NH, )X\
NH,
§N
0 HN
HN" S0 HO7F 3,5 o -
N, N R 0 HO=7! ’
2 NN HN . 2
\H/ % B2 B HZN\‘I\(‘H o 371
NH HN_ oy 3 0] 6 NH,
S\S/b\a/ OH \7]/

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.71 (1H, Hg, s), 5.65 (1H, H-, d, J = 4.0 Hz), 4.65 (1H,
H,s, m), 4.60 (1H, Hyy, t, J = 7.0 Hz), 4.34 (1H, H,p, m), 4.21 (1H, H,, m), 3.93 (2H, Hg, m),
3.82 (1H, Hy, m), 3.71 (3H, Hy., Hs,, Hg, m), 3.55 (4H, H,, Hs, Hy, Hy, m), 3.48 (2H, He, m),
3.25 (1H, Hg, m), 3.17 (2H, Hyg, m), 2.96 (3H, Hy, Hgs, m), 2.81 (1H, Hgp-, m), 2.72 (1H, Hg,
m), 2.41 (2H, H, t, J = 7.2 Hz), 2.24 (2H, H,, Hs, m), 2.07 (2H, Hg, m), 1.90 (1H, Hgy:, m),
1.79 (2H, Hy.eq, Hgo, m), 1.62 (3H, Hyy, Hop, m).

HPLC (0 a 25% B en 35 min): tg=19.2 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 614.2806 [M+2H]2+, m/z 409.8561 [M+3H]3+, m/z
307.6442 [M+4H]" (massa tedrica esperada, M: 1226.5482).

JBpept-NeaCsG4 (58)

La guanidinilacié de JBpept-NeaCe (50) es duu a terme a partir de 300 nmol seguint el
procediment experimental descrit per 55, juntament amb les seves condicions d’analisi 1
de purificaci6 per HPLC en fase invertida.

Al cru de reaccid es detecta la presencia de tres pics majoritaris. Els dos primers, amb tg
de 20.10 1 20.20 min, corresponen als derivats triguanidinilats. El tercer pic (83%), amb
un tg de 20.5 min, correspon al derivat tetraguanidinilat 58, que després de la purificacio
el seu rendiment és del 16%.
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Caracteritzacio:
NH,
C
NH, N °N
A o |
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H,N o)

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.73 (1H, Hg, s), 5.59 (1H, H,, d, J= 4.0 Hz), 4.61 (1H,
Hys, m), 4.58 (1H, Hy,, t, J = 6.9 Hz), 434 (1H, H,p,m), 3.98 (1H, H, m), 3.91 (2H, Hg, m),
3.70-3.45 (10H, Hy, Hy, Hy, He, Hs, He, Hy, Hs, He, m), 3.18 (3H, Hg, Hg, m), 2.94 (1H,
Hg:, m), 2.80 (1H, Hg-, m), 2.74 (1H, Hyj, m), 2.66 (2H, Hy, m), 2.42 2H, Hg, t, J = 7.3 Hz),
2.25 (2H, H,, Hs, m), 2.07 (2H, Hg, m), 1.90 (1H, Hyy, m), 1.82 (1H, H, m), 1.59 (5H, H,,
Hyeq, Hyp, m), 1.49 (2H, Hy, m), 1.32-1.25 (5H, Ha 4, He, Hg, m).

HPLC (0 a 25% B en 35 min): tg=24.1 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 642.3114 [M+2H]2+, m/z 428.5420 [M+3H]3+, m/z
321.6584 [M+4H]" (massa tedrica esperada, M: 1282.6108).

Amt-NeaC,Gy4 (61)

La sintesi de 61 es duu a terme en diferents etapes. En primer lloc, seguint el
procediment experimental emprat per 48, per activar la funcid tiol del monomer NeaC,-
SH (37) es dissolen 11.6 mg (37.5 umol, 12.5 eq) de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) en 2
ml de THF 1, en atmosfera d’argd, s’addicionen 3 umol de 37, préviament dissolts en 1
ml de 0.1% TFA/H,O, de manera que la mescla reaccié sigui H,O/THF 1:2 (v/v).
Després d’una nit a temperatura ambient i1 en agitacid constant, s’evapora el THF al
rotavapor, s’elimina [’excés de reactiu 2,2°-ditiobis(5-nitropiridina) mitjancant
extraccions amb AcOEt (6 x 2 ml, o fins que la fase organica sigui incolora), i la fase
aquosa resultant es liofilitza.

En segon lloc, s’elimina el grup tioacetat del derivat ametantrona 28, perd mantenint els
grups protectors Boc, 1, en atmosfera d’argd, es fan reaccionar 2.4 mg (3.6 pmol) de 28,
dissolts en un volum d’1 ml de MeOH de qualitat HPLC, amb 29 ul (24 pumol, 8 eq)
d’una soluci6o 1 M de MeONa en MeOH. Es deixa evolucionar a temperatura ambient i
en agitacié constant durant 5 min 1, seguidament, s’evapora el dissolvent fins a sequetat.
Mantenint I’atmosfera d’argd, a continuacid, es redissol el cru resultant amb 3 ml d’una
mescla 0.1% TFA/H,O/ACN 2:1 (v/v).
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El segiient pas de la sintesi consisteix en ’addicid, en atmosfera d’argd, del monomer
neamina NeaC,-SH, amb la funcié tiol activada sobre el monomer derivat de
I’ametantrona acabat de desprotegir, per obtenir una mescla amb un volum total de 12
ml de 0.1% TFA/H,O/ACN 8:2 (v/v), que es deixa reaccionar a temperatura ambient 1
en agitacio constant durant tota una nit.

L’analisi del cru per HPLC en fase invertida (0-80% B en 30 min), mostra la preséncia
de dos pics majoritaris de tg 20.8 1 36.0 (rentat amb 100% ACN) min, corresponents al
producte desitjat Amt(Boc),-NeaC, 59 (20%) 1 a ’homodimer derivat de 1’ametantrona
(63%), respectivament. El producte es purifica per HPLC semipreparatiu,” per obtenir
400 nmol del derivat ametantrona-neamina protegit amb els grups Boc (rdt: 11%).

A T'ultima etapa de la sintesi, es duu a terme la guanidinilacié dels grups amino de la
neamina mitjangant el mateix procediment experimental emprat per 55. Es dissolen, en
atmosfera d’argod, els 400 nmol d’intermedi ametantrona-neamina i 12.5 mg (32 umol,
80 eq) de 1,3-di-Boc-2-(trifluorometilsulfonil)guanidina en 2 ml d’una mescla
MeOH/CHCl; 5:3 (v/v). A continuacid, s’addicionen 27 ul (192 umol, 480 eq) de Et;:N
1 es deixa evolucionar a temperatura ambient 1 en agitacio constant. Després de 14 dies
de reacci6 1 de 1’addici6 extra d’un total de 360 eq de reactiu guanidinilant i 1680 eq de
Et;N, la mescla de reaccid s’evapora fins a sequetat realitzant coevaporacions amb
ACN. Seguidament, el cru de reaccio es redissol en 5 ml de DCM 1 es fan rentats amb
una soluci6 aquosa d’acid citric (10%) (3 x 1 ml). La fase organica resultant es torna a
rentar amb una solucid saturada de NaCl (3 x 1 ml), s’asseca amb MgSQOy anhidre 1 es
rotavapora fins a sequetat.

Per ultim, s’eliminen tots els grups Boc mitjancant un tractament amb 2 ml d’un coctel
de desprotecci6 TFA/DCM (1:1) que conté 2.5% de TIS. Al cap de 2 hores a
temperatura ambient, s’evapora fins a sequetat, es redissol amb H,O MilliQ 1 es
liofilitza.

L’analisi del cru final 1 la purificacid del producte tetraguanidinilat (61) es duen a terme
per HPLC en fase invertida,” on es detecta la preséncia de dos pics majoritaris amb tg
24.2 (39%) 1 24.4 (61%) min, que corresponen als productes amb tres 1 quatre grups
guanidini, respectivament. El producte 61 s’obté amb un rendiment del 64%.

Purificacio6 per HPLC semipreparatiu en fase invertida amb una columna
semipreparativa Jupiter 10 um proteo Ci3 90 A 250 x 10 mm, un gradient de 0-80% de
B en 30 min (A: 0.1% TFA/H»0, B: 0.1% TFA/ACN, detecci6 220 i 260 nm) i un flux
de 3 ml/min.

** Purificacio per HPLC en fase invertida amb una columna Jupiter 4 um proteo Cig 90
A 250 x 4.6 mm i un gradient de 0-30% B en 35 min (A: 0.045% TFA/H,0 i B: 0.036%
TFA/ACN, detecci6 220 1 260 nm).
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Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.16 (2H, Hg, He, m), 7.71 (2H, Hg, Hy, m), 7.49 (2H, Hy,
He, m), 5.42 (1H, Hy., d, J = 3.4 Hz), 3.92 (1H, H,, m), 3.77 QH, Hy,, t, J = 6.4 Hz), 3.68 (4H,
Hy, Hy, t, J = 5.3 Hz), 3.65 (1H, Hs-, m), 3.61 (1H, H,., m), 3.54 (2H, Hy, m), 3.46-3-37 (5H,
H,., Hy, Hy, Hs, He), 3.33-3.28 (5H, H,, Hs, Hy, Hy), 3.24 (2H, Hy, m), 3.06 (4H, Hy, Hy., m),
2.98 (2H, He, m), 2.61 (2H, Hy, m), 2.06 (1H, Hyeq, m), 1.47 (1H, H, 4, m).

HPLC (0 a 30% B en 30 min): tg = 24.4 min.

EM (ESI-alta resolucié, mode positiu): m/z 977.4553 [M+H]", m/z 489.2313 [M+2H]2+, m/z
326.4905 [M+3H]*" (massa teorica esperada, M: 976.4484).

Amt-NeaCqsGy (62)

El compost 62 se sintetitza de forma analoga al compost 61. En primer lloc, s’activa la
funcio tiol de 2.1 umol de monomer NeaCs-SH (43), seguint el mateix procediment
realitzat per 51. A continuacid, es fa reaccionar amb 2.3 mg (3.4 umol, 1.6 eq) de
monomer derivat de 1’ametantrona (28), sense el grup tiol desprotegit, tal com s’ha
descrit a la sintesi de 45. Després de 4 dies de reaccio, s’obté el corresponent conjugat
ametantrona-neamina protegit, Amt(Boc),-NeaCs (60), on I’analisi del cru per HPLC en
fase invertida (0-80% B en 30 min), mostra la preséncia del producte desitjat a un tg de
22.1 min (29%). La purificacié d’aquest intermedi es realitza per HPLC seguint el
mateix procediment emprat per 57, per obtenir 350 nmol (rdt: 17%).

A T’etapa de guanidinilacio, es fan reaccionar els 350 nmol d’Amt(Boc),-NeaCs (60)
amb 11 mg (28 umol, 80 eq) de 1,3-di-Boc-2-(trifluorometilsulfonil)guanidina, dissolts
en 2 ml d’'una mescla MeOH/CHCI; 5:3 (v/v), juntament amb la corresponent addicio
de 23 ul (168 umol, 480 eq) de NEt;. Després de 14 dies de reaccio 1 de ’addicid extra
d’un total de 360 eq de reactiu guanidinilant 1 1680 eq de NEt;, s’atura la reaccio, 1
s’eliminen els grups protectors Boc.

L’analisi del cru final per HPLC en fase invertida mostra la preséncia de dos pics
majoritaris amb tg 24.4 (16%) 1 24.5 (24%) min, que corresponen als productes tri 1
tetraguanidinilat, respectivament. El producte 62 es purifica d’igual manera que s’ha
purificat 61, per obtenir-lo amb un rendiment del 50%.
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Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.31 (2H, Hg, Hr, m), 7.86 (2H, Hg, Hy, m), 7.59 (2H, Hy,
He, m), 5.54 (1H, Hy., d, J = 3.8 Hz), 3.92 (2H, Hye, t, J=7.2 Hz), 3.86 (2H, H,, Hs, m), 3.84
(4H, Hy, H, t, J = 5.3 Hz), 3.69-3.60 (SH, Hy, Hyy, Hy, He, m), 3.60-3.46 (9H, Hy, H,, Hs, Hs,
Hy, Hy, He, m), 3.43 (3H, H,, Hy, m), 3.21 (4H, Hy, Hy-, m), 2.46 (2H, Hg, m), 2.24 (1H, Hy .,
m), 1.65 (1H, Haa, m), 1.34 (4H, Hy, He, m), 1.02 (4H, H,, Hy).

HPLC (0 a 30% B en 30 min): tg = 24.4 min.

EM (ESI-alta resolucio, mode positiu): m/z 517.2617 [M+2H]2+, m/z 345.1773 [M+3H]3+, m/z
259.1347 [M+4H]* (massa teodrica esperada, M: 1032.5110).

4.2.2 Sintesi de lligands derivats de ’ametantrona doblement funcionalitzats
Amt-NeaC,,NeaC, (64)

En primer lloc, cal activar la funcid tiol del monomer neamina, tal com s’ha dut a terme
al procediment experimental de 48. Es fan reaccionar durant tota una nit, en atmosfera
d’argd 1 a temperatura ambient, 7 pmol de NeaC,-SH (37) amb 27.2 mg (87.5 umol,
12.5 eq) de 2,2’-ditiobis(5-nitropiridina) en 8 ml de 0.1% TFA en H,O/THF 1:2 (v/v).
Transcorregut aquest temps, s’evapora el THF, s’elimina I’excés de reactiu activant 1 es
liofilitza la fase aquosa. El cru es purifica per HPLC en fase invertida,” per obtenir el
derivat desitjat a un tg de 14.1 min.

En segon lloc, a partir del procediment experimental emprat per 61, s’eliminen, en
atmosfera d’argo, els grups tioacetat del monomer derivat de 1’ametantrona 29, pero
mantenint els grups protectors Boc. Es fan reaccionar durant 5 min, en atmosfera
d’argd, 1.4 mg (1.9 umol) de 29, dissolts en un 1 ml de MeOH de qualitat HPLC, amb
192 pl (19 pmol, 10 eq) d’una solucié 0.1 M de MeONa en MeOH. Rapidament, a
continuacio, s’evapora el dissolvent fins a sequetat i, mantenint 1’atmosfera d’argo, es
redissol el cru amb 8 ml d’una mescla 0.1% TFA en H;O/ACN 2:1 (v/v) per dur a terme
la segiient etapa. En aquest punt, s’addiciona 29 desprotegit a la solucié de monomer
neamina activada per obtenir una mescla de reaccié amb un volum de 10 ml de 0.1%
TFA en H,O/ACN 8:2 (v/v), que es deixa evolucionar a temperatura ambient i en
agitacio constant. Després de 5 dies de reaccid, el cru corresponent a I’intermedi

Purificacio6 per HPLC semipreparatiu en fase invertida amb una columna
semipreparativa Jupiter 10 um proteo, C13 90 A 250 x 10 mm, un gradient de 0-80% de
B en 30 min (A: 0.1% TFA/H,0, B: 0.1% TFA/ACN, deteccid 220 i 260 nm), i un flux
de 3 ml/min.
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protegit Amt(Boc),-NeaC,,NeaC, (63) (30% en el cru) es purifica per HPLC en fase
invertida® (tg 18.0 min).

Per ultim, s’eliminen els grups Boc del fragment ametantrona del lligand mitjancant el
tractament amb 1 ml de coctel TFA/TIS/H,O (95%/2.5%/2.5%) durant 1 hora a
temperatura ambient 1 en agitacid constant. Transcorregut aquest temps, s’evapora fins a
sequetat i es purifica per HPLC,™ per obtenir 64 amb un rendiment global del 6%.

Caracteritzacid:

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 8.17 (2H, Hg, Hr, m), 7.72 (2H, Hg, Hy, m), 7.41 (2H, Hp,
Hc, m), 5.49 (2H, H;-, m), 4.00 (2H, H,, m), 3.81 (6H, Hs., He, H,-, m), 3.79 (4H, Hy, Hy, t, J =
6.0 Hz), 3.65 (2H, Hy'), 3.46 (4H, H,, Hs, m), 3.41 (2H, Hy, m), 3.31 (8H, Hy, H;- Hy, Hy),
3.25 (4H, He, m), 3.08 (4H, Hy, Hy, m), 2.96 (2H, Hy, m) 2.88 (4H, Hy, Hy, t, J = 6.79 Hz),
2.79 (4H, Hy, t, J=6.3 Hz), 2.09 (2H, H, o, m), 1.38 (2H, H,,, m).

HPLC (0 a 30% B en 30 min): tg=22.7 min.

EM (ESI-alta resolucid, mode positiu): m/z 1205.5241 [M+H]", m/z 1227.5016 [M+Na]", m/z
603.2642 [M+2H]2+, m/z 402.5122 [M+3H]*" (massa teorica esperada, M: 1204.5113).

Amt-NeaC,,Azq (66)

La sintesi de 66 es realitza de forma analoga a la de 64. A la primera etapa de la sintesi
se segueix el procediment experimental que es descriu per 48. S’activa la funci6 tiol de
1.5 umol de NeaC,-SH (37) 1 de 3 umol del monomer d’azaquinolona mitjangant la
reacci6 amb 5.8 mg (18.8 umol, 12.5 eq) 1 11.6 mg (37.5 pumol, 12.5 eq) de 2,2’-
ditiobis(5-nitropiridina) en un volum d’1.5 ml 1 de 2 ml de 0.1% TFA en H,O/THF 1:2
(v/v), respectivament. Ambdos crus de reaccio es purifiquen per HPLC semipreparatiu,
tal com es purifica 64, per obtenir ambdos derivats activats de neamina (tr 14.1 min) 1
d’azaquinolona (tg 17.9 min).

* Purificacié per HPLC en fase invertida amb una columna Jupiter 4 um proteo C1590 A
250 x 4.6 mm 1 un gradient de 0-80% B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,O 1 B: 0.036%
TFA/ACN, deteccio a 220 1 260 nm).
** Purificacio per HPLC en fase invertida amb una columna Jupiter 4 um proteo Cig 90
A 250 x 4.6 mm i un gradient de 0-30% B en 30 min (A: 0.045% TFA/H,0 i B: 0.036%
TFA/ACN, deteccio a 220 1 260 nm).
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En segon lloc, també seguint el procediment experimental de 64, es desprotegeixen els
grups tiol del monomer derivat de I’ametantrona (29) mitjangant el tractament d’1 mg
(1.4 pmol) de 29, dissolt en 1 ml de MeOH de qualitat HPLC, amb 275 ul (27.5 pumol,
10 eq) d’una solucié 0.1 M de MeONa en MeOH durant 5 min. Un cop desprotegit,
s’addiciona el derivat ditiol 29 sobre una solucié que conté, en un volum total de 12 ml
de 0.1% TFA en H,O/ACN 8:2 (v/v), els mondomers neamina i azaquinolona activats, 1
es deixa evolucionar a temperatura ambient 1 en atmosfera d’argo.

Transcorreguts 6 dies de reaccid, 1’analisi del cru per HPLC en fase invertida mostra la
presencia del compost desitjat amb un tg de 20.5 min (18%), juntament amb el
monomer azaquinolona de partida (18.5 min, 51%), Amt(Boc),-NeaC,,NeaC, (63) (18.0
min, 3%) 1 el derivat de I’ametantrona amb dues molecules d’azaquinolona (24.7 min,
12%). La purificacié de I'intermedi desitjat protegit, Amt(Boc),-NeaC,,Azq (65), es
realitza d’igual manera que 63.

Per ultim, la desproteccid es duu a terme a través del mateix procediment utilitzat per
64, tractant I’intermedi Amt(Boc),-NeaC,,Azq (65) amb 1 ml de coctel TFA/TIS/H,O
(95%, 2.5%, 2.5%) durant 1 hora a temperatura ambient. El producte final 66 s’obté
amb un rendiment global del 8% després de la seva purificacié per HPLC.

Caracteritzacid:
A%
Uz X
K N ¢ p R r 0 - |
W 0N ST Y NTNT o
I o
F C
NH
: vy X5 g

'H-RMN (600 MHz, D,0) & (ppm): 7.95 (2H, Hg, Hg, m), 7.65 (2H, Hg, Hy, m), 7.57 (1H, Hy,
d,J =79 Hz),7.53 (1H, Hy, d, J = 9.5 Hz), 7.33 (2H, Hp, He, m), 6.80 (1H, Hy, d, J = 7.7 Hz),
6.30 (1H, Hy, d, J = 9.4 Hz), 5.35 (1H, Hy,, m), 4.01 (2H, Hy, s), 3.88-3.72 (7H, H,, Hk, Hy:,
Hs., m), 3.43-3.10 (16H, Hy, Hs, He, Hy:, Hy,, Hy, Ho, Hyp, Hy, Hy, Hi., m), 3.08-2.97 (4H, H,
H,, He, m), 2.95 (2H, Hg, t, J = 7.9 Hz), 2.90 (2H, Hx/Hy, t, J = 6.3 Hz), 2.85 (2H, Hy/Hy, t, J
= 6.3 Hz), 2.81 (2H, Ho, t, J = 6.4 Hz), 2.72 (2H, Hy, m), 2.52 (2H, Hy, t, J = 6.4 Hz), 2.02 (1H,
Ha g, m), 1.79 (2H, Hg, m), 1.38 (1H, Hyy, m).

HPLC (5 a35% B en 35 min): tg=22.8 min.

EM (ESI-alta resolucid, mode positiu): m/z 1143.4599 [M+H]", m/z 1165.4400 [M+Na]", m/z
572.2334 [M+2H]2+, m/z 381.8250 [M+3H]*" (massa teorica esperada, M: 1142.4534).
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Abreviatures, Acronims i Simbols

ABREVIATURES, ACRONIMS I SIMBOLS

Dissolvents i altres reactius

ACN
Boc,O
CA

CCI

CSI
DAT
DIAD
DCM
DHB
DIEA/DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DSS
DTNP
DTT
EDTA
NMP
TCA
TEA
TEAA
THAP
THF
TFA
TFAA
TIS
TMS
TMSNCO
Tris acid

Tris basic

acetonitril

anhidrid de Boc

citrat d’amoni

1socianat de clorocarbonil
1socianat de clorosulfonil
diaminotriazina
azodicarboxilat de diisopropil
diclorometa

acid 2,5-dihidroxibenzoic
N,N-diisopropiletilamina
4-dimetilaminopiridina
N,N-dimetilformamida
dimetilsulfoxid
2,2-dimetil-2-silapenta-5-sulfonat
acid 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoic)
ditiotreitol

acid etilendiaminotetraacetic
N-metilpirrolidina

acid tricloroacetic
trietilamina

acetat de trietilamoni
2,4,6-trihidroxiacetofenona
tetrahidrofura

acid trifluoroacetic

anhidrid trifluoroacetic
triisopropilsila

trimetilsila

isocianat de trimetilsilil

hidroclorur de tris(hidroximetil)Jaminometa

2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol

Resines, grups protectors i agents activants

Ac
Boc
BTT

tert-butiloxicarbonil

5-benziltio-1H-tetrazole
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CPG suport de boles de vidre de porus controlat (Controlled Pore Glass)
CNE 2-cianoetil

DIPC N,N’-diisopropilcarbodiimida

DMT 4,4’ -dimetoxitritil

Fmoc 9-fluorenilmetoxicarbonil

HATU hexafluorofosfat de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluroni
HOAt 1-hidroxi-7-aza-benzotriazole

MBHA p-metilbenzidrilamina

NMI N-metilimidazole

‘PrPac 4-isopropilfenoxiacetil

Pac fenoxiacetil

Pbf [NG -(2,2,4,6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonil)]

PMB p-metoxibenzil

TBDMS tert-butildimetilsilil

Trt tritil

Unitats i mesures

A/Abs absorbancia

anh anhidre

atm atmosfera

o desplagament quimic (expressat en ppm)
d doblet

dd doblet de doblets

dt doblet de triplets

€260 coeficient d’extincidé molar a 260 nm

eq equivalents

f funcionalitzacio6 (grau de substitucio de la resina)
J constant d’acoblament (expressada en Hz)
m multiplet

M molar

uM micromolar

mM milimolar

m/z relacié massa/carrega

N normal

nM nanomolar

ODy¢o densitat optica a 260 nm

ppm parts per milid

q quadruplet

qt quintuplet
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T amb
Tm
UV-Vis

rendiment

factor de retencid
singlet

triplet

temperatura ambient
temperatura de fusio

ultravioleta-visible

Teécniques instrumentals

Cl
COSY
EM
EMSA
ESI
HPLC

HPLC-MS

HSQC

IR

ITC
MALDI-TOF

MPLC

NOESY
RMN
SPR
TLC
TOCSY

Altres

A

Aa
AcrOMe
AdRP
Ala

Amt

1onitzacio quimica (chemical ionization)

COrrelated SpectroscopY

espectrometria de masses

assaig de retard de mobilitat electrosforectica

espectrometria de masses per ionitzacio electrospray
cromatografia liquida d’alta pressié (High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC acoblada a espectrometria de masses (High Performance
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry)

Heteronuclear Single Quantum Coherence

espectroscopia d’infraroig

Isothermal Calorimetry

espectrometria de masses de desorcio ionica provocada per laser i
assistida per matriu amb analitzador de temps de vol (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight)
cromatografia de liquids de mitjana pressié (Medium

Pressure Liquid Chromatography)

Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

ressonancia magnetica nuclear

ressonancia de plasmo superficial

cromatografia de capa prima (Thin-Layer Chromatography)
TOtal Correlation SpectroscopY

adenina

aminoacid
6-cloro-2-metoxi-9-aminoacridina
retinitis pigmentosa autosomal dominant
alanina

ametantrona
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2-AP
Asn
ASOs
Ar

FMN
FTDP-17
G
HIV/VIH
HVC
IRES
MAPT
Mitx

Nea
NeaGy
PDB
PNA
RB-DCC
r.e

RNA
RNAI
mRNA
miRNA
ncRNA
siRNA
rRNA
tRNA
RNasa
RNP
RRE

300

2-aminopurina

asparagina

oligonucleotids antisentit

argo

arginina

azaquinolona

citosina

cistetna

quimica combinatoria dinamica (Dynamic Combinatorial Chemistry)
biblioteca combinatoria dinamica (Dynamic Combinatorial Library)
distrofia muscular de Duschenne

acid desoxiribonucleic

2-desoxiestreptamina

fluoresceina

mononucleotids de flavina

Frontotemporal Dementia and Parkinsonism linked to chromosome 17
guanina

virus de la immunodeficéncia humana (Human Immunodeficiency Virus)
virus de I’hepatitis C

internal ribosome entry site

microtubule-associated protein tau

mitoxantrona

neamina

neamina guanidinilada

Protein Data Bank

Peptide Nucleic Acid

resin-bound DCC

relacié d’especificitat

acid ribonucleic

RNA d’interferencia

acid ribonucleic missatger

microRNA

RNA no codificants (non-coding RNA)

small interfering RNAs

acid ribonucleic ribosomal

acid ribonucleic de transferéncia

ribonucleasa

ribonucleoproteina

Rev-response element



Abreviatures, Acronims i Simbols

SMA
SMN2

TAR
Tat
TPP
Trp

UsnRNP
5°-UTRs
W-C

wt

atrofia muscular espinal

survival motor neuron

timina

trans-activating response element
HIV trans-activator of transcription
pirofosfat de tiamina

triptofan

uracil

U-rich small nuclear ribonucleoproteins
5’ untranslated regions
Watson-Crick

wild-type (referit a la seqiiéncia nativa)
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