ES 2879802 T3

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 879 802
Eint. a1

CO7H 21/00 (2006.01)
A61K 31/7084  (2006.01
A61K 31/7115 (200601
A61K 31/712 (2006.01)
AG61K 31/7125  (2006.01)
CO7H 21/02 (2006.01)
AB61P 21/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 27.01.2017  PCT/IB2017/050447
Fecha y nimero de publicacién internacional: 03.08.2017 WO17130151

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  27.01.2017 E 17712541 (6)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 07.04.2021  EP 3408276

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

T3

Tl’tulo: Analogos de extremo 5' (caperuza) de ARNm 5'-fosforotiolato, ARNm que comprende los
mismos, método de obtencién y usos de los mismos

Prioridad: @ Titular/es:
29.01.2016 PL 41596716 UNIWERSYTET WARSZAWSKI (100.0%)
ul. Krakowskie Przedmiescie 26/28
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la 00-927 Warszawa, PL
traduccion de la patente: @ Inventor/es:
23.11.2021

JEMIELITY, JACEK;
FAC-DABROWSKA, KAJA;
WOJTCZAK, BLAZEJ;
BARANOWSKI, MAREK;
NOWICKA, ANNA;
KOWALSKA, JOANNA;
SIKORSKI, PAWEL y
WARMINSKI, MARCIN

Agente/Representante:
ARIAS SANZ, Juan

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2879802 T3

DESCRIPCION

Analogos de extremo 5 (caperuza) de ARNm 5’-fosforotiolato, ARNm que comprende los mismos, método de
obtencién y usos de los mismos

Campo técnico

La presente invencion se refiere a analogos del extremo 5’ (caperuza) de ARNm que contienen una fraccion 5'-
fosforotiolato y usos de los mismos.

Los analogos de caperuza 5’-fosforotiolato se usan como inhibidores de la enzima de DcpS lo que permite su aplicacion
como una medicina, en especial para el tratamiento de atrofia muscular espinal (AME). La presente invencion también
se refiere a ARNm modificado en el extremo 5’ con analogos del extremo 5’ (caperuza) del ARNm que contienen una
fraccion 5'-fosforotiolato segun la invencién, en donde la modificacion se dirige a obtener transcritos de ARNm con
una estabilidad y actividad de traduccion aumentadas en condiciones celulares. Los transcritos con tales propiedades
son aplicables en terapias génicas novedosas basadas en ARNm.

Antecedentes técnicos

Los analogos del extremo 5 del ARNm quimicamente derivados tienen una variedad de usos, y las modificaciones
implementadas en esta estructura pueden modificar significativamente las propiedades biolégicas de estos
compuestos (Ziemniak, Strenkowska et al., 2013). Entre las varias aplicaciones de analogos de caperuza, las mas
frecuentes implican su uso como inhibidores de bajo peso molecular de procesos dependientes de la caperuza para
fines terapéuticos (por ejemplo, inhibicion de la enzima DpcS - terapia de atrofia muscular espinal). Por otra parte, los
analogos de caperuza dinucleotidicos adecuadamente modificados se usan para modificar ARNm mensajero por
cotranscripcion in vitro, con el fin de obtener transcritos con estabilidad y actividad de traduccion mejoradas en
condiciones celulares. Los transcritos con tales propiedades se estudian cada vez mas en el contexto de terapias
génicas novedosas basadas en ARNm. En el Ultimo caso, la resistencia de las estructuras de la caperuza a otra enzima
anticaperuza, Dcp2, es un asunto clave.

La enzima DcpS (secuestrante anticaperuza) es una enzima implicada en el proceso de degradacion de ARNm en
eucariotas. Hay dos rutas principales de degradacion de ARNm en células eucariotas, la degradacién 5—3' y la
degradacion 3'—5’ (Rydzik, Lukaszewicz et al., 2009). Ambas rutas de degradacion se inician por desadenilacion. La
degradacion en direccion 5—3’ esta seguida por eliminacion de la caperuza del ARNm como resultado del corte del
enlace entre los fosfatos a y B, y degradacion por 5-exonucleasa. La degradacion 3'—5’ implica degradacion de ARNm
por exosoma empezando desde el extremo 3. Tal degradacion produce una liberacién de residuos de la caperuza
dinucleotidicos u oligonucleétidos cortos de finalizacion de la caperuza, que después son degradados por la enzima
DcpS. DCpS pertenece a las pirofosfatasas de la familia HIT e hidroliza la caperuza entre los fosfatos y y 8 liberando
7-metilguanosina 5-monofosfato (m’GMP) y un segundo producto, que es en consecuencia un nucledsido 5'-difosfato
o un oligonucledtido corto. Los ARNm terminados con caperuzas mas largas no son sustratos para DcpS. Tampoco
7-metilguanosina 5’-difosfato (m’GDP), que es un producto de la degradacion de ARNm 5'—3’, es un sustrato para
DcpS. Una actividad de la enzima DcpS se considera vital para la homeostasis celular, ya que residuos de la caperuza
innecesarios liberados del ARNm durante la degradacién 3'—5’ podrian afectar adversamente otros procesos celulares
dependientes de la caperuza. DcpS esta localizada tanto en el citoplasma como en el nucleo, donde puede estar
implicada en regulacion del ayuste (Shen, Liu et al., 2008). Por tanto, se sugirié que el papel de DcpS en la célula va
mas alla de sus funciones bien caracterizadas en la degradacion del ARNm 3'—5’ (Bail y Kiledjian 2008).

Se describié en 2008 que la inhibicién de DcpS puede proporcionar un efecto terapéutico en atrofia muscular espinal.
La AME es una enfermedad neurodegenerativa comin que se produce de media una vez cada 6000 nacimientos
(Akagi y Campbell 1962). Esta producida por bajos niveles de proteina SMN (supervivencia de motoneurona), que
esta codificada por los genes SMN. Dos genes SMN, es decir, SMN1 y SMN2, estan presentes en seres humanos. La
principal diferencia entre ellos es un cambio de secuencia en el exén 7, que afecta el ayuste del pre-ARNm. Como
resultado, una expresion del gen SMN1 produce una proteina estable y funcional, mientras que la proteina expresada
de SMN2 esta acortada. Mutaciones en ambas copias del gen SMN1, incluyendo deleciones, conversiones a gen de
tipo SMN2 y mutaciones puntuales, producen enfermedad AME. Las personas que tienen solo una copia de SMN1
defectuosa son portadores de AME, pero no muestran ninguin sintoma de la enfermedad.

El gen SMN2 homdlogo no puede proporcionar suficientes cantidades de proteina SMN funcional, pero se observo
que mayor numero de copias del gen SMN2 esta acompafado por un curso mas benigno de la enfermedad. Por tanto,
se cree que compuestos que aumentan la cantidad de proteina codificada por el gen SMN2 en una célula pueden ser
terapéuticos contra AME. Se encontré que algunas quinazolinas 5-sustituidas pueden aumentar la expresion del gen
SMN2 incluso dos veces (Akagi y Campbell, 1962). Intentando desentrafiar el mecanismo molecular que subyace a
esta activacion, en otro estudio usando marcaje radioactivo, los autores identificaron DcpS como la proteina que se
une a quinazolina 5-sustituida.

Estos experimentos permitieron identificar DcpS como una diana terapéutica en el tratamiento de AME.
2
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Estudios adicionales indicaron que varias quinazolinas C5-sustituidas son potentes inhibidores de la enzima DcpS (ya
a concentraciones nanomolares), y que el potencial inhibidor esta correlacionado con el nivel de activacion del
promotor del gen SMN2. El potencial terapéutico de estos compuestos se demostrd después in vivo en un modelo de
raton (Butchbach, Singh et al., 2010). Se describié recientemente que uno de los inhibidores de DcpS, compuesto
RG3039, mejora la funciéon motora en ratones con AME (Van Meerbeke, Gibbs et al.).

A pesar de ensayos preclinicos y clinicos en marcha, todavia no hay tratamiento eficaz de AME, por tanto, hay una
necesidad continua para nuevos compuestos con potencial terapéutico.

Los analogos de caperuza dinucleotidicos con modificaciones en el puente trifosfato y 7-metilguanosina ribosa se
pueden usar para la sintesis de moléculas de ARN con caperuza in vitro. EI método es util puesto que permite obtener
moléculas de ARN con propiedades biolégicas mejoradas, en particular, una actividad de traduccion aumentada y
semivida prolongada en células (Grudzien, Kalek et al., 2006). Estas dos caracteristicas producen, que se obtenga
una cantidad significativamente mayor de proteina mientras que se utiliza la misma cantidad de ARNm. Esto puede
encontrar una amplia gama de aplicaciones tanto en investigacion, como para la produccién comercial de péptidos y
proteinas, incluyendo aplicaciones terapéuticas, por ejemplo, en inmunoterapia contra el cancer (Sahin, Kariko et al.,
2014).

El método mas comun usado para obtener ARNm con caperuza in vitro, es la sintesis de ARNm en moldes de ADN
usando ARN polimerasa bacteriana o de bacteriéfago en presencia de los cuatro ribonucledsidos trifosfatos y un
dinucledtido de caperuza tal como (m’GpppG). La polimerasa inicia la transcripcion por ataque nucleofilico de 3'-OH
de la fraccion Guo en m’GpppG sobre el fosfato alfa del siguiente nucledsido trifosfato transcrito, produciendo
m’GpppGpN como un producto inicial (Contreras y Fiers 1981, Konarska, Padgett et al., 1984).

La cantidad de proteina producida por un ARNm sintético introducido a un cultivo de células de mamifero esta limitada
por la degradacién del ARNm en condiciones celulares. La degradacion de ARNm in vivo se inicia principalmente por
la eliminacion de caperuza del extremo 5’ del ARNm por una pirofosfatasa especifica Dcp1/Dcp2 que corta el enlace
entre los fosfatos alfa y beta (Mildvan, Xia et al., 2005). La enzima Dcp2, que forma un complejo con una proteina
reguladora Dcp1, es responsable de cortar la estructura de la caperuza de los transcritos de longitud completa o de
fragmentos de al menos 20 nucleétidos de los mismos (Lykke-Andersen 2002). El complejo Dcp1/Dcp2 desempeia
un papel clave en la regulacion de la expresion génica. Hacer los transcritos de ARN en la caperuza resistente a esta
actividad enzimatica produce una expresion aumentada de la proteina codificada por tal ARNm modificado (Ziemniak,
Strenkowska et al., 2013). Cuando la modificacién no altera simultaneamente las interacciones con un factor de
iniciacion de la traduccion, entonces esto produce una actividad de traduccion del ARNm aumentada. Los ARNm que
tienen tales propiedades son deseables para aplicaciones terapéuticas incluyendo inmunoterapia contra el cancer
(Kuhn, Diken et al., 2010), reprogramacion de células madre (Warren, Manos et al., 2010) o suplementaciéon de
proteinas formadas en las células en una forma defectuosa o en cantidades insuficientes. Las modificaciones en un
puente trifosfato de una estructura de caperuza se conocen en la bibliografia, aumentando la resistencia a la enzima
Dcp2. Estas incluyen, entre otras, analogos donde atomos de oxigeno en la posicion del puente alfa-beta se
sustituyeron con un grupo metileno, analogos donde el oxigeno no en el puente en la posicion beta se sustituyd por
un atomo de azufre o un grupo boranofosfato. En el caso del analogo con metileno, una estabilidad aumentada del
ARNmM no produjo un aumento en la eficacia de sintesis de proteina en las células, que probablemente se debia a
afinidad disminuida a la proteina elF4E (Grudzien, Kalek et al., 2006). En el caso de modificaciones no en el puente
en posicidn beta, una resistencia aumentada a Dcp2 y afinidad aumentada a elF4E produjo una actividad de traduccion
aumentada de tal ARNm modificado en el las células (Grudzien-Nogalska, Jemielity et al., 2007) (Kowalska,
Wypijewska del Nogal et al., 2014). Una caracteristica comun de todos los analogos de caperuza que tras la
incorporacion a ARNm demostraron susceptibilidad reducida a degradacion por Dcp2 era la localizacion de la
modificacion cerca del sitio de corte de la caperuza por la enzima, es decir, la posicién alfa-beta en el puente trifosfato.

Algunos resultados de trabajos anteriores de los inventores también se han divulgado en solicitudes de patente
anteriores.

El documento WO 2008/157688 divulga analogos de caperuza de ARNm. Sin embargo, los compuestos divulgados
en dicho documento poseen todos atomos de oxigeno 5'.

El documento EP 2 281 579 A1 se refiere a la modificacion de ARN con otros analogos de 5’-caperuza, con el fin de
mejorar la estabilidad y aumentar la expresion de dicho ARN, en particular en células presentadoras de antigenos
inmaduras. Sin embargo, los compuestos divulgados en dicho documento no poseen ningun atomo de azufre.

El documento WO 2009/149253 divulga analogos de caperuza dinucleotidicos, que se han modificado en diferentes
posiciones de fosfato con un grupo boranofosfato o un grupo fosforoselenoato. Los analogos son utiles como reactivos
en la preparacion de ARNm con caperuza y tienen estabilidad aumentada tanto in vitro como in vivo. Se pueden usar
como inhibidores de traduccién dependiente de la caperuza.
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Divulgacion de la invencion

Considerando el estado de la técnica descrito, el fin de la presente invencion es superar las desventajas indicadas y
proporcionar una nueva clase de analogos de extremo 5’ de ARNm nucleotidicos que afectan la actividad DcpS, sus
usos, incluyendo en tratamiento de AME, asi como métodos para su sintesis.

Otro fin de la invencion es proporcionar ARNm modificado en el extremo 5’ con analogos de extremo 5’ (caperuza) de
ARNmM que contienen una fraccion 5’-fosforotiolato, aumentando de esta manera la estabilidad del ARNm y la eficacia
de biosintesis de la proteina codificada por ese ARNm en las células. Otro fin de la invencién es proporcionar ARNm
modificado en el extremo 5 con analogos de extremo 5 (caperuza) de ARNm que contienen una fraccion 5'-
fosforotiolato, transcritos que se pretenden para uso como una medicina, incluyendo para uso en terapias génicas
novedosas basadas en ARNm.

La presente invencion se refiere a una clase novedosa de analogos de extremo 5 de ARNm nucleotidicos. Los nuevos
analogos contienen un atomo de azufre en la posicién de 5-nucledsido, es decir, al menos uno de los atomos de
oxigeno en posicion 5’ se sustituyd por un atomo de azufre. Sorprendentemente, los inventores descubrieron que los
nuevos analogos que contienen la modificacion con el atomo de azufre en la posicion 5 desde el lado de 7-
metilguanosina son resistentes a la actividad hidrolitica de la enzima DcpS, y son inhibidores de la enzima DcpS,
afectando de esta manera la expresion de proteinas SMN, que es de relevancia terapéutica en el tratamiento de AME.
Tales compuestos que son estables frente a la actividad de DcpS y/o afectan la actividad de DcpS también se usaran
en la regulacion de la degradacion de ARNm, asi como modulacion y regulacion de ayuste. Se encontrd que los
siguientes analogos eran particularmente preferidos desde el punto de vista de propiedades inhibidoras: m’GSpppG
(no. 24), m’GSpppSG (no. 32), m’GSppspG D1 (no. 30), m’GSppspG D2 (no. 31), m’GSppspSG D1 (no. 33),
m’GSppspSG D2 (no. 34), y el mas preferido era m’GSppspSG D2 (no. 34). Los analogos m’GSpp (no. 12), m’GSppG
(no. 23), m’GSppCHpG (no. 25), m”2°GSpppG (no. 26), m’GSpCHppSG (no. 37) eran igualmente beneficiosos.

La presente invencion también se refiere a ARNm modificado en el extremo 5’ con analogos de extremo 5’ (caperuza)
de ARNm que contienen fraccion 5’-fosforotiolato, aumentando de esta manera la estabilidad del ARNm vy la eficacia
de biosintesis de la proteina codificada por ese ARNm en las células. La presente invencién también se refiere a
ARNmM modificado en el extremo 5 con analogos de extremo 5 (caperuza) de ARNm que contienen fraccion 5'-
fosforotiolato, ARNm modificados que se pretenden para uso como una medicina, incluyendo para uso en terapias
génicas novedosas basadas en ARNm.

Sorprendentemente, los inventores encontraron que los nuevos analogos segun la presente invencion que contienen
las modificaciones con atomo de azufre en posicion 5’ desde el lado de 7-metilguanosina después de la incorporacion
en ARNm por un método de transcripcion in vitro se vuelven resistentes a la actividad hidrolitica de la enzima Dcp1/2,
y por tanto afectan la estabilidad del ARNm y la eficacia de biosintesis de la proteina codificada por este ARNm en
una célula, incluyendo la linea celular HelLa. Esta es la primera vez cuando una modificacion localizada lejos del sitio
del corte del puente trifosfato en la caperuza por Dcp1/2 hace la estructura de la caperuza resistente al proceso de su
eliminacion, lo que produce una semivida aumentada del ARNm. Este inesperado hallazgo es de importancia
terapéutica significativa en terapias génicas que implican una expresion de la proteina deseada en la base del ARNm
sintético suministrado, como es el caso de activacion especifica del sistema inmunitario en inmunoterapia contra el
cancer. Por tanto, se pueden usar transcritos de ARNm modificado, por ejemplo, que codifican una proteina
caracteristica para un tipo de cancer determinado, para activar el sistema inmunitario contra células cancerosas que
contienen este antigeno especifico. Se encontré que los siguientes analogos eran particularmente preferidos desde el
punto de vista de las propiedades de traduccién del ARNm modificado: m’GSpppG (no. 24), m"2°GSpppG (no. 26),
m’GSpppSG (no. 32), m’GSppspG D1 (no. 30), m’GSppspG D2 (no. 31), m’GSppspSG D1 (no. 33), m’GSppspSG D2
(no. 34), y el mas preferido era m”2°GSpppG (no. 26).

La presente invencion se refiere a un analogo de caperuza 5'-fosforotiolato segun la férmula 1

\
NL_~
N
c ST
N N//kNHz
Yo P‘L1 o)

R;
Férmula 1

en donde

L' y L? se seleccionan independientemente del grupo que comprende O y S, en donde al menos uno de L1y L no es
O;
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n=0,102;
X1, Xz, X3 se seleccionan independientemente del grupo que comprende O, S;
R' se selecciona del grupo que comprende CH3, CoHs, CH2Ph, alquilo o alquilo sustituido;

R? y R®se seleccionan independientemente del grupo que comprende H, OH, OCH3, OC;Hs, -COOH, CH,COOH, N,
CH2N3, alquilo, alquenilo, o alquinilo;

R*y R®se seleccionan independientemente del grupo que comprende H, OH, OCH3, OC;Hs, -COOH, CH,COOH, N,
CH2Ns3, alquilo, alquenilo, o alquinilo;

Y1, Y2 se seleccionan independientemente del grupo que comprende CH,, CHCI, CCl,, CF2, CHF, NH, O;

y B es un grupo segun la férmula 3, 4,5,6,07

NH,

NH, (0] \ 0
SN N NH *N NH NH
) < f <7
N/) N N/)\NH N N//kNH ,&
o “h.
féormula 3 féormula 4 féormula 5 formula 6 formula 7

Se selecciona un analogo de caperuza 5'-fosforotiolato preferido del grupo que consiste en:

No Compuesto Formula estructural Nombre quimico
HaG
OH OH . ¢ IK/L P1-(7-metil-guanosin-
21 m’GopSG o ch,’ —o- g o 5%il)-P2-(5"-desoxi-5'-
PP HoN NN 6 & k J tioguanosin-5'-il)
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2 H\,L/ w/]l\: N OH OH trifosfato
N
o)
He @
,N.\.AN
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; 9 ] " um 5'-tioguanosin-5™il)-
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HaN N _N o} O g.
'D;\(\I[ 2 OH OH difosfato
N
0
HG  ©
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OH OH < AL P1-(7-metil-5'-desoxi-
¢ ¢ 9 TN NH, 5'-tioguanosin-5"-il)-
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HN 0 O . =
’ \(\(\[ 2 OH OH trifosfato
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HG @
NZ XN
OH OH o o o (’wa P1-(7-metil-5'-desoxi-
25 m’GSppCHpG 0 —o—ﬁvﬁ—o-&s o 5 tloguant_Jsml_S il)
HaN._N.__N 4 P3-guanosin-5'-il 2,3-
HT“I/) OH OH metilenotrifosfato
N
o
he 7
p— <,“f~ P1-(2-0-metil-7-
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0
HG O
N =N
- QN]\I/L,)\ PA-(7-metil-5"-desoxi-
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N
o
He ¢
N N
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HaN NN 8 & o P3-.gu§nosm-5-ll2-
HWN/\J 7 OH OH tiotrifosfato D2
N
o
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Gii. Ok «Nfi P1-(7-metil-5'-desoxi-
. o o o NN “nH, | 5'-tioguanosin-5*-il)-
32 m’' GSpppSG 07 Ls—p-o—p-0-p-s— , P3-(5'-desoxi-5"-
HzN\r,N N c o o tioguanosin-5'-il)
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o
Hoc O
oM o V| ‘i P1-(7-metil-5-desoxi-
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33 L 0" Ls-p-o—p-0-p-5— , P3-(5'-desoxi-5'-
HQNY/N N 0 0 O tioguanosin-5'-il) 2-
HN 2 OH OH tiotrifosfato D1
N
0
HG @
Nf
OH OH ¢ \i P1-(7-metil-5-desoxi-
; o s o N N7 SN, 5-tioguanosin-5'-il)-
'GSpppSG i ] i : 9 .
34 m 1y $-P-0—P-0—P-8 o P3-(5'-desoxi-5'-
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HG
Pl o s o fJ\ P1-(7-metil-guanosin-
35 m’ GppspSG |coj b o—b—o—b-0 M2 5.il)-p3-(5-desoxi-5'-
D1 H,N_ _N ) 6 O O tioguanosin-5'-il) 2-
N N
H\'L/\’I P OH OH tiotrifosfato D1
N
)
Hi¢ @
OH OH (/N N PA-(7-metil ;
d & o W N -(7-metil-guanosin-
36 | M GPppSG Fo} N I N 2 | 5l)-P3-(5"desoxi-5"
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2N N P
FIWJ: » OH OH tiotrifosfato D2
N
o)
He @
OH OH quN - ,
o o o " N/ANHz P1-(7-metil-5"-desoxi-
37 m’GpCHppSG :0 LS—é—O—évﬁ-o N 5-t|oguanlosurl|-.5 -il)-
HaN_ NN o o0 © P3-guanosin-5%il) 1,2
H”\n/l\n) OH OH metilenotrifosfato
)
OH OH f /I\ P1-(2’-0-metil-7-
) o o O H, | metil-guanosin-5'-il)-
38 | m""%GpppsG 0" Ls-p-0-P-0-p-0- P3-(5"desoxi-5"
H’N\(/N N ¢ o 0 tioguanosin-5-il)
”"“\w/\i[r\:’> OH Oscp, trifosfato
o

Se selecciona un analogo de caperuza 5'-fosforotiolato incluso mas preferido del grupo que consiste en:

No | Compuesto Férmula estructural Nombre quimico
HC¢ @
N XN
ik ¢ INﬁi\NH P1-(7-metil-5"-desoxi-
23 m’GSppG 0" Lo-p-o-p-s o : §'-tioguanosin-5'-il)-
H,N_ _N & o P2-guanosin-5*il
’ g " difosfato
HN#,{) OH OH
o)
HG 9
N N
OH OH < 1L P1-(7-metil-5'-desoxi-
o o o N7 SNT T NH; e P
24 m’GSpppG o O~ O=ppmO-P=3 5’-tioguanosin-5'-il)-
HaN. N N 6 & o kog P3-guanosin-5™il
Y); ? OH OH trifosfato
HN N
o)
He
N2 >N
_ OH_OH ) ¢ 1L P1-(7-metil-5-desoxi-
m’GSppCHzp ‘ r o N™ “NRg 5'-tioguanosin-5'-il)-
25 | 07 Lo-p_P—0-P-54 4 oo
G NN 5 o P3-guanosin-5-il 2,3
N N . .
Y\NI/) OH OH metilenotrifosfato
HN N
0
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HG
OH OH <N i \)N\ P1-(2"-0-metil-7-
, o o o NTONT NH, metil-5™-desoxi-5"-
26 | m™°GspppG © 0-P-0—P—0-B-5— o l tioguanosin-5'-il)-P3-
HN NN 6 o © guanosin-5"il
”\J‘/WJ:N/) OH Oseyy, trifosfato
o
Hg @
N <N
QH_QH <L P1-(7-metil-5"-desoxi-
7 o s O N7 N NH. s o A
30 m"GSppspG o S N 5'-tioguanosin-5™il)-
b1 HaN_N< N 6 & o ° P3-guanosin-5"il 2-
J‘II ? OH OH trifosfato D1
N
0
HG ¢
N >N
QH_OH <AL PA-(7-metil-5"-desoxi-
7 o & N NH . . .
31 m’'GSppspG 0~ L o—p-o—b-o0-b-5 2 5-tioguanosin-5*il)-
D2 HaN. M 888 o P3-guanosin-5™il 2-
2 N
I I_» OH OH tiotrifosfato D2
N
0
HG @
OH OH (rN | \i P1-(7-metil-5’-desoxi-
o o o NN “NH, 5'.tioguanosin-5"il)-
32 | m'GSpppSG O s-p-0-P-0-p-s -0- P3-(5"-desoxi-5"-
”2”?”‘ N> o 0@ © tioguanosin-5'-il)
HNT;N/ OH OH trifosfato
o
HG O
NL x>
OH OH ¢ /)N\ P1-(7-metil-5-desoxi-
m GSp.0SG o v o N7 SN "NH, | 5'-tioguanosin-5'-il)-
33 g 07 Ls—p-0—p-0-p-s— , P3-(5'-desoxi-5'-
“2NY/N N © o o tioguanosin-5'-il) 2-
HNWIN’> OH OH tiotrifosfato D1
0
HG @
N~ SN . .
OH OH ¢ ] e P1-(7-metil-5'-desoxi-
M GSop.0SG o s . NT>N""NH, 5-tioguanosin-5™il)-
34 ggg.p 0" Lg—p-0-p-0-P-5— o P3-(5'-desoxi-5"
HzNT,N N o o o tioguanosin-5'-il) 2-
HN\HIN) OH OH tiotrifosfato D2
o
He 9
NZ <N
OH OH < L PA-(7-metil-5-desoxi-
7 o o o NTNTNH, ) i Py
37 m’'GpCHzppS 0" Lo popb_po §'-tioguanosin-5’-il)-
G BN N T 0 P3-guanosin-5il 1,2-
2 N - P
hig [ » OH OH metilenotiotrifosfato
N
0

La invencion también se refiere a un analogo 5'-fosforotiolato segun la formula 2
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R §
O
¢ ]
=
X3 XN\ X N NJ\NHZ
0 ll:l’ Yz'ﬁ Y{ﬁ‘L o
(0] (o]
Rs Ry
Férmula 2
en donde
m=0,1
n=0,1,02;
L'es S

X1, Xz, X3 se seleccionan independientemente del grupo que comprende O, S;

R' se selecciona del grupo que comprende CHs, CoHs, CH2Ph, alquilo o alquilo sustituido;

R? y R® se seleccionan independientemente del grupo que comprende H, OH, OCHs, OC,Hs, -COOH, Ng, alquilo, o
alquilo sustituido;

Y1, Y2 se seleccionan independientemente del grupo que comprende CH;, CHCI, CCl,, CHF, CF2, NH y O;

Un analogo 5'-fosforotiolato preferido es 7-metilguanosina 5’-desoxi-5'-tioguanosina 5’-difosforotiolato de la férmula 13
a continuacion

H¢ @
N S
N
¢
o o N rkar-|2
"0-P—0-P-S o
o o
OH OH
Férmula 13.

La invencion también se refiere al compuesto segun la invencion para uso como un medicamento.

La invencion también se refiere al compuesto segun la invencién para uso como un medicamento para el tratamiento
de atrofia muscular espinal (AME) y/o alivio de sintomas de AME.

La invencion también se refiere al compuesto segun la invencién para uso en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de atrofia muscular espinal (AME) y/o alivio de sintomas de AME.

La presente invencion también se refiere al compuesto segun la invencion para uso como un regulador de la actividad
DcpS, preferiblemente como un inhibidor de la actividad de la enzima DcpS, mas preferiblemente hDcpS.

La invencién también se refiere al compuesto segun la invencion para uso en la regulacion de la degradacion de ARNm
y/o en la regulacion del ayuste de ARNm.

La invencion también se refiere a un ARNm que comprende en el extremo 5’ el analogo de caperuza 5'-fosforotiolato
novedoso segun la invencion.

El ARNm preferido se caracteriza por el analogo de caperuza 5'-fosforotiolato que se selecciona del grupo que
comprende m’GSpppG (no. 24), m”2°GSpppG (no. 26), m’GSpppSG (no. 32), m’GSppspG D1 (no. 30), m’GSppspG
D2 (no. 31), m’GSppspSG D1 (no. 33), m’GSppspSG D2 (no. 34), mas preferiblemente es m”2°GSpppG (no. 26).

La presente invencién también se refiere a un método de preparacion de ARNm que comprende en el extremo 5’ de
la molécula de ARNm un analogo de caperuza 5'-fosortiolato, caracterizado en que el analogo de caperuza 5'-
fosforotiolato segun la invencion se incorpora durante la sintesis de la molécula de ARNm.

En un método de preparacion preferido de ARNm el analogo de caperuza 5'-fosforotiolato se selecciona de un grupo
que comprende m’GSpppG (no. 24), m"2°GSpppG (no. 26), M’GSpppSG (no. 32), mM’GSppspG D1 (no. 30),
m’GSppspG D2 (no. 31), m’GSppspSG D1 (no. 33), m’GSppspSG D2 (no. 34), mas preferiblemente es m”2°GSpppG
(no. 26).

En un método preferido de preparacién de ARNm, la sintesis de ARNm transcurre mediante transcripcion in vitro.
9
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La invencion también se refiere al ARNm que comprende el analogo de caperuza 5'-fosforotiolato segun la invencion
en el extremo 5’ de la molécula para uso en la produccion de proteinas;

en donde preferiblemente la produccion de proteinas se lleva a cabo en un sistema celular o no celular.
La invencion también se refiere al ARNm segun la invencion para uso como un medicamento.

La invencién también se refiere al ARNm segun la invencidn para uso como un medicamento para el tratamiento de
atrofia muscular espinal (AME) y/o para alivio de sintomas de AME y/o para uso como un medicamento anticancer,
preferiblemente como un medicamento en inmunoterapia anticancer.

La invencion también se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende el

a) compuesto segun las reivindicaciones 1-4, o
b) ARNmM segun la reivindicacion 9; y
un soporte farmacéuticamente aceptable.

Se sintetizaron compuestos sin metilar (GppSG y GpppSG) como controles para estudios bioldgicos.

La tabla 1 enumera los agentes alquilantes usados para la sintesis de nucleétidos apropiadamente modificados que
se obtuvieron por primera vez por los inventores. Las tablas 2 y 3 enumeran analogos de caperuza 5’-fosorotiolato
obtenidos y posteriormente caracterizados por métodos biofisicos y bioquimicos.

Entre los compuestos enumerados en la tabla 2 y la tabla 3, particularmente preferidos respecto al tratamiento de AME
son los analogos 5'-fosforotiolato que comprenden azufre en la posicion 5 desde el lado de 7-metilguanosina
(compuestos no. 12, 23, 24, 25, 26, 30, 31, 32, 33, 34 y 37), que se caracterizan por estabilidad en presencia de
enzima DcpS.

Tabla 1. Analogos 5-desoxi-5-yodo-guanosia (los numeros de compuesto indicados proximo a las
estructuras)

o} be O Hie  ©Q
No Ak M L Nt
A A ¢
N7 NT NH, NN NH, N "N” TNH;
i
=1 _o e
OH O
4 OH O 5 OH OH 6 CHs
Férmula 10 Férmula 11 Foérmula 12

Tabla 2. Analogos mononucleétido 5'-tiofosfato: panel A - guanosina, panel B — 7-metilguanosina

N—"NH
/ \ A --.'.l\
/o \o N~ "NH,
{fn i
O+-P-0O1P-5-
\ v‘ ]
O 40
7: n=0
11: n=1

10
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| Tabla 3. Analogos de caperuza 5'-tiofosfato
o)
OH OH (ij\”
o/ o\ o NN NH,
° Lo—'F} 0-P o—|'='—s—l o
HzN\r/N N o\ o/ O
HN“/[J\:N) OH OH
o)
19: n=0
20: n=1
He¢  Q
OH OH <’N+ B
0 0 0 N |~‘|4J\r~u-|2
0 :_2—1'-;" Yz-l'% YeP-Lq o
H2N\|//N N o\ X/, O
HNTII\? OH O
o)
Numero de Compuesto n R Ly L, Y, Y2 Xz
compuesto
21 m’GppSG 0 H 0 S 0 0 0
22 m'GpppSG 1 H 0 S 0 0 0
23 m’'GSppG 0 H S 0 0 0 0
24 m’'GSpppG 1 H s 0 o) o) o)
25 m’'GSppCHpG 1 H S 0 O [ CcH, | O
38 m’*°GpppSG 1 CH; 0 S 0 0 o}
26 m’“°GSpppG 1 CH, S 0 0 0 0
32 m’ GSpppSG 1 H S S 0 0 0
35 m’Gpps:pSG D1 1 H 0 S 0 0 S
36 m’GppspSG D2 1 H o} S 0 0 S
30 m’GSpp.pG D1 1 H S o) 0 0 S
31 m’GSppspG D2 1 H S o) 0 0 S
33 m’GSppspSG D7 1 H S S 0 0 S
34 m'GSppspSG D2 1 H S S 0 0 S
37 m’GpCHppSG 1 H 0 S CH, | O 0

Los documentos citados en la descripcion y los documentos referenciados en los mismos también se incorporan al
presente documento mediante referencia.

Breve descripcion de los dibujos
Para un mejor entendimiento de la invencion se ilustré con ejemplos y en las figuras adjuntas en donde:
La figura 1 ilustra la sintesis de analogos 5’-desoxi-5'-yodo-guanosina.

La figura 2 ilustra la sintesis de 5’-desoxi-5’-tioguanosina-5-tiofosfatos. A — sintesis de derivados de guanosina; B —
sintesis de derivados de 7-metilguanosina.
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La figura 3 ilustra la sintesis de analogos de caperuza 5'-tiofosfato a través de S-alquilacion. A — tiofosfatos terminales
usados en la reaccioén de alquilacion; B — esquemas de la reaccion de alquilacion usando 5’-desoxi-5-yodo-guanosina
(z Fig. 1) y los tiofosfatos terminales mostrados en A.

La figura 4 ilustra la sintesis de analogos de caperuza 5'-tiofosfato a través de imidazolidas. A — compuestos usados
en el método; B — sintesis de los compuestos finales usando dos derivados activados diferentes no. 9y 29.

La figura 5 ilustra la hidrdlisis de sustrato dinucleotido natural por DcpS y estudios de estabilidad de analogos
modificados con 5'-S: panel A — estudios de estabilidad del analogo de caperuza natural m’GpppG frente a DcpS;
panel B — estudios de estabilidad del analogo de caperuza no. 20 frente a la enzima DcpS (Tabla 3); panel C - estudios
de estabilidad del analogo de caperuza no. 21 frente a la enzima DcpS (Tabla 3).

La figura 7 ilustra una estructura cristalina del sitio activo de la enzima AN37hDcpS en complejo con m’GSppspSG
D2.

La figura 8 ilustra la susceptibilidad a la enzima Dcp1/2 de ARN cortos de 26 nt con caperuza con varios analogos de
caperuza (los transcritos sin caperuza en sus extremos 5’ tienen 25 nt de longitud) que se incuban con la enzima
anticaperuza SpDcp1/2. Las reacciones se llevaron a cabo durante 0, 5, 15, 30 min, después de la terminacion de las
mismas la mezcla de reaccion se resolvié en gel de poliacrilamida al 15 % desnaturalizante, después de completar la
separacion electroforética el gel se tifid con SYBR-Gold (Invitrogen). En cada panel el carril mas a la izquierda se
refiere al control, que es ARN sin caperuza.

La figura 9 ilustra la susceptibilidad relativa a la enzima Dcp1/2 determinada a partir de los datos en la figura 8. La
susceptibilidad relativa a la actividad Dcp1/2 se calculé como la razén de la intensidad de la banda correspondiente al
ARN con caperuza en el extremo 5’ respecto a la suma de intensidades de las bandas correspondientes a ARN con
caperuza y sin caperuza. Todos los valores se normalizaron en relacién al tiempo O min para los ARN individuales.

La figura 10 ilustra la eficacia de traduccion relativa obtenida de medidas de eficacias de traduccion de ARNm que
codifica la luciferasa de Renilla con caperuza con varios andlogos de caperuza en el extremo 5 en extracto de
reticulocitos de conejo.

La figura 11 ilustra la eficacia de traduccion relativa obtenida en células HeLa determinada en base de la actividad
luciferasa en puntos de tiempo seleccionados. Los resultados se presentan como una proporcién de la actividad
luciferasa medida para lisado de células transfectadas con ARNm con caperuza con my2-°GSpppG o my’?-
OGSpppSG en el extremo 5’ respecto a la actividad luciferasa medida para lisado de células transfectadas con ARNm
con caperuza con m’GpppG. Los histogramas representan el valor medio de tres repeticiones biologicas.

La sintesis quimica de analogos de caperuza 5'-tiofosfato es una combinacion creativa de tres métodos de sintesis de
nucleétidos basados en quimica de:

1) Derivados de nucleotidos de imidazolida (véase (Abrams y Schiff 1973); (Barnes, Waldrop et al. 1983); (Kalek,
Jemielity et al. 2006) y (Kalek, Jemielity et al. 2005))

2) S-alquilacion por derivados de nucledsidos que contienen haldgeno (véase (Arakawa, Shiokawa et al. 2003))

3) Sintesis de nucledsido terminal B-tio-di y y-tio-trifosfatos (véase (Zuberek, Jemielity et al. 2003))

Con el fin de sintetizar analogos de caperuza que contienen azufre en la posicion 5’ se desarrollaron dos enfoques
complementarios que en conjunto permiten la sintesis de una variedad completa de analogos 5'-fosforotiolato de
mono- di- y trifosfatos de nucledsidos y analogos de caperuza dinucleotidicos (Fig. 2-4). El enfoque 1 (Fig. 2 y la
primera etapa en Fig. 3) implica la reaccion de S-alquilacién usando una reaccion de sustitucion nucledfila de 5’-desoxi-
5’-yodonucledsidos por - o y-tiofosfatos. El segundo enfoque (Fig. 4) que da compuestos dinucleotidicos que tienen
un atomo de azufre en la posicién 5’, usa una reaccién de acoplamiento entre la forma antes activada de un nucleétido
de imidazolida apropiado y difosfato (en ambos casos, en una fase elegida se uso6 la reaccion de S-alquilacion) en
presencia de ZnCl, como catalizador.

El primer enfoque usa los correspondientes fosforotioatos (mono-, di-, tri-) que portan en una posicién terminal una
fraccion fosforotioato. Las condiciones oOptimas para esta reaccidon es el uso de cantidades equimolares de
fosforotioato, 5’-yodonucledsido y DBU (1,8-diazabiciclo (5.4.0) undec-7-eno) como una base. Hasta la fecha, usando
este método, se obtuvieron 9 analogos de caperuza dinucleotidicos diferentes incluyendo dos unidades que contenian
modificaciones de metileno en las posiciones a- y B-y del puente trifosfato (Figura 3).

El segundo método para el rendimiento eficaz requirié la presencia de cloruros metalicos divalentes tal como ZnCl,,
que también mejora la solubilidad en un medio organico, protege contra la hidrélisis del derivado de imidazolida y
acelera la velocidad de reaccion acercando el derivado de imidazol y el fosfato de la otra molécula. Las condiciones
6ptimas para esta reaccion fue el uso de 1,5 equivalentes del derivado de imidazol relativo al difosfato en presencia
de un exceso de 8 veces de ZnCl, en DMF. Usando el segundo método se obtuvieron nueve analogos de caperuza
5’-fosforotioato mas que contienen dos azufres en la posicion 5’ y un azufre en la posicion 8 no enlazadora en la
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cadena trifosfato (Fig. 4). Hasta la fecha no se ha descrito el uso de analogos 5’-fosforotioato de nucledtidos en este
tipo de reaccion. Debido a la presencia de un centro estereogénico localizado en el atomo de fosforo, cada analogo
que contiene un atomo B-S-azufre se obtuvo como una mezcla de diasteredmeros (llamados D1 y D2 segun el orden
de su elucion de la columna de RP-HPLC). Los diasteredmeros individuales se separaron por RP-HPLC.

Los analogos de caperuza obtenidos se purificaron por cromatografia de intercambio iénico, DEAE Sephadex A-25, y
si la pureza no era suficiente, por HPLC preparativa. Después, los compuestos purificados se ensayaron para sus
propiedades bioquimicas y bioldgicas.

Las rutas de sintesis que producen analogos de caperuza que contienen un atomo de azufre en la posicion 5 se
muestran en las figuras 1-4.

Los analogos de caperuza obtenidos se ensayaron después como sustratos de la enzima DcpS humana (hDcpS).
Como se determin6 usando HPLC de fase inversa (RP HPLC), solo cuatro de los analogos: m’GppSG (no. 21),
m’GpppSG (no. 22), m”?-°GpppSG (no. 38) y m’GppspSG D1/D2 (no. 35-36) fueron hidrolizados por DcpS. Los otros
analogos que contienen un atomo de azufre en la posicion 5’ desde el lado de la guanosina 7-metilada son resistentes
a la hidrdlisis por hDcpS (comparacién de estabilidad de dos analogos diferentes (no. 22) y (no. 24) — Fig. 5, Tabla 4).
En contraste a los compuestos no. 21, 22, 38 y 35-36, el analogo 37 (m’GpCH.ppSG) se modifico adicionalmente con
una fraccion metilenbisfosfonato, y también era resistente a la hidrdlisis por la enzima hDcpS (Tabla 5). Después, se
usaron el método de fluorescencia y sonda fluorogénica para determinar la capacidad de estos compuestos para inhibir
la enzima hDcpS al tiempo que se determina para los compuestos que son resistentes a la actividad enzimatica el
parametro Cls (véase la solicitud de patente PL406893). Después de los estudios, se descubrio que los compuestos
resultantes son muy buenos inhibidores de la enzima DcpS humana.

El analogo no. 34, que muestra las mejores propiedades inhibidoras frente a la enzima hDcpS de todos los analogos
de caperuza ensayados, se cocristalizd con una version acortada de la enzima (AN37hDcpS; la enzima de longitud
completa no formd cristales), y la estructura a resolucion de 2,05 A del complejo se determiné por cristalografia de
rayos X (Fig. 7). La conformacion del andlogo No. 34 observada en la estructura del complejo se diferencia
significativamente de la conformacion de un analogo de caperuza no modificado m’GpppG (compuesto no. 0) en
complejo con un mutante cataliticamente inactivo de hDcpS H277N (Gu, Fabrega et al. 2004). Se observaron
diferencias particularmente sustanciales entre esos dos ligandos en el alineamiento del puente trifosfato, que produce
la exclusion del fosfato y del analogo no. 34 del centro catalitico. Ademas, ademas de las interacciones tipicas del
complejo caperuza/enzima DcpS con el dominio C-terminal, el analogo no. 34 interacciona a través de puentes de
hidrégeno con los residuos de lisina 142 y tirosina 143. Esos aminoacidos estan localizados en la denominada region
bisagra, que conecta los dominios C- y N-terminales, que se mueven uno relativo al otro durante el ciclo catalitico.

La estructura y pureza de los compuestos obtenidos se confirmaron por espectrometria de masas y 'Hy 3'P RMN.

La observacion de que m’GSpppG (compuesto no. 24) y sus analogos son resistentes a hDcpS es inesperada porque
la hidrélisis de compuestos obtenidos transcurre a través de un ataque nucledfilo sobre el grupo fosfato adyacente a
7-metilguanosina, que es consistente con el mecanismo catalitico establecido para los sustratos naturales.

En resumen, la invencién describe estructuras y métodos para la sintesis de varios analogos del extremo 5 del ARNm
(caperuza) que contiene una fraccion 5’-fosforotiolato. Ninguno de los analogos de caperuza descritos, sus
propiedades frente a la enzima DcpS, ni sus métodos de su uso, en particular para el tratamiento de atrofia muscular
espinal (AME) y/o aliviar los sintomas de AME se ha descrito previamente en la bibliografia.

Los analogos seleccionados se usaron para sintesis de ARNm usando un método de transcripcion in vitro con ARN
SP6 polimerasa (New England BioLabs). Se examiné qué porcentaje del conjunto de transcritos con una longitud de
35 nucledtidos tenia una estructura caperuza, y después se examind la susceptibilidad de estos transcritos a
degradacion por una enzima recombinante Dcp1/2 de Schizosaccharomyces pombe (ejemplo 2, ensayo 4, Fig. 8, Fig.
9, Tab. 6). Los transcritos de longitud completa que codifican luciferasa (como un gen indicador) se sometieron a
traduccion en lisado de reticulocitos de conejo (Fig. 10, ejemplo 2, ensayo 5) y en células Hela transfectadas con
ARNmM modificado (Fig. 11, ejemplo 2, ensayo 6). En ambos casos, se determind la eficacia de la traduccion del ARNm
en ambos sistemas de traduccion examinando la actividad de la proteina sintetizada (luciferasa) (Tab. 6).

Los términos usados en la descripcion tienen los siguientes significados. Los términos no definidos en el presente
documento tienen el significado que se presenta y entiende un experto en la materia a la luz de esta divulgacion y el
contexto de la descripcion de la solicitud de patente. Las siguientes convenciones, a menos que se indique de otra
manera, se usaron en la presente descripcion, los términos que tienen los significados indicados como en las
definiciones a continuacion.

El término “alquilo” se refiere a un sustituyente hidrocarbonilo saturado, lineal o ramificado que tiene el numero indicado
de atomos de carbono. Los ejemplos de un sustituyente alquilo son -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-
hexilo, -n-heptilo, -n-octilo, -n-nonilo y -n-decilo. Los alquilos de -(C1-C10) ramificados representativos incluyen -
isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo, -tert-butilo, -isopentilo, - neopentilo, -1- -metilbutilo, -2-metilbutilo, -3-metilbutilo, -1,1-

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2879802 T3

dimetilpropilo, -1,2-dimetilpropilo, -1-metilpentilo, -2-metilpentilo, -3-metilpentilo, -4-metilpentilo, -1-etilbutilo, -2-
etilbutilo, -3-etilbutilo, -1,1-dimetilbutilo, -1,2-dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, -2,2-dimetilbutilo, -2,3-dimetilbutilo, -3,3-
dimetil-butilo, -1-metilhexilo, 2-metilhexilo, -3-metilhexilo, -4-metilhexilo, -5-metilhexilo, -1,2-dimetilpentilo, -1,3-
dimetilpentilo, -1,2-dimetilhexilo, -1,3-dimetilhexilo, -3,3-dimetilhexilo, 1,2-di-metilheptilo, -1,3-dimetilheptilo y -3,3-
dimetilheptilo y otros.

El término “alquenilo” se refiere a un sustituyente hidrocarbilo aciclico saturado, lineal o ramificado que tiene el nimero
indicado de atomos de carbono y que contiene al menos un doble enlace carbono-carbono. Los ejemplos de un
sustituyente alquenilo son -vinilo, -alilo, -1-butenilo, -2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo, -3-metil-1-
butenilo, -2-metil-2-butenilo, -2,3-dimetil-2-butenilo, -1-hexenilo, -2-hexenilo, -3-hexenilo, -1-heptenilo, -2-heptenilo, -
3-heptenilo, -1-octenilo, -2-octenilo, -3-octenilo, -1-nonenilo, -2-nonenilo, -3-nonenilo, -1-decenilo, -2-decenilo, -3-
decenilo y otros.

El término “alquinilo” se refiere a un sustituyente hidrocarbilo aciclico saturado, lineal o ramificado que tiene el nimero
indicado de atomos de carbono y que contiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los ejemplos de un
sustituyente alquinilo son acetilenilo, propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, 1-pentinilo, -2-pentinilo, -3-metil-1-butinilo, -4-
pentinilo, -1-hexinilo, -2-hexinilo, -5-hexinilo y otros.

El término “heteroatomo” se refiere a un atomo seleccionado del grupo de oxigeno, azufre, nitrégeno, fosforo y otros.

El término “HPLC’ se refiere a cromatografia liquida de alta resolucion, y los solventes designados como solventes
para “HPLC” significan solventes de pureza adecuada para el analisis por HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucion).

El término “RMN’ significa resonancia magnética nuclear.

El término “sistema celular’ se refiere a células capaces de llevar a cabo un proceso de biosintesis de proteinas en un
molde de ARN.

El término “sistema no celular’ significa un a mezcla bioldgica que contiene todos los ingredientes necesarios para la
biosintesis de proteinas en base de un molde de ARN, habitualmente un lisado de células animales o vegetales.

Modos para llevar a cabo la invencion

Los siguientes ejemplos se proporcionan solamente para ilustrar la invencion y para explicar sus varios aspectos, y no
para su limitacion, y no se debe igualar con todo su ambito, que se define en las reivindicaciones adjuntas. Los
siguientes ejemplos, a menos que se indique de otra manera, implicaron el uso de materiales estandar y métodos
usados en el campo o los procedimientos recomendados por el fabricante para los materiales y métodos particulares.

Ejemplos
Informacioén general relacionada con la sintesis, aislamiento y caracterizacion de nuevos analogos de caperuza

Los nucledtidos que eran intermediarios se purificaron por cromatografia de intercambio i6nico en DEAE Sephadex A-
25 (forma HCO3") usando un gradiente lineal de bicarbonato de trietilamonio (TEAB) en agua desionizada. Después
de la evaporacion a presion reducida, durante la que se afadio etanol al 96 % varias veces para descomponer €l
tampon TEAB, los intermedios se aislaron como sales de trietilamonio. Los productos finales (analogos de caperuza)
se purificaron de la misma manera y después se purificaron por HPLC semipreparativa, y se sometieron a liofilizacién
varias veces y se aislaron como sales de amonio. Se realizé HPLC de fase inversa (RP HPLC) analitica en un aparato
Agilent Technologies Series 1200, con columna Supelcosil LC-18 RP-T (4,6 x 250 mm, flujo 1,3 ml/min) con un
gradiente lineal de metanol del 0 %-25 % (programa A) en acetato de amonio 0,05 M (pH 5,9) o metanol del 0 %-50
% (programa B) en acetato de amonio 0,05 M (pH 5,9). Los compuestos eluidos se detectaron usando detector de UV-
VIS (a 260 nm) y detector de fluorescencia (excitacion 260 nm, emisiéon 370 nm). Se llevé a cabo RP HPLC preparativa
en el mismo aparato usando una columna Discovery RP Amida C16 (21,2 x 250 mm, flujo 5,0 ml/min) usando un
gradiente lineal de acetonitrilo en acetato de amonio 0,05 M (pH 5,9) como la fase mévil. Se registraron los espectros
de '"H RMN y 3P RMN a 25 °C en un Varian UNITY-plus a una frecuencia de 399,94 MHz y 161,90 MHz
respectivamente. Los desplazamientos quimicos de 'H RMN se describieron respecto a TSP (propionato de 3-
trimetilsisil [2,2,3,3-D4] sodio) en DO (estandar interno). Los desplazamientos quimicos de 3'P RMN se describieron
respecto a acido fosforico al 20 % en D.O (estandar externo). Los espectros de masa de alta resoluciéon en modo de
ion negativo [MS ESI (-)] o positivo [MS ESI (+)] se registraron en un Micromass QToF 1 MS. Leer el lector de placas
de fluorescencia se realizé en un Tecan Infinit200® PRO con excitacién a 480 nm y emisién a 535 nm. Las muestras
se colocaron en una placa de 96 pocillos negra (Greiner). Las cristalizaciones se realizaron en placas de 96 pocillos
con pocillos de 3 lentes (Swissci), utilizando un robot de pipetear Mosquito Crystal (TTp Labtech). Los solventes y
otros reactivos se compraron de Sigma-Aldrich y se usaron sin purificacion adicional, a menos que se indique de otra
manera posteriormente. Las sales de sodio de GMP y GDP comercialmente disponibles se convirtieron a sales de
trietilamonio usando cromatografia de intercambio i6nico en Dowex 50 WX8. Las sales de trietilamonio y sales sodicas
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de m’GMP y m’GDP, m’GMP-Im y m’GDP-Im se obtuvieron como se describe en la bibliografia (Kalek, Jemielity et
al. 2005), (Jemielity, Fowler et al. 2003). Se obtuvieron 5'-desoxi-5'-yodo-guanosina, 5'-desoxi-5'-tioguanosin-5'-
monotiofosfato y fosforotioato de trietilamina como se describe en la bibliografia ((Arakawa, Shiokawa et al. 2003),
(Zuberek, Jemielity et al. 2003)). Se prepard la sal de trietilamonio de m’GpCHzp como se describe en la bibliografia
(Kalek, Jemielity et al. 2006). Se preparé GpCH2ppS como se describe (Kowalska, Ziemniak et al. 2008)

En los ejemplos a continuacién, en los paréntesis para compuestos especificos se da la referencia a la figura y el
numero que indica los sustituyentes especificados, que corresponde a un numero particular para el analogo de
caperuza particular.

Ejemplo 1. Sintesis y aislamiento de nuevos analogos de caperuza
Método general de sintesis de derivados 5’-yodo nucleésidos (Fig. 1, no. 3, 4)

Se afiadié yodo (3 mmol, M = 253,81 g/mol durante 5 min a una suspensidon magnéticamente agitada del
correspondiente nucledsido (1 mmol), trifenilfosfina (3 mmol, M = 262,29 g/mol) e imidazol (6 mmol, M = 68,08 g/mol)
en N-metil-2-pirrolidinona (a una concentracién de nucledsido 0,25 mol/l) a temperatura ambiente. La reaccion se
realizé durante 3 h, y el progreso de la reaccion se siguié usando RP HPLC. Después, la mezcla de reaccion se echo
en una solucion de CH,Cl2:H20 (3:1, v/v), diluyendo la mezcla de reaccion 12 veces. Se formé un precipitado cristalino
blanco durante 24 h a 4 °C, en la interfase de las dos capas. El precipitado se filtr6 a presién reducida, se lavd con
cloruro de metileno y se seco al vacio sobre P20s.

5’-desoxi-5’-yodo-guanosina (Fig. 1, no. 3)

Se obtuvo 5-desoxi-5-yodo-guanosina (Fig. 1, no. 3), (10,4 g, 26,5 mmol, 75 %) empezando de guanosina (Fig.1, no.
1), (10 g, 35,3 mmol) segun el procedimiento general tr (B) = 12,36 min.

'"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 10,65 (s, 1H, H-1), 7,89 (s, 1H, H-8), 6,47 (bs, 2H, NH2), 5,68 (d, 1H, J = 6,26
Hz, H-1'), 5,51 (d, 1H, J = 6,26 Hz, 2'-OH), 5,35 (d, 1H, J = 4,70 Hz, 3'-OH), 4,59 (q, 1H, J = 5,48 Hz, H-2'), 4,03 (q,
1H, J = 5,09, 3,13 Hz, H-3'), 3,90 (dt, 1H, J = 6,26, 3,13 Hz, H-4'), 3,53 (dd, 1H, J = 6,26, 5,87 Hz, H-5'), 3,39 (dd, 1H,
J=10,17, 6,65 Hz, H-5'); HRMS ESI (-) m/z calculada para C1gH11IN5O47, (M-H): 391,9861, determinada 391,98610.

5’-desoxi-5’-yodo-2’-O-metil-guanosina (Fig. 1, no. 4)

Se obtuvo 2’-O-metil-5’-desoxi-5-yodo-guanosina (Fig. 1, no. 4), (328,8 mg, 0,81 mmol, 80 %) empezando de 2’-O-
metilguanosina (Fig. 1, no. 2) (300 mg), 1,0 mmol) segun el procedimiento general. tr (B) = 14,44 min;

"H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 7,95 (s, 1H, H-8), 6,50 (bs, 2H, NH2), 5,81 (d, 1H, J = 6,41 Hz, H-1"), 5,50 (d,
1H, J = 5,34 Hz, 3'-OH), 4,41, 4,40 (2d, 1H, J = 6,26, 6,41 Hz, H-2'), 4,28-4,25 (m, 1H, H-3'), 3,97, 3,96 (2t, 1H, J =
6,56, 3,05 Hz, H-4"), 3,56 (dd, 1H, J = 6,41, 10,38 Hz, H-5"), 3,43 (dd, 1H, J = 10,53, 6,87, 6,71 Hz, H-5"), 3,30 (s, 3H,
CH3);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C11H13INsO47, [M-H]: 406,0090, determinada 406,0021.

5’-desoxi-5’-yodo-7-metilguanosina (Fig. 1, no. 5)

Se disolvié 5’-desoxi-5-yodo-guanosina (Fig. 1, no. 3) (2 g, 5,09 mmol) en DMF anhidro (20 ml) y se ahadié Mel (2,5
ml, 40,7 mmol). La mezcla de reaccion se agitdé en un agitador magnético a temperatura ambiente. El progreso de la
reaccion se siguio por RP HPLC. Cuando no se observé material de partida, la reaccion se pard afadiendo agua (10
ml), y el exceso de yoduro de metilo se evapor6 al vacio y la mezcla de reaccion se concentrd a presion reducida.
Después, al producto crudo restante se le afiadié CH»Cl, (100 ml) y se formé un precipitado amarillo. El precipitado se
filtrd, a presion reducida, se lavd con CH2Cl; (3 x 20 ml) y se seco durante 24 h al vacio sobre P4O4o. Rendimiento 1,6
g (77,0 %). tr (B) = 11,94 min;

'H RMN (400 MHz, D,O) & ppm 5,98 (d, 1H, J = 3,91 Hz, H-1'), 4,81 (dd, 1H, J = 4,70 Hz, H-2'), 4,31 (t, 1H, J = 5,09,
H-3'), 4,15 (q, 1H, J = 5,48, H-4"), 4,07 (s, 3H, CHj3), 3,50-3,62 (m, 2H, J = 4,70, 5,87 Hz, H-5');

HRMS ESI (+) m/z calculada para C11H15IN5O4*, [M+H]*: 408,01687, determinada 408,01163.
5’-desoxi-5’-yodo-2’-O-metil-7-metilguanosina (Fig. 1, no. 6)

Se disolvié 5’-desoxi-5'-yodo-2’-O-metil-guanosina (Fig. 1, no. 4) (200,8 mg, 0,49 mmol) en DMSO anhidro (3,3 ml) y
se afiadié Mel (0,25 ml, 3,9 mmol). La mezcla de reaccién se agitdé en un agitador magnético a temperatura ambiente.
El progreso de la reaccion se siguié por RP HPLC. Cuando no se observé material de partida, la reaccion se extinguio
con agua (10 ml) y el pH se ajusté a neutro usando NaHCOs3, el exceso de yoduro de metilo se extrajo con éter dietilico
y las fases acuosas se juntaron, seguido por concentrar la mezcla y purificacion por HPLC preparativa obteniendo
45,8 mg el compuesto (77 %). tr (B) = 11,94 min;
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'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 9,03 (s, 1H, H-8), 6,39 (bs, 2H, NH,), 5,95 (d, 1H, J = 4,27 Hz, H-1'), 4,40 (t, 1H,
J = 4,58 Hz, H-2'), 4,24 (t, 1H, J = 4,88 Hz, H-3"), 4,08-4,06 (m, 1H, H-4"), 4,02 (s, 3H, CHs), 3,59 (dd, 1H, J = 5,19,
4,88, 10,68 Hz, H-5'), 3,50 (dd, 1H, J = 7,93, 7,63, 10,68 Hz, H-5'), 3,41 (s, 3H, CHa);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C12H15INsO47, [M-H]: 420,01741, determinada: 420,01758.
guanosina 5’-desoxi-5’-tioguanosina-5’-monofosforotiolato (Fig. 2, no. 7)

A una suspension de 5'-desoxi-5-yodoguanosina (Fig. 2, nr 3) (2 g, 5,1 mmol) en 100 ml de mezcla DMF:H,0O (1:1,
v/v) se afadio tiofosfato trisddico (4,6 g, 25,5 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 24 h a temperatura
ambiente. El precipitado se eliminé por filtracién, el filtrado se evaporé a presion reducida. El residuo se disolvié en 50
ml de agua y el exceso de tiofosfato trisddico se precipitd por adicion de 100 ml de metanol. Después de la separacion,
el producto crudo se purificé por cromatografia de intercambio idnico en Sephadex. El producto se liofiliz6. Rendimiento
1,9 g (64 %). tr (B) = 4,24 min;

"H RMN (400 MHz, D,0O) & ppm 8,05 (s, 1H, H-8), 5,89 (d, 1H, J = 5,73 Hz, H-1'), 4,85 (dd, 1H, J = 5,48 Hz, H-2'), 4,51
(2d, 1H, J = 4,98, 4,23 Hz, H-3'), 4,33-4,39 (m, 1H, H-4'), 3,16-3,08 (m, 2H, Hz, H-5"); 3'P RMN (162 MHz, D20) & ppm
15,42 (s, 1P);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C1oH13NsO7PS -, [M-H]: 378,02788, determinada: 378,02828.

guanosina 5’-desoxi-5’-tio-7-metilguanosina-5’-monofosforotiolato (Fig. 2, no. 8)

A una suspension de 5’-desoxi-5-yodo-7-metilguanosina (Fig. 2, no. 6) (2,0 g, 4,92 mmol) en 100 ml de DMF se afadié
tiofosfato trisodico (4,43 g, 24,6 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 48 h a temperatura ambiente. El
precipitado se elimind y el filtrado se evaporo a presion reducida. El residuo se disolvié en 50 ml de agua y el exceso
de tiofosfato trisédico se precipité por adicion de metanol (100 ml). Después de la separacion, el producto crudo se
purifico por cromatografia de intercambio iénico en Sephadex. El producto se liofiliz6. Rendimiento 1,55 g (53 %). tr
(B) = 4,64 min;

'"H RMN (400 MHz, D,0O) & ppm 7,85 (s, 1H, H-8), 5,89 (d, 1H, J = 3,74 Hz, H-1'), 4,78-4,75 (m, 1H, H-2'), 4,43-4,39
(m, 2H, H-3', H-4"), 4,09 (s, 3H, CHj3), 3,08-2,94 (m, 2H, Hz, H-5'); 3P RMN (162 MHz, D-0) & ppm 14,45 (s, 1P);
HRMS ESI (-) m/z calculada para C11H1sNsO7PS -, [M-H]: 392,04353, determinada: 392,04378.

Procedimiento general de sintesis de guanosina 5’-desoxi-5’-tioguanosina-5’-monofosforotiolato imidazolidas
(Fig. 2, no. 9, 10)

Un compuesto de partida apropiado (sal TEA de nucledtido) (1 mmol) se mezclé con imidazol (10 mmol) y 2,2’-
ditiopiridina (3 mmol) en DMF (a la concentracion de nucleétido de 0,15 M). A continuacion, se afadieron trietilamina
(3 mmol) y trifenilfosfina (3 mmol), y la mezcla se agitd durante 24 h a temperatura ambiente. La adicién de una
solucién anhidra de NaClO4 (4 mmol por cada fraccion fosfato) en acetona anhidra (volumen 10 x mayor que el DMF
afnadido) produjo precipitacion del producto de la mezcla de reaccion. Después de enfriar a 4 °C el precipitado se filtro,
se lavo con acetona fria anhidra y se sec6 al vacio sobre P4O1o.

guanosina 5’-desoxi-5’-tioguanosina-5’monofosforotiolato imidazolida (Fig. 2, no. 9)

Se obtuvo guanosina 5’-desoxi-5’-tioguanosina-5’'monofosforotioato imidazolida (Fig. 2, no. 9) (352 mg, 0,75 mmol, 89
%) empezando de 5’-desoxi-5'-tioguanosina-5'-monofosforotioato (Fig. 2, No. 7) (500 mg, 0,86 mmol) segun el
procedimiento general. tg (B) = 8,27 min;

3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 11,69 (s, 1P);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C13H1sN7OsPS -, [M-H]: 428,05476, determinada: 428,05452.

5’-desoxi-5’-tioguanosina-7-metilguanosina-5’monofosforotiolato imidazolida (Fig. 2, no. 10)

Se obtuvo 5’-desoxi-5'-tioguanosina-7-metilguanosina-5’'monofosforotioato imidazolida (Fig. 2, no. 10) (321 mg, 0,69
mmol, 82 %) empezando de 5’-desoxi-5-tio-7-metilguanosina-5’-monofosforotioato (Fig. 2, No. 8) (500 mg, 0,84 mmol)
segun el procedimiento general. tr (B) = 8,39 min;

HRMS ESI (-) m/z calculada para C14H17N7OPS -, [M-H]: 442,07041, determinada: 442,07070.

Guanosina 5’-desoxi-5’-tioguanosina-5’-difosforotiolato (Fig. 2, no. 11)

Se disolvié guanosina 5’-desoxi-5-tioguanosina-5’'monofosforotioato imidazolida (Fig. 2, no. 9) (100 mg, 0,22 mmol)
en DMF anhidro (2 ml), y se afiadio fosfato de tris(trietilamonio) (100 mg, 0,26 mmol), seguido por la adiciéon de ZnCl,
(235,84 mg, 1,76 mmol). El progreso de la reaccion se controlé con RP-HPLC. La mezcla de reaccién se agit6é a
temperatura ambiente hasta la desaparicion del material de partida. Después, la reaccién se paré por la adicién de
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una solucién acuosa de EDTA (513,92 mg, 1,76 mmol, 50 ml) y se neutralizé con NaHCO3 1 M. El producto crudo se
purificd por cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Sephadex y se aislé6 como sales de TEA. Rendimiento:
108,5 mg (0,14 mmol, 65 %);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C1oH14N5O010P2S -, [M-H]: 457,99421, determinada: 457,99481.

5’-desoxi-5’-tioguanosina-7-metilguanosina-difosfato (Fig. 2, no. 12)

Se disolvié 5’-desoxi-5'-tioguanosina-7-metilguanosina-5’monofosforotioato imidazolida (Fig. 2, no. 10) (100 mg, 0,21
mmol) en DMF anhidro (2 ml), y se afadioé fosfato de tris(trietilamonio) (100 mg, 0,26 mmol), seguido por la adicion de
ZnCl; (224,54 mg, 1,68 mmol). El progreso de la reaccién se controlé con RP-HPLC. La mezcla de reaccion se agité
a temperatura ambiente hasta la desaparicion del material de partida. Después, la reaccién se paro por la adicion de
una solucién acuosa de EDTA (490,56 mg, 1,68 mmol, 50 ml) y se neutralizé con NaHCO3 1 M. El producto crudo se
purificé por cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephadex y se aislé como sales de TEA. Rendimiento: 91
mg (0,12 mmol, 54 %); tr (B) = 5,07 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 8,11 (s, 1H, H-8 lentamente intercambiable), 5,97 (d, 1H, J = 3,91 Hz, H-1"), 4,50, 4,49
(2d, 1H, J = 5,09 Hz, H-2'), 4,41 (q, 1H, J = 5,48, 5,09 Hz, H-3'), 4,07 (s, 3H, CH3), 3,34-3,13 (m, 3H, H-4', H-5'); 3'P
RMN (162 MHz, D;O) & ppm 6,71 (d, 1P, J = 30,81 Hz), 8,21 (d, 1P, J = 30,81 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C11H1sN5O10P2S -, [M-H]: 472,00986, determinada: 472,00967.

guanosina 5’-desoxi-5’-tio-7-metilguanosina-2’-difosforotiolato (Fig. 2, no. 13)

Se disolvié 5’-desoxi-5'-tioguanosina-7-metilguanosina-5’monofosforotioato imidazolida (Fig. 2, no. 10) (100 mg, 0,21
mmol) en DMF anhidro (2 ml), y se afiadi6 tiofosfato de sodio (47 mg, 0,26 mmol), seguido por la adicion de ZnCl»
(224,54 mg, 1,68 mmol). El progreso de la reaccion se controlé con RP-HPLC. La mezcla de reaccién se agit6 a
temperatura ambiente hasta la desaparicion del material de partida. Después, la reaccién se pard por la adicién de
una solucién acuosa de EDTA (490,56 mg, 1,68 mmol, 50 ml) y se neutralizé con NaHCO3 1 M. El producto crudo se
purificé por cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Sephadex y la sal de TEA aislada se uso en la reaccion de
acoplamiento. Rendimiento: 110 mg (0,13 mmol, 64 %);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C11H1sN5O9P2S; ", [M-H]: 487,98702, determinada: 487,98724.

Sintesis de analogos de 5’°-S-caperuza a través de S-alquilacion

Procedimiento general

Se suspendié sal TEA de nucledsido terminal tiofosfato (1 equiv.) en DMSO (a concentracion aprox. 0,1-0,2 M).
Después se afnadieron DBU (1,8-diazabiciclo(5.4.0)undec-7-eno) (1 equiv.) y un derivado de 5-yodoguanosina (1
equiv.). El progreso de la reaccion se siguio por RP-HPLC. La reaccién se paré después de que no hubiera sefial del
tiofosfato terminal por adicién de acido acético al 1 % a pH = 7, la mezcla de reaccion se diluyd con agua y se lavé
con acetato de etilo. El producto se purificd por cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephadex y se aislo
como sal de trietilamonio. El producto se purificé por RP-HPLC semipreparativa.

P1-(guanosin-5'-il)-P2-(5’-desoxi-5’-tioguanosin-5’-il) difosfato — GppSG (Fig. 3, no. 19)

Se obtuvo GppSG (207 mOD, 0,009 mmol, 24 %) empezando de GDPS (Fig. 3, nr 14) (506 mOD, 0,042 mmol) segun
el procedimiento general. RP-HPLC: tr (A) = 6,9 min;

'H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 7,96 (s, 1 H), 7,81 (s, 1 H), 5,77 (d, 1 H, J = 5,48 Hz), 5,70 (d, 1 H, J = 5,87 Hz), 4,80-
4,70 (m, 2H, solapada con la sefial de agua), 4,64 (t, 1 H, J=5,48 Hz), 4,43 (t, 1 H,t, J=3,91 Hz),4,37 (t, 1H, J =
3,91 Hz), 4,30-4,15 (m, 4H), 3,30-3,13 (m, 2 H);

3'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,63 (d, 1P, J = 32,28, 12,5 Hz), -12,02 (d, 1P, J = 30,81 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para CoH25N10014P2S -, [M-H]: 723,07531, determinada: 723,07546.

P1-(7-metilguanosin-5'-il)-P2-(5’-desoxi-5’-tioguanosin-5'-il) difosfato — m’GppSG (Fig. 3, no. 21)

Se obtuvo m’GppSG (1028 mOD, 0,045 mmol, 9 %) empezando de m’GDPS (Fig. 3, no. 17, 5830 mOD, 0,51 mmol)
segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 5,9 min;

'"H RMN (400 MHz, D,O) & ppm 8,98 (s, 1 H, H-8 m’G), 7,87 (s, 1 H, H-8 G), 5,88 (d, 1 H, J = 2,0 Hz, H-1' m’G), 5,73
(d,1H, J=5,7Hz, H-1'G), 4,69 (t, 1 H, J =5,5 Hz, H-2' G), 4,51 (bs., 1 H, H-2’ m’G), 4,32-4,44 (m, 5 H, H-3' G, H-3'
m’G, H-4' G, H-4' m’G, H-5'm’G), 4,24 (dd, 1 H, J=11,3, 5,4 Hz, H5" m’G), 4,04 (s, 3 H, CH3), 3,24-3,41 (m, 2 H, H5',
5" G);

3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,38 (dt, 1P, J = 29,0, 11,5 Hz), -12,00 (d, 1P, J = 32,23 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H27N10014P2S -, [M-H]: 737,09096, determinada: 737,09052.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5-tioguanosin-5’-il)-P2-guanosin-5'-il difosfato - m’GSppG (Fig. 3, no. 23)

Se obtuvo m’GSppG (1660 mOD, 0,073 mmol, 35 %) empezando de GDPBS (Fig. 3, no. 14) (2532 mOD, 0,21 mmol)
segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 7,75 min;
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'"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 7,99 (s, 1 H, H-8 G), 5,83 (d, 1 H, J = 4,2 Hz, H-1' m’G), 5,80 (d, 1 H, J = 6,0 Hz, H-1'
G), 4,65-4,70 (2 H, m, H-2' G, H-2' m’G), 4,45 (t, 1 H, J = 4,1 Hz, H-3' G), 4,19-4,41 (5 H, m, H-3' m’G, H-4' G, H-4'
m’G, H5', 5" G), 4,05 (s, 3 H, CH3), 3,35-3,43 (m, 2 H, H5', 5" m’G);

3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,32 (dt, 1P, J = 29,0, 11,0 Hz), -11,84 (d, 1P, J = 29,00 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H27N10014P2S -, [M-H]: 737,09096, determinada: 737,09146.

P1-(guanosin-5'-il)-P3-(5’-desoxi-5’-tioguanosin-5’-il) trifosfato — GpppSG (Fig. 3, no. 20)

Se obtuvo GpppSG (1149 mOD, 0,051 mmol, 51 %) empezando de GTPyS (Fig. 3, no. 15; 1233 mOD, 0,10 mmol)
segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 5,50 min;

'"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 8,02 (s, 1 H, H-8 G), 7,90 (s, 1 H, H-8 G), 5,82 (d, 1 H, J = 6,0 Hz, H-1' G), 5,78 (d, 1
H,J=6,2Hz, H-1'G), 4,84 (t, 1 H,J =57 Hz, H-2' G), 4,74 (t, 1 H, J = 5,7 Hz, H-2' G), 4,52 (t, 1 H, J = 4,2 Hz, H-3'
G), 4,47 (t, 1 H, J =4,3 Hz, H-3' G), 4,30-4,38 (m, 2 H, H-4', 5' G), 4,27 (m, 2 H, H-4', 5" G), 3,25-3,35 (m, 2 H, H5', 5"
G);

3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 8,21 (dt, 1P, J = 27,00, 13,3 Hz), -11,34 (d, 1P, J = 19,30 Hz), --23,78 (dd, 1P, J =
27,00, 19,30 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C2oH26N10017P3S -, [M-H]: 803,04164, determinada: 803,04135.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5-tioguanosin-5’-il)-P3-guanosin-5'-il trifosfato — m’GSpppG (Fig. 3, no. 24)

Se obtuvo m’GSpppG (729 mOD, 0,032 mmol, 13 %) empezando de GTPyS (Fig. 3, no. 15; 3000 mOD, 0,25 mmol)
segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 5,36 min;

"H RMN (400 MHz, D,0O) & ppm 8,92 (s, 1 H, H-8 m’G), 7,96 (s, 1 H, H-8 G), 5,78 (d, 1 H, J = 4,30 Hz, H-1'm’G), 5,74
(d, 1H, J =587 Hz, H-1' G), 4,63 (m, 2 H, H-2' G, H2' m’G), 4,48 (dd, 1 H, J = 4,43, 3,52 Hz, H-3' m’G), 4,36-4,26 (m,
4 H, H-3' G, H-4' G, H-4' m’G, H-5' G), 4,24-4,19 (m, 1H, H-5" G), 4,00 (s, 3 H, CH3), 3,33-3,24 (2 H, m, H-5', 5" m’G);
3'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,57 (d, 1P, J = 27,88 Hz), -11,68 (d, 1P, J = 20,54 Hz), -24,00 (dd, 1P, J = 29,35,
22,01 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10017P3S -, [M-H]: 817,05729, determinada: 817,05494.

P1-(7-metil-guanosin-5’-il)-P3-(5’-desoxi-5-tioguanosin-5’-il) trifosfato - m’GpppSG (Fig. 3, no. 22)

Se obtuvo m’GpppSG (1582 mOD, 0,07 mmol, 32 %) empezando de m’GTPyS (Fig. 3, no. 18; 2616 mOD, 0,23 mmol)
segun el procedimiento general. RP-HPLC: tgr (A) = 6,06 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,02 (s, 1 H, H-8 m’G), 7,87 (s, 1 H, H-8 G), 5,84 (d, 1 H, J = 3,52 Hz, H1' m’G), 5,70
(d, 1 H, J =6,65 Hz, H-1' G), 4,80-4,67 (m, 1 H, H-2' G), 4,52 (t, 1 H, J = 4,30 Hz, H-2' m’G), 4,41 (dd, 2 H, J=4,70,
4,30 Hz, H3' G, H3' m’G), 4,38-4,30 (m, 2 H, H-4' G, H-4' m’G), 4,36-4,31 m, 2H, H5' m’G), 4,02 (s, 3 H, CH3), 3,30-
3,20 (m, 2 H, J=12,6, 6,3 Hz, H5', 5" G);

3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,66 (d, 1P, J = 29,35 Hz), -11,73 (d, 1P, J = 22,01 Hz), -23,95 (dd, 1P, J = 22,01,
27,88 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10017P3S -, [M-H]: 817,05729, determinada: 817,05748.

P1-(2’-O-metil-7-metil-5’-desoxi-5’-tioguanosin-5’-il)-P3-guanosin-5'-il trifosfato — m2"?-°GSpppG (Fig. 3, no.
26)

Se obtuvo my"?-9GSpppG (140 mOD, 0,006 mmol, 5 %) empezando de GTPyS (Fig. 3, no. 15; 1500 mOD, 0,12 mmol)
segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 7,89 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 7,93 (s, 1H, G), 5,81 (d, 1H, J = 3,91 Hz, H-1'm’G), 5,72 (d, 1H, J = 6,26 Hz, H-1' G),
4,65 (t, 1H, J = 5,48 Hz, H-2' m’G), 4,43-4,40 (m, 1H, H-2', G, H-3' m’G), 4,32-4,18 (m, 6H, H-3' G, H-4', H-5', G, m’G),
4,01 (s, 3H, CHz3), 3,52 (s, 3H, OCHj3);

3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,35 (d, 1P, J = 26,41 Hz), -11,68 (d, 1P, J = 19,07 Hz), -24,02, -24,18 (2d, 1P, J =
26,41, 19,07 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C22H30N10017P3S -, [M-H]: 831,07294, determinada: 831,07477.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5'-tioguanosin-5’-il)-P3-guanosin-5-il-2,3-metilenotrifosfato - m’GSppCHzpG (Fig. 3, no.
25)

Se obtuvo m’GSppCH,pG (353 mOD, 0,016 mmol, 27 %) empezando de m’GpCHzppyS (Fig. 3, no. 16; 717 mOD,
0,06 mmol) segun el procedimiento general. RP-HPLC: tr (A) = 6,36 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,03 (s, 1H, H-8, m’G), 8,17 (s, 1H, G), 5,83 (d, 1H, J = 4,30 Hz, H-1' m’G), 5,78 (d,
1H, J = 4,48 Hz, H-1' G), 4,70-4,66 (m, 2H, H-2' m’G, H-2', G), 4,46 (d, 1H, J = 3,91, 5,09 Hz, H-3', G), 4,38-4,33 (m,
2H, H-3', m’G, H-4', G), 4,32-4,28 (m, 1H, H-4', m"G), 4,26-4,20 (m, 1H, H-5', G), 4,19-4,13 (m, 1H, H-5" G), 4,02 (s,
3H, CHj3), 3,34-3,22 (m, 4H, H-5', G, m’G); *'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm

3'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 17,03 (d, 1P, J = 10,27 Hz), 7,47-6,97 (m, 2P);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C22H30N10016P3S -, [M-H]: 815,07803, determinada: 815,07923.

Sintesis de analogos de 5’-S-caperuza a través de imidazolidas
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Procedimiento general

Se suspendieron 5’S-GMP-Im (Fig. 2, no. 9) (sal de Na, 50 mg, 0,11 mmol) y un difosfato apropiado (1 mmol): my"-2-
OGDP (Fig. 4, no. 28), m’GpCHzp (Fig. 4, no. 27), m’-5'S GDP (Fig. 2, no. 12), m’GSppBS (Fig. 2, no. 13) o m’GDPBRS
(Fig. 3, no. 17) en DMF anhidro (1,0 ml) seguido por adicion de ZnCl, anhidro (95 mg, 10 eq, 0,7 mmol). La mezcla de
reaccion se agité vigorosamente hasta que los reactivos se disolvieron. El progreso de la reaccion se siguié por RP-
HPLC. Después de la terminacion (24 h), se afiadié una cantidad apropiada de solucién de EDTA (Na;EDTA, 237 mg,
0,7 mmol), se ajusté el pH a 6 con NaHCO3 sélido, seguido por purificacion del producto crudo por cromatografia de
intercambio i6nico por DEAE-Sephadex y se aislé6 como sales de TEA (o se purificé directamente por HPLC
preparativa). Los productos se purificaron adicionalmente por RP-HPLC.

P1-(2’-O-metil-7-metil-guanosin-5’-il)-P3-(5’-desoxi-5'-tioguanosin-5-il) trifosfato — mz2"2"°GpppSG (Fig. 4, no.
38)

Se obtuvo m,"?°GpppSG (122 mOD, 0,005 mmol, 6 %) empezando de m,”?-°GDP (Fig. 4, no. 28; 912 mOD, 0,08
mmol) segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 6,29 min;

'"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,00 (s, 1H, H-8 m’G), 7,88 (s, 1H, G), 5,87 (d, 1H, J = 2,74 Hz, H-1' m’G), 5,69 (d,
1H, J = 6,65 Hz, H-1' G), 4,64 (t, 1H, J = 5,48 Hz, H-2' m’G), 4,48 (dd, 1H, J = 4,48 Hz, H-2', G), 4,43-4,38 (m, 2H, H-
3',G, H-3', m7G), 4,36-4,32 (m, 1 H, H-4', G), 4,30-4,26 (m, 1H, H-4', m’G), 4,25-4,16 (m, 2H, H-5', G), 4,03 (s, 3H,
CH3), 3,53 (s, 3H, OCHg), 3,30-3,22 (m, 2H, H-5', m7G);

3P RMN (162 MHz, D,0O) & ppm 7,68(d, 1P, J = 27,88 Hz), -11,68 (d, 1P, J = 20,54 Hz), -23,78, -23,94 (2d, 1P, J =
27,88, 19,07Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C22H30N10017P3S -, [M-H]: 831,07294, determinada: 831,07350.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5'-tioguanosin-5’-il)-P3-guanosin-5-il 1,2-metilenotrifosfato — m’GpCHzppSG (Fig. 4, no.
37)

Se obtuvo m’GpCHzppSG (1002 mOD, 0,044 mmol, 25 %) empezando de m’GpCH.p (Fig. 4, no. 27; 2052 mOD, 0,18
mmol) y 5’-S-GMP-Im (122 mg, 0,27 mmol) segun el procedimiento general. RP-HPLC: tr (A) = 6,26 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,31 (s, 1H, H-8, m’G), 8,02 (s, 1H, G), 5,90 (d, 1H, J = 3,13 Hz, H-1' m’G), 5,75 (d,
1H, J = 5,87 Hz, H-1' G), 4,80-4,70 (m, 2H, solapada con la sefial del solvente, H2' m’G, H-2', G), 4,58 (dd, 1H, J =
3,91, 3,48 Hz, H-3', G),4,48 (t, 1H, H-3', m’G), 4,40 (dd, 1H, J = 3,91, 4,06, H-4', G), 4,37-4,29 (m, 3H, H-4', m’G, H-
5', G), 4,19-4,13 (m, 2H, H-5', G), 4,03 (s, 3H, CHj3), 3,30-3,19 (m, 2H, H-5', G, m’G), 2,40 (t, 2H, J = 20,35 Hz, CHy);
3'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 17,11 (d, 1P, J = 8,80 Hz), 7,64-6,76 (m, 2P);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C22H30N10016P3S -, [M-H]: 815,07803, determinada: 815,07906.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5'-tioguanosin-5’-il)-P3-(5’-desoxi-5’-tioguanosin-5'-il) trifosfato — m’GSpppSG (Fig. 4,
no. 32)

Se obtuvo m’GSpppSG (768 mOD, 32 mg, 0,028 mmol, 40 %) empezando de m’-5'S GDP (57 mg, 0,07 mmol) y 5'S-
GMP-Im (50 mg, 0,11 mmol) segun el procedimiento general. RP-HPLC: tg (A) = 6,80 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 8,38 (s, 1 H, H-8 m’G lentamente intercambiable), 7,84 (s, 1H, G), 5,78 (d, 1H, J =
4,70 Hz, H-1' m’G), 5,69 (d, 1H, J = 6,65 Hz, H-1' G), 4,64 (t, 1H, J = 4,70 Hz, H-2' m’G), 4,40, 4,39 (2d, 1H, J = 2,74,
3,52, 4,40 Hz, H-3', G), 4,36-4,29 (m, 3H, H-4' G, H-5', G), 3,99 (s, 3H, CH3), 4,37-4,28 (m, 3H, H-4', H-5', m’G);

3'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 7,74 (t, 2P, J = 27,88), -24,61 (t, 1P, J = 29,35 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10016P3S2 -, [M-H]: 833,03445, determinada: 833,03550.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5-tioguanosin-5’-il)-P3-guanosin-5-il 2-tiotrifosfato — m’GSppspG D1/D2 (Fig. 4, no. 30,
31, respectivamente)

Se obtuvo m’GSppspG (1080 mOD, 45 mg, 0,039 mmol, 56 %) como una mezcla de diastereoisomeros D1/D2
empezando de m’GSppRS (56 mg, 0,07 mmol) y 5'S-GMP-Im (50 mg, 0,11 mmol) segun el procedimiento general.
Los diastereoisbmeros se separaron usando RP-HPLC y se aislaron como sales de amonio. D1 (Fig. 4, no. 30): (438
mOD, 18 mg, 0,016 mmol, 23 %) RP-HPLC: tr (A) = 6,56 min;

'H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 8,98 (s, 1H, H-8, m’G), 8,08 (s, 1H, G), 5,82 (d, 1H, J = 4,27 Hz, H-1' m’G), 5,77 (d,
1H, J = 5,80 Hz, H-1' G), 4,67-4,65 (m, 2H, H-2' m’G, H-2', G), 4,49-4,47 (m, 1H, H-3', G), 4,39-4,35 (m, 1H, H-3', m’G,
H-4', G), 4,33-4,23 (m, 3H, H-4', m’G, H-5', G), 4,02 (s, 3H, CH3), 3,38-3,25 (m, 2H, H-5', m’G);

3'P RMN (162 MHz, D;O) & ppm 29,18 (dd, 1P, J = 34,83, 27,37 Hz), 6,96 (dt, 1P, J = 34,83, 12,44 Hz), -12,37 (d, 1P,
J = 27,37 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10016P3S2 -, [M-H]: 833,03445, determinada: 833,03549;

D2 (Fig. 4, no. 31): m’GSppspG D2 (380 mOD, 16 mg, 0,014 mmol, 20 %) RP-HPLC: tr (A) = 6,71 min;

'H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 8,98 (s, 1H, H-8, m’G), 8,14 (s, 1H, G), 5,82 (d, 1H, J = 4,27 Hz, H-1' m’G), 5,77 (d,
1H, J = 5,49 Hz, H-1' G), 4,69-4,65 (m, 2H, H-2' m’G, H-2', G), 4,49-4,45 (m, 1H, H-3', G), 4,40-4,35 (m, 1H, H-3', m’G,
H-4', G), 4,34-4,21 (m, 3H, H-4', m’G, H-5', G), 4,03 (s, 3H, CHg), 3,39-3,24 (m, 2H, H-5', m"G);
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3P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 29,44-28,67 (m, 1P), 7,17-6,54 (m, 1P), -12,09-(-12,72) (m, 1P);
HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10016P3S2 -, [M-H]: 833,03445, determinada: 833,03606.

P1-(7-metil-5’-desoxi-5'-tioguanosin-5’-il)-P3-(5’-desoxi-5’-tioguanosin-5-il) 2-tiotrifosfato — m’GSppspSG
D1/D2 (Fig. 4, no. 33, 34, respectivamente)

Se obtuvo m’GSppspSG (942 mOD, 39 mg, 0,003 mmol, 48 %) como una mezcla de diastereoisomeros D1/D2
empezando de m’GSppRS (56 mg, 0,07 mmol) y 5'S-GMP-Im (50 mg, 0,11 mmol) segun el procedimiento general.
Los diastereoisbmeros se separaron usando RP-HPLC y se aislaron como sales de amonio. D1 (Fig. 4, no. 33): (510
mOD, 21 mg, 0,018 mmol, 26 %) RP-HPLC: tr (A) = 7,53 min;

'H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,00 (s, 1H, H-8, m’G), 7,99 (s, 1H, G), 5,83 (d, 1H, J = 4,27 Hz, H-1' m’G), 5,75 (d,
1H, J = 6,10 Hz, H-1' G), 4,79-4,68 (m, 2H, solapada con la sefial del solvente, H-2' m’G, H-2', G), 4,44 (dd, 1H, J =
4,58 Hz, H-3', G), 4,41-4,33 (m, 3H, H-3', m’G, H-4', G, m’G), 4,03 (s, 3H, CHs), 3,39-3,26 (m, 4H, H-5', G, m’G);

3'P RMN (162 MHz, D,0O) & ppm 28,25 (t, 1P, J = 34,83 Hz), 7,31-6,74 (m, 2P);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10015P3S3 -, [M-H]: 849,01161, determinada: 849,01213;

D2 (Fig. 4, no. 34): (274 mOD, 11 mg, 0,0098 mmol, 14 %) RP-HPLC: tr (A) = 7,62 min;

"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 8,99 (s, 1H, H-8, m’G), 8,04 (s, 1H, G), 5,83 (d, 1H, J = 4,58 Hz, H-1' m’G), 5,75 (d,
1H, J = 6,10 Hz, H-1' G), 4,78-4,66 (m, 2H, solapada con la sefial del solvente, H-2' m’G, H-2', G), 4,46-4,42 (m, 1H,
H-3', G), 4,41-4,34 (m, 3H, H-3', m’G, H-4', G, m’G), 4,04 (s, 3H, CHj3), 3,39-3,24 (m, 4H, H-5', G, m’G);

3P RMN (162 MHz, D,0O) & ppm 28,29 (t, 1P, J = 34,83 Hz), 7,32-6,68 (m, 2P);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10015P3S3 -, [M-H]: 849,01161, determinada: 849,01217.

P1-(7-metil-guanosin-5’-il)-P3-(5’-desoxi-5'-tioguanosin-5’-il) 2-tiotrifosfato - m’GppspSG D1/D2 (Fig. 4, no. 35,
36, respectivamente)

Se obtuvo m’GppspSG (1941 mOD, 0,086 mmol, 28 %) como una mezcla de diastereoisémeros D1/D2 empezando
de m’GDPBS (3492 mOD, 0,31 mmol) y 5'S-GMP-Im (5550 mOD, 0,46 mmol) segun el procedimiento general. Los
diastereoisdmeros se separaron usando RP-HPLC y se aislaron como sales de amonio. D1 (Fig. 4, no. 35): (888 mOD,
0,039 mmol, 13 %) RP-HPLC: tr (A) = 7,12 min;

'H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,07 (s, 1H, H-8, m’G), 7,95 (s, 1H, G), 5,88 (d, 1H, J = 3,52 Hz, H-1' m’G), 5,74 (d,
1H, J = 6,26 Hz, H-1' G), 4,80-4,70 (m, 2H, H-2' m’G, H-2', G solapada con la sefial de D;0), 4,56 (dd, 1 H, J = 4,70,
3,52 Hz, H-3', G), 4,47-4,40 (m, 2H, H-3', m’G, H-4', G), 4,39-4,33 (m, 3H, H-4', m’G, H-5', G), 4,03 (s, 3H, CH3), 3,35-
3,20 (m, 2H, H-5', m’G);

3'P RMN (162 MHz, D,0) & ppm 29,00 (dd, 1P, J = 33,75, 26,41Hz), 6,98 (d, 1P, J = 33,75, Hz), -12,56 (d, 1P, J =
24,94 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10016P3S2 -, [M-H]: 833,03445, determinada: 833,03514;

D2 (Fig. 4, no. 36): m’GppspG D2 (1053 mOD, 0,046 mmol, 15 %) RP-HPLC: tg (A) = 7,42 min;

'"H RMN (400 MHz, D,0) & ppm 9,04 (s, 1H, H-8, m’G), 7,95 (s, 1H, G), 5,85 (d, 1H, J = 3,52 Hz, H-1' m’G), 5,73 (d,
1H, J = 6,26 Hz, H-1' G), 4,80-4,70 (m, 2H, H-2' m’G, H-2', G solapada con la sefial de D;0), 4,54 (dd, 1H, J = 4,30,
3,91 Hz, H-3', G), 4,45 (t, 1H, J = 5,09 Hz, H-3', m’G), 4,43-4,40 (m, 1 H, H-4', G), 4,39-4,32 (m, 3H, H-4', m’G, H-5,
G), 4,03 (s, 3H, CHg3), 3,37-3,21 (m, 2H, H-5', m’G);

3P RMN (162 MHz, D,O) & ppm 28,99 (dd, 1P, J = 33,75, 26, 41, 24,94Hz), 6,94 (d, 1P, J = 35,21, Hz), -12,48 (d, 1P,
J =24,94 Hz);

HRMS ESI (-) m/z calculada para C21H2sN10016P3S2 -, [M-H]: 833,03445, determinada: 833,03494.
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Ejemplo 2. Caracteristicas de los nuevos analogos de caperuza
Ensayo 1. El estudio de susceptibilidad de los analogos a degradacion por la enzima DcpS.

El fin del ensayo era comprobar si los nuevos analogos de caperuza 5'-tiofosfato son hidrolizados por la enzima DcpS
humana (hDcpS). Se expres6 proteina humana recombinante que codifica la enzima DcpS como se ha descrito
previamente (Kowalska, Lewdorowicz et al. 2008). La susceptibilidad de los nuevos analogos a hidrdlisis con hDcpS
se ensaya en tampodn Tris-HCI 50 mM que contiene KCI 200 mM y EDTA 0,5 mM. La mezcla de reaccion incluye el
analogo de caperuza ensayado (20 yM) y enzima DcpS (100 nM) en 400 ul de tampodn. En los intervalos apropiados
se recoge una muestra de 100 pl de la mezcla de reaccion. La muestra se incuba a 98 °C durante 2,5 min, y después
se enfrid a 0 °C y se analiz6 en RP-HPLC en las condiciones descritas en informaciones generales. En los ensayos
también se ensay6 inhibidor de DcpS, comercialmente disponible el compuesto RG3039 (no. 000)
(https://www.mda.org/quest/fda-approves-phase-1-clinical-trial-rg3039-sma), GppSG (no. 19), GpppSG (no. 20), asi
como m’GpppG (no. 0) y m’Gpp (no. 00) como controles. Los resultados ejemplares obtenidos se muestran en la
figura 5y la tabla 5.

Ensayo 2. Determinacion de la Clso para inhibidores seleccionados

El fin del ensayo era determinar la concentracion en donde el inhibidor determinado inhibe la actividad DcpS al 50 %
del valor maximo en las condiciones particulares. El tampdn en este ensayo y en el ensayo 1 es el mismo. Se
prepararon diez mezclas de reaccion al mismo tiempo y cada una de ellas contenia un m’GMPF (60 uM), enzima
hDCpS (50 nM) y el compuesto ensayado en un intervalo de concentracion entre 0-50 uM en 200 pl de tampdn.
Después del tiempo apropiado, cuando el 30 % del sustrato se convirtié en producto sin inhibidor, la reaccion se par6
mezclando con 100 pl de ACN. Se tomaron muestras de 25 pl para analisis, seguido por mezclar con 90 pl de solucién
TBDS-fluoresceina de concentracion 2,5 uM en DMSO e incubar durante 60 min. A continuacion, se afiadieron 100 pl
de tampon HEPES 200 mM pH = 7,0 a las muestras y se midi6 la fluorescencia como se describe en la informacion
general. Basado en los resultados, se representd la dependencia de la concentracion de inhibidor frente a la
fluorescencia y se determinaron los valores Clsg ajustando una curva tedrica a los datos. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 5 y la tabla 5.

Tabla 5. Valores Clsg y susceptibilidad para la degradaciéon por enzima DcpS para compuestos seleccionados.

No. Compuesto Susceptibilidad a DcpS Clso [UM]
0 m’GpppG hidrolizable nd
00 m’Gpp resistente/inhibidor 4.30+0.78
000 RG3039 resistente/inhibidor 0.041 £0.012
12 m’'GSpp resistente/inhibidor 1.93 £ 0.38
19 GppSG hidrolizable mas de 100
20 GpppSG hidrolizable mas de 100
21 m’GppSG hidrolizable nd
22 m’GpppSG hidrolizable nd
23 m’GSppG resistente/inhibidor 2.81+0.51
24 m’'GSpppG resistente/inhibidor 0.84 + 0.07
25 m’'GSppCHpG resistente/inhibidor 6.25 + 1.22
26 m’"““GSpppG resistente/inhibidor 12.57 + 5.22
30 m’GSppspG D1 resistente/inhibidor 0.23 £ 0.04
31 m’GSpp.pG D2 resistente/inhibidor 0.17 £ 0.02
32 m’'GSpppSG resistente/inhibidor 0.33£0.09
33 | m'GSpp.pSG D7 | resistente/inhibidor 0.26 + 0.04
34 | m'GSpppSG D2 | resistente/inhibidor 0.051 + 0.008
35 m’Gpp.pSG D7 hidrolizable nd
36 m’Gpp:pSG D2 hidrolizable nd
37 m’GpCHppSG resistente/inhibidor 5.67 £ 1.01
38 m’*°GpppSG hidrolizable 72+ 17

Ensayo 3. Determinacion de la estructura de la enzima DcpS humana (AN37hDcpS) en complejo con el analogo
no. 34 (m’GSppspSG D2)

El fin de este ensayo era estudiar el mecanismo de interacciones del analogo no. 34 con la enzima DcpS humana. Se
obtuvo enzima DcpS humana recombinante truncada en el extremo N (AN37 — residuos Ala38 a Ser337) como se ha
descrito anteriormente (Singh et al. 2008). Se realiz6 cristalizacion por difusién de vapor por gota sedente usando 0,2
ul de muestra que contenia analogo 34 0,1 M y enzima DcpS 7,3 mg/ml (incubada en hielo durante 15 min antes del
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montaje de la cristalizacion) y 0,2 ul de solucion de deposito. Aparecieron cristales del complejo en una mezcla que
contenia PEG 4000 al 29 % y Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 después de aproximadamente una semana. A la gota que contenia
el cristal se afadid una mezcla de solucién de deposito y glicerol (1:1, v/v) y después los cristales se recogieron y
congelaron rapidamente en nitrogeno liquido. Los datos de difraccion se recogieron a 100K en la fuente del sincrotréon
(Beamline 14.1, Bessy II; Helmholtz-Zentrum, Berlin, Alemania) usando un detector Dectris PILATUS 6M y después
los datos se procesaron usando software XDS (Kabsch 2010). La estructura se resolvié por reemplazo molecular
usando software Phaser (McCoy, Grosse-Kunstleve et al. 2007) con una estructura de DcpS unida al inhibidor
DG157493 (pdb: 3BL9) (Singh, Salcius et al. 2008) como un modelo de busqueda. Se generaron el modelo de ligando
y diccionario usando ProDRG (Schuttelkopf y van Aalten 2004). La construccion del modelo y el ajuste del ligando se
realizé en software Coot (Emsley & Cowtan 2004). La estructura se refind usando phenix.refine (Adams, Afonine et al.
2010).

Ensayo 4. Estudio de la susceptibilidad de moléculas cortas de ARN que comprenden analogos de caperuza
en el extremo 5’ a degradacion con la enzima Dcp1/2.

El fin de este estudio era comprobar si la incorporacién de analogos de caperuza 5'-fosfotioato seleccionados al
extremo 5’ de ARN podria influir la susceptibilidad de los transcritos asi preparados hacia la actividad de la enzima
anticaperuza Dcp1/2. Se obtuvo proteina recombinante de Schizosaccharomyces pombe en forma de un heterodimero
Dcp1/2 como se ha descrito previamente (Floor, Jones et al. 2010). Los transcritos utilizados en este ensayo se
obtuvieron por transcripcion in vitro usando ARN polimerasa SP6 (New England BiolLabs). Los oligonucledtidos
hibridados: ATACGATTTAGGTGACACTATAGAAGAAGCGGGCATGCGGCCAGCCATAGCCGATCA (SEQ ID NO.:
1), y TGATCGGCTATGGCTGGCCGCATGCCCGCTTCTTCTATAGTGTCACCTAAATCGTAT (SEQ ID NO: 2) se
usaron como molde en la transcripcion in vitro, los oligonucleétidos que comprenden la secuencia promotora para la
polimerasa SP6 (ATTTAGGTGACACTATAGA (SEQ ID NO: 3)) permitieron obtener ARN de 35 nt de longitud que
tienen una secuencia de GAAGAAGCGGGCAUGCGGCCAGCCAUAGCCGAUCA (SEQ ID NO: 4), sin embargo, los
ARN con caperuza en el extremo 5’ tienen 36 nt de longitud. La reaccidn de transcripcion in vitro tipica se realiz6 en
un volumen de 20 pl y se incubd a 40 °C durante 2 horas y contenia lo siguiente: polimerasa SP6 1 U, inhibidor de
RNasa RiboLock (ThermoFisher Scientific) 1 U, ATP/CTP/UTP 0,5 mM, GTP 0,125 mM, analogo de caperuza
dinucleotidico 1,25 mM y molde 0,1 pM. Después de 2 horas de incubacioén, se afiadi6 DNasa | (Ambion) 1 U a la
mezcla de reaccion y se siguid la incubacion durante 30 min a 37 °C, después de lo cual se afiadi6 EDTA a una
concentracion final de 25 mM. Los ARN obtenidos se purificaron usando RNA Clean & Concentrator-25 (Zymo
Research). Después se determind la calidad del ARN sintetizado en un gel de poliacrilamida al 15 % desnaturalizante.
La concentracién del ARN se evalué a su vez espectrofotométricamente. EI ARN asi obtenido se caracteriza por
heterogeneidad sustancial del extremo 3’, de ahi que para eliminar el problema, los ARN obtenidos se incubaron con
DNAzima 10-23 (TGATCGGCTAGGCTAGCTACAACGAGGCTGGCCGC (SEQ ID NO: 5)) que llevd a obtener ARN
de 25 nt de longitud. EI ARN que tiene una caperuza en el extremo 5’ tenia 26 nt de longitud. La reaccion de cortar los
extremos 3’ fue como sigue: se incubd 1 uM de ARN con 1 yM de DNAzima 10-23 en una mezcla que contenia MgCl,
50 mM y Tris-HCI 50 mM pH 8,0 durante 1 hora a 37 °C (Coleman et al., 2004).

Para los ensayos enzimaticos se usaron 20 ng de cada ARN, que se incubaron con enzimas Dcp1/2 3,5 nM en tampén
que contenia Tris-HCI 50 mM pH 8,0 NH4CIl 50 mM, NP-40 al 0,01 %, DTT 1 mM, y MgCl, 5 mM. Las reacciones se
realizaron a 37 °C en el volumen final de 25 pl. La reaccion se par6 después de 0, 5, 15 y 30 min afadiendo una
cantidad igual de una mezcla de urea 5 M, formamida al 44 %, EDTA 20 mM, azul de bromofenol al 0,03 %, xileno
cianol al 0,03 %. Los productos de reaccién se resolvieron en geles de poliacrilamida al 15 % desnaturalizantes,
después de completar la separacion electroforética, el gel se tifiéd con SYBR Gold (Invitrogen) y se visualizé usando
un Storm 860 Phosphorimager (GE Healthcare). La cuantificacion de los resultados obtenidos se realizé con software
ImageQuant (Molecular Dynamics). Se presentaron resultados representativos de este ensayo en la figura 8, figura 9
y también en la tabla 6.

Tabla 6. Propiedades bioldgicas de los ARNm que comprenden analogos de caperuza seleccionados en el extremo
5

eficacia de caperuza® susceptibilidad a Dcp1/2® | eficacia de traduccion relativa®
GpppG 0.91 0 0.05 + 0.01
m’GpppG 0.93 0.69 1.00
m," > °GpppG 0.84 0.52 1.56 + 0.14
m,” *"°GppspG D2 0.82 0.43 3.45 +0.42
m," ¥ °GSpppG 0.70 0.07 1.73+0.24
m,” > °GpppSG 0.76 0.52 2.23+0.31

a Los datos de la figura 8 (punto de tiempo 0’) se usaron para calcular la eficacia de afiadir caperuza
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b Los datos de la figura 8 se usaron para calcular la susceptibilidad a la actividad Dcp1/2, dada como la razén de los
ARN con caperuza respecto a una suma de ARN sin caperuza y con caperuza en un punto de tiempo 15 min y después
de normalizacion respecto al tiempo 0’ para los ARN individuales.

¢ La eficacia de traduccion relativa muestra la eficacia de traduccion media de los ARNm de luciferasa de Renilla en
triplicados biolégicos después de la normalizacion respecto a los valores obtenidos para ARNm con caperuza con
m’GpppG en el extremo 5'.

Ensayo 5. Estudio sobre el efecto de la presencia de los analogos de caperuza novedosos sobre la eficacia de
traduccion de los ARNm en lisado de reticulocitos de conejo.

El fin de este estudio era comprobar el efecto de introducir analogos de caperuza novedosos en el extremo 5’ de los
ARNm sobre la eficacia de la traduccién. Para este fin se prepararon series de ARNm que codifican la luciferasa de
Renilla y que se diferencian en la estructura de la caperuza en el extremo 5’. Los transcritos usados para este ensayo
se obtuvieron por reaccién de transcripcion in vitro usando ARN polimerasa SP6. Como molde para la transcripcién in
vitro se uso un producto de PCR, preparado usando los cebadores
ATTTAGGTGACACTATAGAACAGATCTCGAGCTCAAGCTT (SEQ ID NO: 6) y GTTTAAACATTTAAATGCAATGA
(SEQ ID NO: 7) y el plasmido hRLuc-pRNA2(A)128 (Williams et al. 2010). La reaccion de PCR asi realizada permitio
introducir la secuencia promotora para la polimerasa SP6 antes de la secuencia que codifica la luciferasa de Renilla.
La reaccion de transcripcion misma era similar a la sintesis de ARN corto descrita anteriormente (Ensayo 4). La
reaccion se realizo durante 2 horas en 20 pl a 40 °C y contenia lo siguiente: polimerasa SP6 1 U, inhibidor de RNasa
RiboLock (ThermoFisher Scientific) 1 U, ATP/CTP/UTP 0,5 mM, GTP 0,125 mM, analogo de caperuza dinucleotidico
1,25 mMy 100 pg de un molde. Después de 2 horas de incubacion, se afiadio DNasa | (Ambion) 1 U y la incubacion
se siguio durante 30 min a 37 °C, después de lo cual se afiadié EDTA a una concentracion final de 25 mM. Los ARNm
obtenidos se purificaron usando NucleoSpin RNA Clean-up XS (Macherey-Nagel). La calidad del ARN sintetizado se
comprobd en un gel de poliacrilamida al 15 % desnaturalizante. Las concentraciones de ARN se determinaron
espectrofotométricamente.

Se realizd una reaccion de traduccion in vitro en lisado de reticulocitos de conejo (RRL; Promega) en condiciones
determinadas para la traduccion dependiente de caperuza (Rydzik et al., 2009). Una mezcla de reaccion tipica (10 pl)
contenia: lisado RRL al 40 %, mezcla de aminoacidos (Promega) 0,01 mM, MgCl. 1,2 mM, acetato de potasio 170 mM
y un ARNm que codifica luciferasa de Renilla con un andlogo de caperuza apropiado en el extremo 5', la mezcla se
incuba a 37 °C durante 1 hora. Se usaron cuatro concentraciones diferentes de los ARNm: 0,1 ng/ul, 0,25 ng/ul, 0,5
ng/ul, 0,75 ng/ul en el experimento. La actividad de la luciferasa sintetizada se midié usando el sistema ensayo de
indicador de luciferasa dual (Promega) en un lector de microplacas Synergy H1 (BioTek). Los resultados obtenidos se
analizaron en el software Origin (Gambit), y la curva tedrica se ajusté a los datos experimentales, en donde la pendiente
de la curva obtenida representa la eficacia de traduccion. Se presentaron datos representativos en la figura 10,
mientras que la eficacia de traduccion media obtenida para triplicados biolégicos se presenta en la tabla 6.

Ensayo 6. Estudio sobre el efecto de la presencia de los analogos de caperuza novedosos sobre la eficacia de
traduccion de los ARNm en células HelLa.

Se hicieron crecer células de carcinoma cervical humano HeLa en DMEM (Gibco) suplementado con SBF (Sigma-
Aldrich) al 10 %, penicilina/estreptomicina (Gibco) al 1 % y L-glutamina con una concentracion final de 2 mM en CO»
al 5 % y 37 °C. Un dia antes del experimento planeado, 10* células suspendidas en 100 ul de medio sin antibioticos
se sembraron por cada pocillo de una placa de 96 pocillos. La transfeccion de células fue como sigue: se afiadieron a
cada pocillo 0,3 ul de reactivo de transfeccion Lipofectamine MessengerMAX (Invitrogen), 0,1 ug de ARNmy 10 pl de
Opti-MEM (Gibco). Las transfecciones se realizaron durante 1 hora en un incubador. Después de la transfeccion, las
células se lavaron tres veces con PBS y se suplementaron con medio fresco sin antibiéticos. Después de 2, 3, 4,5,
6,5, 10,5 y 24 horas desde el inicio de la transfeccion, las células se lavaron tres veces con PBS, se lisaron y se midié
la actividad luciferasa usando el sistema ensayo de indicador de luciferasa dual (Promega) empleando un lector de
microplacas Synergy H1. (Los datos ejemplares se muestran en la figura 11.

Se us6 ARNm que codifica luciferasa de luciérnaga y que tiene dos repeticiones de la 3’UTR de B-globina y cola de
poli(A) de 128 adeninas en el extremo 3’ para transfeccion. Este ARNm, que comprende diferentes analogos de
caperuza en el extremo 5’ se obtuvo por transcripcion in vitro. Se uso6 el plasmido pJET luc_128A digerido con Aarl
(ThermoFisher Scientifics) como un molde para la sintesis. La reaccion de transcripcion in vitro tipica se realizé durante
2 horas en un volumen de 20 pl a 40 °C y contenia lo siguiente: polimerasa SP6 1 U, inhibidor de RNasa RiboLock
(ThermoFisher Scientific) 1 U, ATP/CTP/UTP 0,5 mM, GTP 0,125 mM, analogo de caperuza dinucleotidico 1,25 mM
y 0,1 ug del molde. Las siguientes etapas de preparacion del ARNm como se describen anteriormente en el caso de
ARNmM que caodifica la luciferasa de Renilla (Ensayo 5). Ademas, después de la purificacion del ARNm usando columna
de NucleoSpin RNA Clean-up XS los transcritos se precipitaron en etanol en presencia de 2 ug de glucégeno y acetato
de sodio, después se disolvieron en agua desionizada.
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<130> PZ/3566/AGR/PCT
<160>7

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 57

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido 1

<400> 1

atacgattta ggtgacacta tagaagaagc gggcatgcgg ccagccatag ccgatca

<210> 2
<211> 57
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido 2

<400> 2

tgatcggcta tggctggccg catgcceget tecttctatag tgtcacctaa atcgtat

<210> 3
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Seq promotora de la polimerasa SP6

<400> 3
atttaggtga cactataga

<210> 4
<211> 35
<212> ARN
<213> artificial

<220>
<223> Transcrito de ARN corto

<400> 4
gaagaagcgg gcaugcggcc agccauagcc gauca

<210>5
<211> 35
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> DNAzima 10-23

<400> 5
tgatcggcta ggctagctac aacgaggctg gecge

<210>6
<211> 40
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido 3

<400> 6
atttaggtga cactatagaa cagatctcga gctcaagcett

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Oligonucledtido 4

<400> 7
gtttaaacat ttaaatgcaa tga

31
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REIVINDICACIONES

1. Un analogo de caperuza 5'fosforotiolato segun la formula 1

B n
5 R3 R
Formula 1
en donde
10 L' y L2 se seleccionan independientemente del grupo que comprende O y S, en donde al menos unode L1y L
noes O;
n=0,102;

X1, Xz, X3 se seleccionan independientemente del grupo que comprende O, S;
R' se selecciona del grupo que comprende CH3, CoHs, CH2Ph, alquilo o alquilo sustituido;

15 R? y R3se seleccionan independientemente del grupo que comprende H, OH, OCHs, OC,Hs, -COOH, N3, alquilo,
alquenilo, o alquinilo;
R* y RS se seleccionan independientemente del grupo que comprende H, OH, OCHjz;, OC;Hs, -COOH,
CH2COOH, N3, CH2Ns, alquilo, alquenilo, o alquinilo;
Y1, Y2 se seleccionan independientemente del grupo que comprende CH,, CHCI, CCl,, CF2, CHF, NH, O;

20 y B es un grupo segun la férmula 3, 4, 5,6,07
NH, (0] \ 0 NH, O
N ES N +N (&N NH
N NH NH
% % % | |
ST ST e O
N N~ “NH, N~ “NH, N" "0 N" "0
o s “h A +
férmula 3 férmula 4 férmula 5 férmula 6 férmula 7.
25 2. El compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:
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No. | Compuesto Foérmula estrucutral Nombre quimico
He ¢
,N’ >N
o A, PA-(7-metil-
21 m GppSG :o: gt miimiyess ? guanosin-5'-il)-P2-(5'-
HN N N 5 © ° desoxi-5-tioguanosin-
JN:IN/) OH OH 5%-il) difosfato
o)
Hig 9
NE_ Sy
QH QH o ¢ A PA-(7-metil-
J N H H s 3
22 | m'Gpppsc 0 Led opo-beo 2 | guanosin-5"il)}-P3-(5'-
HoN_ NN 6 6 o o desoxi-5"-tioguanosin-
HN%I) e 5-i) trifosfato
N
o)
G @
N N
OH OH 5 (’N L L P1-(7-metil-5’-desoxi-
o v 2 5.tioguanosin-5'il)-
7 0 RO
23 m‘'GSppG N N o g o g S o P2-guanosin-5-i
]D: r » OH OH difosfato
[¢]
HG @
N N
OH_OH ¢ L P1-(7-metil-5'-desoxi-
o o O NTN"""NH, y gt P
24 m’GSpppG 0" _g-p-o—p—0-P-5 5'-tioguanosin-5"il)-
HaN N ,L o o0 © © P3-guanosin-5™il
HN;IN/) OH OH trifosfato
o]
HG 9
N =N
_ QH OH ¢ AL P1-(7-metil-5'-desoxi-
25 | m'GSppCHzp ﬁ-o} oy bk 5'-tioguanosin-5-il)-
G HaN._N.__N “v(—} o ° P3-guanosin-5"-il 2,3-
ITI P OH OH metilenotrifosfato
N
o
HG
OH OH (/N 1 \/NL P1-(2'-0-metil-7-
‘ o o © NN SNH, metil-5'-desoxi-5'-
26 | m"*“GSpppG 07 Lo-p-0-p—0-P-5 o tioguanosin-5"il)-P3-
HaN NN © guanosin-5"il
FITIN/) OR O‘CH;., trifosfato
o
He @
N N
OH QH o ¢ AL P1-(7-metil-5"-desoxi-
m’GSpppG o T F 9. N© NH, 5'-tioguanosin-5'-il)-
30 0-P-0—P-0-P-5— ki
b1 HaN NN 6 6 o P3-guanosin-5'-il-
H ” tiotrifosfato D1
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HG @
N N
QHOH ¢ L P1-(7-metil-5'-desoxi-
m'GSppspG I AN N O NHz | 5'.tioguanosin-5'il)-
D2 HaN N T A T P3-guanosin-5"il 2-
J’“I > o oH tiotrifosfato D2
N
o]
HG  Q
oH Ok VA \l P1-(7-metil-5'-desoxi-
. o o o NN NH, 5'-tioguanosin-5™-il)-
m’GSpppSG 0" Ls—p-0—p-0-p-s— o P3-(5"-desoxi-5-
HzNY,N N 6 o o tioguanosin-5'-il)
l-m\IN’> OH OH trifosfato
]
H¢ 9
ok ‘Gb ab P1-(7-metil-5'-desoxi-
GSPp.0SG o s 0 5'-tioguanosin-5™il)-
33 | MR 0" Ls—p-0—p-0-p-s— 4 P3-(5-desoxi-5'-
HzNY’N N o o o tioguanosin-5'-il) 2-
HN \NIN/) tiotrifosfato D1
0
OH OH P1-(7-metil-5’-desoxi-
7 f % o & 0 §'-tioguanosin-5'-il)-
34 m GSSS,DSG (o] S_ll?_O_'I!I._o__;lal._c1 P3-(5'-desoxi-5'-
HzNY,N N o o tioguanosin-5'-il) 2-
HNW/«\lE N’> tiotrifosfato D2
o)
HaG
ke
OH OH ¢ ‘j‘\ P1-(7-metil-
' GppapSG o 5 o NTSN"ONH, | guanosine5il)-P3-(5'-
35 D1 0" Ls-p-0-p-0-P-0 desoxi-5'-tioguanosin-
PN NN o © o 5-il) 2-tiotrifosfato
HN“IN/> Oh -OH D1
0
HiG @
OH OH (’N (Y P1'(7'5m7)ﬁ||;3 5
7 o 5 O N"N"“NH, | guanosin-5'-il)-P3-(5"-
m G‘z)p;pSG o LS—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ-o 8 desoxi-5"-tioguanosin-
HzN\r)N N 6 o o 5.il) 2-
HN\];N’> GH OH tiotrifosfato D2
o
HoG ¢
NZ =N
H.ow %Nﬁ PA-(7-metil-5'-desoxi-
m’GpCHzppS ECO}F%&OHE S»o N" NH: | 5.tioguanosin-5'il)-
G HaN NN T o P3-guanosin-5il 1,2-
g T o0 o metilenotrifosfato
N
T
HG @
OH OH ' ) P1-(2"-0-metil-7-
, o o o N">N"“NH, | metil-guanosin-5™il)-
m"2°GpppSG 0 S—P—-0—P—0—P-0 P3-(5'-desoxi-5'-
i 1l 1 ¢]
HZNYN N c o o tioguanosin-5'-il)
’“"“\H/\[:Nl> OH Osehyy trifosfato
0o
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El compuesto segun las reivindicaciones 1-2, seleccionado de un grupo que consiste en:

No. | Compuesto Formula estructural Nombre quimico
HG @
oy
il A A P1-(7-metil-5'-desoxi-
Y ; 2 1 4 in.BLil.
23 m7GSppG toj 0-p-0-p-5 5 5 tloguanos_m 5, _|I)
HaN NN O O P2-guanosin-5'-il
J\I'\% OH OH difosfato
o
Hg  ©Q
NE
OH OH 1 X P1-(7-metil-5"-desoxi-
24 7GSODDG 0 Lot o o N NH 5"tioguanosin-5"il)-
m >5ppp NN © 3 © a oo P3-guanosin-5"il
H\NI;(T[ ) S7 oH trifosfato
N
0
HG O
N' =
? oHoH ¢ T X P1-(7-metil-5'-desoxi-
25 | M GSppCH $o>l o_g g—o-g— NH 5'-tioguanosin-5'-il)-
PG HN. NN (“)--/(“) o} ° P3-guanosin-5™-il 2,3-
1 OH OH metilenotrifosfato
HN N
0
HeG  ©Q
oH oH SN P1-(2-O-metil.7-
m’?°GSppp o o o NN NH, metil-5'-desoxi-5'-
26 G 0" Lo-p-0-p-0-f-5 o tioguanosin-5'-il)-P3-
HN N N) ¢ o © guanosin-5"il
HNTK\‘[N/ O Oy trifosfato
0
He ¢
OH OH (/N B - .
; o & o N )\NH P1-(7-metil-5-desoxi-
30 | M GSppspG Itoj PN D ? §"-tioguanosin-5'-il)-
D1 HaN._N__N 6 6 o ° P3-guanosin-5'-il 2-
,I\(I\/) OH OH trifosfato D1
N
0
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HG  Q
N¥ N
QHOQH < 1L PA1-(7-metil-5'-desoxi-
31 m’GSppspG P G G N" Nk 5'-tioguanosin-5'-il)-
D2 HoN__N_N 38 & ° P3-guanosin-5'il 2-
}Iﬁ;{) OH OH tiotrifosfato D2
o)
HG
OH OH QNI%']‘\ P1-(7-metil-5'-desoxi-
7 o o 0 NN nH, | 5-tioguanosin-5'-il)-
32 | ™ GprpS ° Ls—ﬁ—O—ﬁ—o—fre—\ o P3-(5"-desoxi-5'-
HaNYN N 6 o tioguanosin-5'-il)
HN\IN’> OH OH trifosfato
]
o
HaG o
OH OH | Y| Pt-metits-desoxi-
7 o 5 0 N"NNH, | 5'-tioguanosin-5-il)-
33 mgS%);pS o Ls-p-0-p-0-P-s— ¢ P3-(5'-desoxi-5'-
HzNj,,N N © o © tioguanosin-5'-il) 2-
””J) OH OH tiotrifosfato D1
N
o
HG @
NZ N I ,
OH OH ¢ o P1-(7-metil-5'-desoxi-
7 o s O NT>N"NHy 5'-tioguanosin-5'-il)-
34 |M gs;ggps |0 Lep-o-p-o-p-s_, P3-(5'-desoxi-5'-
Hz”\r)“ N c o o tioguanosin-5*il) 2-
HN\E 7 OH OH tiotrifosfato D2
N
0
H,c\' o
OH OH (/ij‘\ P1-(7-metil-5'-desoxi-
7 o o o N">NP O NH 5'-tioguanosin-5'-il)-
m'GpCH 1 | i 2
37 gG P © Lf‘f“ﬁ'e“,ﬁ'vﬁ‘o‘ o P3-guanosin-5"il 1,2-
HzN\I&NvN °c o metilenotiotrifosfato
| OH OH
HN\n/\N
0
4. Analogo 5'-fosforotiolato segun la formula 2
Ri ¢
NZ B
N
4
LA
X3 X2 ¥1 N NH2
-0 ﬁ Y2-|P| Y1'IPI—L1 o
o} (o) n o)
Rs Ry
Formula 2
en donde
m=0,1
n=0,1,02;
L'esS

X1, Xz, X3 se seleccionan independientemente del grupo que comprende O, S;
R' se selecciona del grupo que comprende CHs, CoHs, CH2Ph, alquilo o alquilo sustituido;

R? y R3se seleccionan independientemente del grupo que comprende H, OH, OCHs, OC,Hs, -COOH, N3, alquilo,
o alquilo sustituido;

Y1, Y2 se seleccionan independientemente del grupo que comprende CH;, CHCI, CCl,, CHF, CF2, NH y O;
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en donde preferiblemente el analogo 5-fosforotiolato segun la férmula 2 es 5’-desoxi-5'-tioguanosina-7-
metilguanosina 5’-difosforotiolato segun la formula 13

Hg @
NI
N
¢
o o N N/)\NHZ
0-P—0-P-5S o
o O
OH OH
Férmula 13.

El compuesto segun las reivindicaciones 1-4 para uso como un medicamento.

El compuesto segun las reivindicaciones 1-4 para uso como un medicamento en el tratamiento de atrofia
muscular espinal (AME) y/o en aliviar sintomas de AME.

El compuesto segun las reivindicaciones 1-4 para uso como un regulador de la actividad DcpS, preferiblemente
como un inhibidor de la actividad de la enzima DcpS, mas preferiblemente hDcpS.

El compuesto segun las reivindicaciones 1-4 para uso en la regulacion de la degradacion de ARNm y/o en la
regulacion del ayuste de ARNm.

Un ARNm que comprende en el extremo 5’ el analogo de caperuza 5'-fofosrotiolato segun la reivindicacion 1-
3

en donde preferiblemente el analogo de caperuza 5'-fofosrotiolato se selecciona de un grupo que comprende
m’GSpppG (no. 24), m"2°GSpppG (no. 26), m’GSpppSG (no. 32), m’GSppspG D1 (no. 30), m’GSppspG D2
(no. 31), m’GSppspSG D1 (no. 33), m’GSppspSG D2 (no. 34), mas preferiblemente es m”2°GSpppG (no. 26).
Un método de preparacion de ARNm que comprende en el extremo 5’ de la molécula de ARNm un analogo de
caperuza 5’-fosoforotiolato, caracterizado en que el analogo de caperuza 5'-fofosrotiolato segun la
reivindicacion 1-3 se incorpora durante la sintesis de la molécula de ARNm;

en donde preferiblemente el analogo de caperuza 5'-fofosrotiolato se selecciona de un grupo que comprende
m’GSpppG (no. 24), m"2°GSpppG (no. 26), m’GSpppSG (no. 32), m’GSppspG D1 (no. 30), m’GSppspG D2
(no. 31), m’GSppspSG D1 (no. 33), m’GSppspSG D2 (no. 34), mas preferiblemente es m”2°GSpppG (no. 26);
en donde preferiblemente la sintesis de ARNm transcurre mediante de transcripcion in vitro.

El ARNm segun la reivindicacion 9 para uso en la produccion de proteinas;

en donde preferiblemente la produccion de proteinas se lleva a cabo en un sistema celular o no celular.
ARNmM segun la reivindicacién 9 para uso como un medicamento.

ARNmM segun la reivindicacion 9 para uso como un medicamento para el tratamiento de atrofia muscular espinal
(AME) y/o para el alivio de sintomas de AME y/o para uso como un medicamento anticancer, preferiblemente
como un medicamento en inmunoterapia anticancer.

Una formulacién farmacéutica que comprende el

a) compuesto segun las reivindicaciones 1-4, o

b) ARNm segun la reivindicacion 9; y
un soporte farmacéuticamente aceptable
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Fig. 5. Estudios de susceptibilidad de un sustrato dinucleotidico (m7GpppG) y analogos de

caperuza 5’-S modificados a hidrolisis mediada por la enzima DcpS. Se indica la terminologia
fosfato en la estructura del sustrato de la enzima DcpS natural.
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Fig. 6. El resultado de la determinacion de IC,, para compuestos: m’GSpps:pSG D2, m’GSpp, m’GDP
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