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DESCRIPCION
Compuestos quirales sustituidos con ésteres de acidos fosfénicos o con acidos fosfénicos

El presente invento se refiere a nuevos compuestos, que contienen unidades de PNA sustituidas con funciones de
ésteres de acidos fosfonicos o de &cidos fosfénicos, y que tienen por lo menos dos centros quirales.

Después de la primera infeccion de una célula anfitriona con un virus de la IH (inmunodeficiencia humana), los
conocidos compuestos antiviricos (p.ej. el indinavir) muestran un efecto solamente sobre la primera generacion filial
virica inmediata, al interrumpir ellos el ciclo de replicacion. Esto conduce a una disminucién medible del nimero de
los virus en comparacion con células anfitrionas no tratadas. No obstante, esta reduccién del nimero de virus no se
realiza en un 100 %. Si se aislan los virus sobrevivientes, entonces ellos siguen estando en situaciéon de infectar a
unas células anfitrionas que no habian sido infectadas previamente, y de pasar por un ciclo completo de replicacion.

Los PNAs (acronimo de peptide nucleic acids = acidos nucleicos peptidicos) son unos compuestos sintéticos
analogos a ADN/ARN con un armazon de N-(2-aminoetil)-glicina (NB = nucleobase, n = 0-50; R', K, L =
sustituyentes). Ellos se preparan mediante unién de enlaces peptidicos entre eslabones de N-acetil-N-(2-aminoetil)
glicina (monémeros de PNA). Cada uno de estos eslabones de N-acetil-N-(2-aminoetil)glicina individualmente
constituye una unidad de PNA.

NB NB NB
“u”“*’k'rﬁj"‘*’k'rﬁju’ﬁjit

Los PNAs son resistentes frente a una disociacion hidrolitica (enzimatica) en condiciones fisioldgicas. Es conocido el
hecho de que los PNAs reconocen a unas secuencias complementarias de acidos nucleicos (de ADN o ARN) de un
modo especifico para las secuencias, y que se pueden fijar a éstos con una afinidad mas alta que sus modelos
naturales (M. Egholm, O. Buchardt, L. Christensen, C. Behrens, S.M. Freier, D.A. Driver, R.H. Berg, S.K. Kim, B.
Norden, P.E. Nielsen, Nature, 1993, 365, 566-568. B. Hyrup, P.E. Nielsen, Bioorg. Med. Chem., 1996, 4, 5-23).

Los PNAs se emplean, por ejemplo, como oligémeros antisentido. En este caso, mediante una hibridacion de un
oligémero antisentido con el ARNm que es especifico para una proteina, se inhibe la expresion de la proteina en el
plano de la traduccion. A causa de estas propiedades, los PNAs son unos compuestos adecuados para su utilizacion
p.ej. como agentes de diagndstico.

Las moléculas de PNA conocidas tienen la desventaja de que ellas, comparadas con las de ADN, son dificilmente
solubles en agua. Ademés, el paso a través de la membrana celular constituye un problema general para los PNAs,
con lo que la asimilacion en células solamente tiene lugar de un modo extremadamente lento.

A partir del documento de patente de los EE.UU. US 5719262 se conocen unos PNAs, en los que, por medio de
unas funciones de amina situadas junto al radical R', se podia aumentar la solubilidad en agua. Sin embargo,
también los PNAs modificados de tal manera siguen poseyendo una mala capacidad de acceso a las células. De
esta manera, esta fuertemente restringida la utilizacion de los PNAs como sustancias activas antisentido en
organismos Vivos.

A partir del documento de patente europea EP 1157031 se conocen unos oligdmeros que tienen una o varias
funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfonicos. Los oligémeros modificados de tal manera tienen
una mejor capacidad de acceso a las células en comparacion con los PNAs que no contienen estos sustituyentes.

No obstante, una buena capacidad de acceso a las células de los oligdmeros antisentido a solas no es suficiente
para conseguir un fuerte efecto de la represion de la expresion génica en sistemas bioldgicos.

La mision del presente invento es, por lo tanto, poner a disposicion unos compuestos, que estén en situacién no
solamente de disminuir el ndmero de los virus de la primera generacion filial, sino que ademas de esto tengan un
reforzado efecto reductor sobre el nUmero de los virus de la segunda generacion filial, asi como sus aplicaciones. De
esta manera, se obtiene una clase de sustancias, que estan en situacién de mostrar una actividad a lo largo de dos
generaciones de virus.
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El problema planteado por esta mision se resuelve mediante unos compuestos de la férmula general I

p— f—

en la que

n es un numero entero de 7 a 35, de manera preferida de 9 a 28, de la manera mas grandemente preferida de 13 a
20.

Los E son, independientemente unos de otros, un atomo de H, un radical fenilo sustituido o sin sustituir, un
heterociclo sustituido o sin sustituir, una nucleobase sustituida eventualmente con grupos protectores, p.ej. una
nucleobase que se presenta en la naturaleza o que no se presenta en la naturaleza, o un agente intercalador de
ADN.

De manera preferida, cada uno de los E es, independientemente unos de otros, un radical adeninilo, citosinilo,
pseudoisocitosinilo, guaninilo, timinilo, uracililo o fenilo.

Cada uno de los radicales R' es, independientemente unos de otros, un atomo de H o un radical alquilo, alquenilo,
alquilarilo, arilo o aliciclico eventualmente sustituido, con hasta 20 atomos de C, realizdndose que por lo menos un
radical R" no es un atomo de H y ésta sustituido con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de
acidos fosfonicos.

Cuando el radical R" no esta sustituido con una o varias funciones de ésteres de &cidos fosfénicos o de acidos
fosfénicos, él puede tener p.ej. también, independientemente unos de otros, una o varias cadenas laterales de un
aminoacido natural o no natural, de manera preferida un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo, heterociclico o
aliciclico eventualmente sustituido, con hasta 20 atomos de C.

De manera preferida, cada uno de los radicales R’ comprende, independientemente unos de otros, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,
8, 9 0 10 atomos de C.

Cada uno de los radicales R’, independientemente unos de otros, puede estar ramificado o sin ramificar.

La expresion "eventualmente sustituido” se refiere a unos grupos, en los que uno o varios atomos de hidrogeno
estan reemplazados por atomos de fluor, cloro, bromo o yodo o por grupos -COOH, COORS, -CSOH, CSORS,
-COSH, COSR®, -CONH,, -CONHR?, -COR'"R", -OH, -OR?®, =0, -SH, -SR®?, =S, -NH,, =NH, -NHR®, -NR'"’R"",
-NR12NOH, -NOR13, NO,, o por funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos. Esta expresion se
refiere ademas a unos grupos, que estan sustituidos con grupos alquilo de C+-Cs, alquenilo de C,-Ce, alquinilo de Ca!
Ce, heteroalquilo de C4-Cs, cicloalquilo de C3-C1o, heterocicloalquilo de C»-Cg, arilo de Cs-C10, heteroarilo de Cs-Co,
aralquilo de C;-Ci o heteroaralquilo de C,-Cys, sin sustituir, siendo los R® R®° R, R'", R y R",
independientemente unos de otros, radicales alquilo de C+-Cs.

Las funciones de ésteres de acidos fosfonicos pueden tener, por ejemplo, la férmula -P(=0)(OV); o -P(=0)(OV)(OH).
En este caso, cada uno de los V puede significar, independientemente unos de otros, un radical alquilo, alquenilo,
alquilarilo, arilo o aliciclico sin sustituir, con hasta 20 atomos de C, de manera mas grandemente preferida con hasta
7 atomos de C, y de la manera mas grandemente preferida puede ser un radical metilo, etilo, ciclohexilo o bencilo.

En el caso de los compuestos conformes al invento, las funciones de acidos fosfénicos pueden tener por ejemplo la
férmula -P(=0O)(OH)a.

De la manera mas grandemente preferida, cada uno de los radicales R' se escoge, independientemente unos de
otros, entre un grupo de la férmula alquilo de (C4-C10)-[P(=0)(0O-V).], siendo cada uno de los V, independientemente
unos de otros, un atomo de H, o un radical metilo, etilo, ciclohexilo o bencilo.
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K es un grupo de la formula -NR’R®, -N®R’R°R*, -NR*CO)R® o -NR*CS)R®, siendo los R? R® y R*
independientemente unos de otros, un atomo de H, un radical alquilo, un grupo protector de amino, un ligando
reportero, un marcador de fluorescencia, un agente intercalador, un compuesto quelador, un aminoacido, un péptido,
una proteina, un hidrato de carbono, un lipido, un esteroide, un acido graso, un oligonucleétido, un punto cuantico,
un agente extintor de FRET (acronimo de Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer = un agente extintor de la
transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) o un polimero soluble o insoluble en agua, pudiendo estar
eventualmente sustituido cada uno de los radicales precedentes.

De manera preferlda K es una funC|on NH,, un radical -NH(CO)CHs, un grupo de la férmula -NR?R® o -N®R?R*R* o
-NR? (CO)R siendo los R?, R® y R, independientemente unos de otros, un atomo de H, un aminoacido, un péptido o
un radical alquilo no sustltwdo o} sustituido con funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos,
pudiendo cada uno de los radicales antes mencionados estar eventualmente sustituido.

L es un grupo de la férmula -NR°RS, -NRS(CO)RG, -NRS(CS)RG, -OR’ 0 -SR’, siendo los R® y R, independientemente
uno de otro, un atomo de H, un radical alquilo, un ligando reportero, un marcador de fluorescencia, un agente
intercalador, un compuesto quelador, un aminoacido, una amida de un aminoacido, un péptido, una amida de un
péptido, una proteina, un hidrato de carbono, un lipido, un esteroide, un acido graso, un oligonucleétido, un punto
cuantico, un agente extintor de FRET o un polimero soluble o msoluble en agua, pudiendo estar eventualmente
sustituido cada uno de los radicales antes mencionados, y siendo R’ un atomo de H, un radical alquilo, un ligando
reportero, un marcador de fluorescencia, un agente intercalador, un compuesto quelador, un aminoacido, una amida
de un aminoacido, un péptido, una amida de un péptido, una proteina, un hidrato de carbono, un lipido, un esteroide,
un acido graso, un oligonucleétido, un punto cuéntico, un agente extintor de FRET o un polimero soluble o insoluble
en agua, pudiendo estar eventualmente sustituido cada uno de los radicales antes mencionados.

De manera preferida, L es una funcion OH, una funcién NH, una funcién -NH-alquilo de (C+-Cs), una unidad, no
sustituida o sustituida con funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos, de un aminoacido, de
una amida de un aminoacido, de un péptido o de una amida de un péptido, pudiendo estar eventualmente sustituido
cada uno de los radicales antes mencionados.

En toda la solicitud de patente, los radicales alquilo pueden tener de manera preferida de 1-6 atomos de C, p.ej.
pueden ser grupos metilo, etilo, propilo o butilo.

Cuando R' no es un atomo de H, mediante la union del radical R' con el entramado del compuesto general |, junto al
sitio de la unién resulta un centro asimétrico (*). Junto a cada centro asimétrico se presenta por consiguiente una
configuracién R o una configuracion S.

En este caso, la configuracion preferiblemente junto al centro asimétrico se define de una manera analoga a las
reglas de Cahn, Ingold y Prelog, con la condicién adicional de que la prioridad de los ligandos se define siempre de
la siguiente manera: Al &tomo de nitrégeno situado junto al centro asimétrico se le asigna siempre la prioridad 1. Al
atomo de carbono del grupo carboxilo situado junto al centro asimétrico se le asigna siempre la prioridad 2. Al atomo
de carbono del radical R' situado junto al centro asimétrico se le asigna siempre la prioridad 3. Al atomo de
hidrégeno situado junto al centro asimétrico se le asigna siempre la prioridad 4.

En el documento EP 1157031 se describen unos oligdmeros, que se preparan exclusivamente a partir de
monémeros racémicos, sustituidos con funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de &acidos fosfonicos. Por
ejemplo, en el caso de un oligdmero constituido por 15 monémeros racémicos existen 2" diferentes combinaciones
de los estereocentros (*) o 32.768 diferentes esterecisémeros. Alli se obtiene una mezcla de los compuestos con
diferentes propiedades quimicas Yy fisicas.

Al contrario que los compuestos descritos en el documento EP 1157031, los compuestos conformes al invento, aqui
descritos, se preparan de manera preferida con unos monémeros enantioméricamente puros, de manera preferida
con unos monoémeros sustituidos con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos.

Conforme al invento, los compuestos de la formula general | tienen por lo menos 2 centros asimétricos, y por lo
menos un 70 % del niumero de los centros asimétricos, que contienen radicales con una o varias funciones de
ésteres de &cidos fosfonicos o de acidos fosfoénicos, tienen la configuracion R o la configuracién S, cuando en eI
compuesto de la formula general | estan presentes de 2 a 36 centros asimétricos y de 1 a 36 radicales R’
eventualmente sustituidos con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfénicos.

De acuerdo con una forma adicional de realizacion del invento, uno de cada dos radicales R' corresponde,
independientemente unos de otros, a la cadena lateral de un aminoacido natural o no natural, de manera preferida a
un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arllo heterociclico o aliciclico eventualmente sustituido, que tiene hasta 20
atomos de C, y por lo menos un radical R' es un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo o aliciclico, que esta
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sustituido eventualmente con una o v?rias funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfénicos, siendo
atomos de H los restantes radicales R".

De acuerdo con una adicional forma preferida de realizacién del invento, uno de cada tres radicales R’ corresponde,
independientemente unos de otros, a la cadena lateral de un aminoacido natural o no natural, de manera preferida a
un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arllo heterociclico o aliciclico eventualmente sustituido, que tiene hasta 20
atomos de C, y por lo menos un radical R es un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo o aliciclico eventualmente
sustituido, que tiene hasta 20 atomos de C, y esta sustituido con una o varias funciones de ésteres de acidos
fosfonicos o de acidos fosfonicos, siendo atomos de H los restantes radicales.

De acuerdo con una adicional forma preferida de realizacién del invento, dos, tres 0 mas radicales R’ contiguos
corresponden, independientemente unos de otros, a la cadena lateral de un aminoacido natural o no natural, de
manera preferida a un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arllo heterociclico o aliciclico eventualmente sustituido,
que tiene hasta 20 atomos de C, y por lo menos un radical R' es un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo o
aliciclico eventualmente sustituido, que tiene hasta 20 dtomos de C, y esta sustituido con una o varlas funciones de
ésteres de acidos fosfonicos o de &cidos fosfonicos, siendo atomos de H los restantes radicales R'.

De acuerdo con una adicional forma preferida de realizacién del invento, cada uno de los R’ corresponde,
independientemente unos de otros, a la cadena lateral de un aminoacido natural o no natural, de manera preferida a
un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arllo heterociclico o aliciclico eventualmente sustituido, que tiene hasta 20
atomos de C, y por lo menos un radical R es un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo o aliciclico eventualmente
sustituido, que tiene hasta 20 atomos de C, y estad sustituido con una o varias funciones de ésteres de acidos
fosfénicos o de acidos fosfonicos.

De acuerdo con una adicional forma preferida de realizacién del invento, uno o varios de los radicales R’ tiene(n),
independientemente unos de otros, por lo menos una funcién de éster de acido fosfénico o respectivamente de acido
fosfonico.

De acuerdo con otras formas preferidas de realizacion del presente invento es valido lo siguiente:

1. Si en el compuesto de la férmula general | estan presentes de 2 a 8 centros asimétricos y de 1 a 8 radicales R’
eventualmente sustituidos con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos, tiene
la configuracion R por lo menos un 75 % del numero de los centros asimétricos que contienen radicales con una o
varias funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfénicos, de manera preferida un 80 %, de manera
mas preferida un 85 %, de manera aun mas preferida un 90 %, de manera todavia mas preferida un 95 %, y de la
manera mas preferida un 100 %.

2. Si en el compuesto de la formula general | estan presentes de 9 a 36 centros asimétricos y de 1 a 36 radicales
eventualmente sustituidos R' con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos,
tiene la configuracion R por o menos un 75 % de los centros asimétricos que contienen radicales con una o varias
funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos, de manera preferida un 80 %, de manera mas
preferida un 85 %, de manera adun mas preferida un 90 %, de manera todavia mas preferida un 95 % y de la manera
mas preferida un 100 %.

De acuerdo con unas preferidas formas alternativas de realizacion del presente invento es valido lo siguiente:

1. Si en el compuesto de la férmula general | estan presentes de 2 a 8 centros asimétricos y de 1 a 8 radicales R’
eventualmente sustituidos, con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos, tiene
la configuracion S por lo menos un 75 % del nimero de los centros asimétricos que contienen radicales con una o
varias funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfénicos, de manera preferida un 80 %, de manera
mas preferida un 85 %, de manera aun mas preferida un 90 %, de manera todavia mas preferida un 95 % y de la
manera mas preferida un 100 %.

2. Si en el compuesto de la férmula general | estan presentes de 9 a 36 centros asimétricos y de 1 a 36 radicales R’
eventualmente sustituidos, con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfénicos, tiene
la configuracion S por lo menos un 75 % del nimero de los centros asimétricos que contienen radicales con una o
varias funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfonicos, de manera preferida un 80 %, de manera
mas preferida un 85 %, de manera aun mas preferida un 90 %, de manera todavia mas preferida un 95 % y de la
manera mas preferida un 100 %.

En otra forma adicional de realizacion, como maximo un 50 % del niimero de los radicales R' estan sustituidos con
funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos y los demas radicales R’ restantes son atomos de
H.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2361 633 T3

En otra forma adicional de realizacién, como maximo un 40 % del nimero de los radicales R' estan sustituidos con
funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos y los demas radicales R' restantes son atomos de
H.
En otra forma adicional de realizacion, como maximo un 30 % del nimero de los radicales R' estan sustituidos con
funciones de ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfénicos y los demas radicales R' restantes son atomos de
H.
En otra forma adicional de realizacién como maximo un 20 % del nimero de los radicales R' estan sustituidos con
funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos y los demas radicales R' restantes son atomos de
H.
En otra forma adicional de realizaciéon, como maximo un 10 % del nimero de los radicale? R' estan sustituidos con
funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos y los demas radicales R’ restantes son atomos de
H.
En otra forma adicional de realizacién, como maximo un 4 % del nimero de los radicales R' estan sustituidos con
funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos y los demas radicales R’ restantes son atomos de
H.

En otra forma preferida de realizacién del invento, todos los centros asimétricos (*) del compuesto general | tienen la
misma configuracion.

En otra forma preferida de realizacion del presente invento, todos los centros asimétricos (*) del compuesto general |
tienen la configuracion S.

En otra forma preferida de realizacion del presente invento, todos los centros asimétricos (*) del compuesto general |
tienen la configuracion R.

Ademas, conforme al invento se divulgan unas composiciones, que contienen uno o varios compuestos conformes al
invento eventualmente en combinacién con coadyuvantes usuales.

La sintesis de los compuestos de la formula general | se efectia de manera preferida a partir de mondmeros
enantioméricamente puros. Durante la sintesis de los compuestos de la férmula general |, unos centros asimétricos
individuales, debido a las condiciones quimicas de la sintesis, pueden modificar en un pequefio porcentaje su
configuracion antes definida. Sin embargo, el mayor porcentaje de los compuestos que se han formado durante la
sintesis de los compuestos de la formula general |, son esterecisoméricamente puros. También estas composiciones
estan en situacion de cumplir la misién conforme al invento.

Un compuesto de la férmula general | puede estar unido a través de los radicales K y L como engarzadores con un
segundo compuesto de la férmula general |, estando definidos los radicales tal como se ha hecho mas arriba. La
configuracién en los centros asimétricos de uno de los compuestos de la formula general | es en este caso
independiente de la configuracion en los centros asimétricos del segundo compuesto de la férmula general I, que
esta unido a través de los engarzadores. Asi, por ejemplo, todos los centros asimétricos de uno de los compuestos
de la formula general | pueden tener la configuracion R y todos los centros asimétricos del segundo compuesto
unido de la formula general | pueden tener la configuraciéon S. También por ejemplo, todos los centros asimétricos de
uno de los compuestos de la formula general | pueden tener la configuracion R y todos los centros asimétricos del
segundo compuesto unido de la férmula general | pueden tener la configuracion R.

El engarzador sirve en particular para ajustar la distancia entre dos compuestos de la formula general | de tal manera
que entre los compuestos de la férmula general | con un engarzador y un ARN o un ADN monocatenario o
respectivamente un ADN bicatenario pueda tener lugar una interaccion reciproca a través de las respectivas
nucleobases.

Como engarzadores se adecuan todas las moléculas de engarzadores, que se emplean o respectivamente son
empleables para esta finalidad. Por ejemplo, un tal engarzador puede ser una cadena de alquilo eventualmente
sustituido, un péptido, un oligonucleétido o un oligdmero, que esta constituido por al menos tres unidades de acido
8-amino-3,6-dioxa-octanoico (unidades eg1).

La sustitucién con una funcién de éster de &cido fosfénico o respectivamente de acido fosfonic junto al radical R'es
responsable en principio de la capacidad de acceso a las células de los compuestos conformes al invento.
Sorprendentemente, la capacidad de acceso a las células de los compuestos conformes al invento se conserva o
respectivamente solamente se hace ligeramente peor, cuando no esta presente un radical R' sustituido en cada una
de las posibles posiciones, por lo tanto cuando el numero de las funciones de ésteres de acidos fosfonicos o
respectivamente de acidos fosfénicos, y por consiguiente el nimero de los centros asimétricos se haya reducido en
los compuestos conformes al invento.

En este contexto, también se conserva la buena capacidad de acceso a las células de los compuestos conformes al
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invento en un tejido vivo. Asi, en un experimento, unos peces Medaka fueron mantenidos durante dos dias en una
solucion de compuestos conformes al invento, que habian sido marcados con un colorante fluorescente. Luego, los
peces fueron transferidos a un agua fresca, con el fin de eliminar por lavado los compuestos conformes al invento,
que no han penetrado en el tejido del tracto gastrointestinal, de nuevo fuera del tracto gastrointestinal. A
continuacion, los peces fueron examinados en diferentes dias bajo un microscopio de fluorescencia. Los resultados
muestran que los compuestos conformes al invento se sitlan tanto en el tracto gastrointestinal como también en la
vejiga natatoria del pez Medaka. La penetracion en la pared intestinal del pez se pudo detectar también mediante
cortes tisulares del intestino. Esto hace que los compuestos conformes al invento sean especialmente valiosos para
combatir enfermedades del tracto gastrointestinal, tales como, por ejemplo, un cancer de intestino o la enfermedad
de Crohn, o para el tratamiento de la obesidad.

El nimero y el orden de sucesion de los radicales R, que estan sustituidos con una funcidon de éster de acido
fosfonico o respectivamente de acido fosfonico, se pueden escoger libremente conforme al invento. Asi, por ejemplo,
cada uno, uno de cada dos, uno de cada tres, uno de cada cuatro, uno de cada cinco, uno de cada seis, uno de
cada siete, uno de cada ocho, uno de cada nueve o uno de cada diez de los radicales R' esta sustituido con una
funcion de éster de acido fosfonico o respectivamente de acido fosfénico. Las sustituciones con las funciones de
ésteres de acidos fosfonicos o respectivamente de acidos fosfonicos pueden presentarse regularmente o en
posiciones arbitrarias.

Ademas, también varios radicales R’ pueden estar sustituidos consecutivamente con una funcién de éster de acido
fosfonico o respectivamente de acido fosfénico (disposicion contigua). En este caso, en el compuesto de la formula
general | pueden estar contenidas también varias de estas disposiciones contiguas.

Sin embargo, también por ejemplo solamente radicales R' individuales pueden estar sustituidos en unas posiciones
arbitrarias con una funcion de éster de acido fosfénico o respectivamente de acido fosfénico.

Las posiciones con los radicales R' individuales, consecutivos, que estan sustituidos con una funcion de éster de
acido fosfonico o respectivamente de acido fosfénico, pueden ser arbitrarias.

En el caso de los compuestos conformes al invento, los autores del invento han comprobado un nuevo principio de
accion con una capacidad de acceso a las células que sigue siendo buena, asi como un efecto sorprendentemente
fuerte.

En el caso de experimentos in vitro en células con los compuestos conformes al invento, en el caso de la primera
infeccion de células anfitrionas (primer experimento) por virus de la IH, en la primera generacion filial de virus se
pudo observar una reduccién aparentemente solamente pequefia del nimero de los virus formados frente a un
testigo no tratado. Esto sefialaria la existencia de un débil efecto antisentido, tal como lo entiende hasta ahora un
experto en la especialidad.

El nimero de los virus de la IH se determind en este caso a través de un ensayo ELISA de p24 cuantitativo
normalizado, puesto que la cantidad de la proteina p24 virica formada es considerada por lo general como
proporcional al nimero de los virus IH formados.

El medio celular infeccioso (material sobrenadante) de la primera generacion filial de virus se puede aislar a partir de
las células anfitrionas mediante una separacidon por centrifugacion. Con este material sobrenadante, enunos
experimentos consecutivos, se pueden infectar unas células anfitrionas nuevas, que previamente no habian sido
infectadas todavia (segunda infeccion), no efectuandose ninguna adicion renovada de los compuestos conformes al
invento. Con el fin de permanecer dentro del intervalo de medicion del ensayo de p24, este material sobrenadante es
diluido previamente (por ejemplo, a 1/5.000).

En un experimento consecutivo, los materiales sobrenadantes diluidos, tanto los de las células anfitrionas que han
sido tratadas con los compuestos conformes al invento, como también los de los testigos no tratados, son afiadidos
en cada caso a unas células anfitrionas no infectadas previamente. En este caso no se efectda ninguna adicion
renovada de los compuestos conformes al invento. Ahora resulta una fuerte reduccién de la cantidad medida de p24
en la segunda generacion filial en el caso de las células anfitrionas tratadas en el primer experimento. Al contrario
que esto, el material sobrenadante del testigo no tratado da lugar a un fuerte aumento de la cantidad de p24 en la
segunda generacion filial.

Este sorprendente resultado esta en contradiccidon con los resultados obtenidos a partir de la primera generacion
filial. Mientras que en el caso del primer experimento, a pesar de la presencia de una sustancia activa, se consigue
un efecto aparentemente soélo pequefo, en el caso del experimento consecutivo con una ausencia amplia de una
sustancia activa, se puede observar un fuerte efecto.

Esta contradiccion solamente se puede explicar por el nuevo mecanismo de accion de los compuestos conformes al
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invento.
La Figura 1 muestra esquematicamente el nuevo mecanismo de accion.

En el caso de la primera infeccién de una célula anfitriona por un virus de la IH, éste descarga su ARN gendmico
virico en el citosol. A continuacion, éste es transcrito en ADN por una transcriptasa inversa virica y es integrado en el
genoma de la célula anfitriona. En el caso de una activacion de la célula anfitriona, por una parte se forma un ARN
genomico virico, y por otra parte se llega a la formacion de un ARNm (mensajero) virico, el cual puede ser traducido
en proteinas viricas mediante una traduccion.

Si las células anfitrionas son tratadas con los compuestos conformes al invento, entonces éstos estan en situacion
de penetrar en la célula sin otros agentes o medios auxiliares adicionales (p.ej. unos reactivos de transfeccion). En el
caso de la presencia de un ARNm virico con una sucesion complementaria de la secuencia, los compuestos
conformes al invento pueden reaccionar por adicion con éste. De esta manera, es bloqueada la traduccién en
determinadas proteinas viricas. Este hecho constituye un efecto antisentido (1). De esta manera se reprime p.gj. la
formacion de nuevos virus (caso A). Debido a la ausencia de determinadas proteinas viricas, se puede obstaculizar
p.ej. también la maduracidon de una particula virica después del brote a partir de la célula anfitriona. En este caso,
resultan unos virus no infecciosos (caso B). No obstante, en el ensayo de p24 no se puede diferenciar entre dichos
virus que no son infecciosos y los que siguen siendo infecciosos. De esta manera, un efecto antisentido en si fuerte
es detectado erroneamente como un débil efecto antisentido.

Aparte de con el ARNm (el efecto antisentido clasico), los compuestos conformes al invento pueden reaccionar por
adicion sorprendentemente también de manera simultdnea con el ARN gendmico que tiene una sucesion
complementaria de la secuencia (efecto antigenémico) del virus de la IH (virus de ARN")(2). Esto puede suceder
dentro de la célula anfitriona y/o al producirse el brote.

Puesto que la membrana celular del virus esta constituida en su mayor parte por la membrana de la célula anfitriona,
los compuestos conformes al invento, no obstante, también después del brote de los virus, pueden atravesar sus
membranas y reaccionar entonces por adicion con sucesion complementaria de la secuencia del ARN gendmico
virico (3).

Estos virus (C y D) estan todavia en situacion de infectar a otras células anfitrionas adicionales. Los compuestos
conformes al invento, que han reaccionado por adicion con el ARN gendmico virico, actian no obstante como un
bloqueo para la transcriptasa inversa virica. De esta manera, la transcripcion del ARN en ADN ya no es posible y el
ciclo de replicacion de los virus es interrumpido en este lugar.

Asi pues, los compuestos conformes al invento pueden reaccionar por adicién simultdneamente tanto con el ARN
genodmico virico complementario como también con el ARNm virico complementario. En el caso de la reaccién por
adicion con el ARN gendmico, los compuestos conformes al invento pueden abandonar de nuevo a la primera célula
anfitriona y penetrar en una segunda célula anfitriona, que no habia sido infectada precedentemente. Esto conduce
a una sorprendente eficacia, que se puede observar a lo largo de dos generaciones de virus.

Por medio de la reaccién por adiciéon con un ARN gendmico, de esta manera se pueden combatir también los virus
latentes. Por ejemplo, los medicamentos contra el VIH, que se encuentran actualmente en el mercado, solamente
pueden combatir a los virus de la IH que se estan replicando. Con una terapia combinada a base de unos
compuestos, que reaccionan por adicién con un ARN gendmico (tales como, por ejemplo, los compuestos conformes
al invento), y de unos compuestos, que mantienen baja la carga por virus mediante el bloqueo de la replicacion de
los virus, conforme al invento se pueden combatir simultaneamente tanto los virus que se estan replicando como
también los virus latentes, y se consigue por consiguiente un exterminio de los correspondientes virus en el
organismo humano.

Los compuestos conformes al invento muestran un superior efecto antisentido y una eficacia mas grande en
comparacién con los compuestos estereoquimicamente heterogéneos, descritos en el documento EP 1157031,. En
el caso de ambas clases de compuestos, la intensidad del efecto antisentido aumenta con un nimero creciente de
los mondmeros, que se habian utilizado para la preparacion de los oligdmeros, es decir con unos valores mas
grandes de n. Incluso unos compuestos conformes al invento manifiestamente mas cortos, son, no obstante,
sorprendentemente superiores en su efecto a unos oligdmeros mas largos, estereoquimicamente heterogéneos, de
acuerdo con el documento EP 1157031. Esto hace que los compuestos conformes al invento sean especialmente
valiosos también para otras aplicaciones.

Los compuestos conformes al invento presentan un gran interés para el tratamiento de diversas enfermedades,
sobre todo debido a su capacidad de fijarse a secuencias complementarias de &cidos nucleicos. Con estos
compuestos se pueden combatir unas enfermedades, que se han de atribuir a la presencia de un ADN o ARN no
propio del cuerpo. Como ejemplos de ellas se pueden mencionar en este contexto sobre todo las enfermedades, que
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son provocadas por virus, tales como, por ejemplo, los VIH, los de la hepatitis B y la hepatitis C o los VPH (virus del
papiloma humano).

Sin embargo, también unas enfermedades, que se han de atribuir a una sobreexpresiéon de un ARNm propio del
cuerpo, pueden ser combatidas con los compuestos conformes al invento. Como ejemplos de ellas se han de
mencionar en este contexto los mas diversos tipos de canceres tales como, por ejemplo, los de piel, de pulmén, de
higado, de prostata, leucemia o tumores cerebrales.

Unos correspondientes experimentos con los compuestos conformes al invento mostraron una reduccion en un 33 %
de la proliferacion celular en el linaje de células de cancer de mama MDA453, que sobreexpresa a Her2/neu. En
este experimento, los linajes de células se incubaron en un cultivo celular durante cuatro dias con un compuesto
conforme al invento, que constituye una secuencia complementaria de concordancia (match) con respecto al ARNm
para Her2/neu. Un testigo negativo, que no constituye ninguna secuencia complementaria de concordancia con
respecto al ARNm para Her2/neu, no mostrd ninguna reduccion de la proliferacion celular.

La disminuciéon de la concentracion de Her2/neu en carcinomas de mama aumenta manifiestamente la tasa de
supervivencia en combinacion con los agentes quimioterapéuticos convencionales en el caso de pacientes de
cancer de mama. (Piccart-Gebhart MJ y colaboradores: Herceptin® Adjuvant (HERA) Trial Study Team.
Trastuzumab after adjuvant chemotherapy in HER2-positive breast cancer (Equipo de estudios de ensayo del
adyuvante Herceptin® (HERA). Administracién de trastuzumab después de una quimioterapia con adyuvante en un
cancer de mama positivo en cuanto a HER2). N Engl J Med. 2005 Oct 20; 353 (16): 1.659-72).

Ademas, con los compuestos conformes al invento se pueden combatir ciertas enfermedades inflamatorias tales
como, por ejemplo, un asma o una psoriasis, ciertas enfermedades neurolégicas tales como por ejemplo la
enfermedad de Parkinson o ciertas enfermedades metabdlicas tales como las que estan relacionadas con unos
valores elevados de colesterol.

Unos correspondientes experimentos con compuestos conformes al invento, que se habian dirigido contra la
expresion de la proteina portadora de colesterol ApoB100, mostré en ratones una reducciéon del contenido de
ApoB100 en un 41 % en comparacién con el grupo testigo tratado solamente con un tampén PBS (solucién salina
tamponada con fosfato. Simultdneamente, se observé una reduccién en un 32 % del contenido de ApoB48, una
adicional proteina portadora de colesterol, que es responsable del transporte de colesterol desde el intestino delgado
al higado. La reduccién de los contenidos de ApoB100 y ApoB48 dio como resultado una reduccion global del nivel
de colesterol en un 25 %. En este experimento, se administraron los compuestos conformes al invento por via
intravenosa a ratones en tres dias consecutivos, una vez al dia, en una concentracion de 25 mg/kg, y a continuacion,
en ell cuarto dia, se analizo la sangre de los ratones.

Una reduccién de los contenidos de ApoB100 y ApoB48 es valiosa en lo que se refiere a la represion de
enfermedades, que estan relacionadas con una arteriosclerosis y con unos valores aumentados de colesterol, en
particular en en lo que se refiere a los grupos de alto riesgo.

También es objeto del presente invento la utilizacion de estas sustancias activas para la produccion de
medicamentos destinados a la prevencion y/o al tratamiento de enfermedades. Por lo general, los compuestos
conformes al invento se administran, mediando aplicacion de las modalidades conocidas y aceptables, o bien
individualmente o en combinacién con otro agente terapéutico adicional arbitrario. La administracion se puede
realizar p.ej. por una de las siguientes rutas: por via oral, p.ej. en forma de grageas, tabletas revestidas, pildoras,
materiales semisdlidos, capsulas blandas o duras, soluciones, emulsiones o suspensiones; por via parenteral, p.ej.
como una solucién inyectable; por via rectal como supositorios; por inhalacién, p.ej. como una formulacion
pulverulenta o una formulacion de atomizacion, por via transdérmica o intranasal. Para la produccién de tales
tabletas, pildoras, materiales semisolidos, tabletas revestidas, grageas y capsulas duras de gelatina, el producto
utilizable terapéuticamente se puede mezclar con sustancias de vehiculo para medicamentos, inorganicas u
organicas, farmacologicamente inertes, p.ej. con lactosa, sacarosa, glucosa, gelatina, malta, gel de silice, almidén o
sus derivados, talco, acido estearico o sus sales, leche desnatada seca y similares. Para la produccién de capsulas
blandas, se pueden emplear unas sustancias de vehiculo para medicamentos, tales como p.ej. aceites vegetales,
petréleo, aceites animales o sintéticos, cera, grasa y polioles. Para la produccion de soluciones y jarabes liquidas/os
se pueden utilizar unas sustancias de vehiculo para medicamentos tales como p.ej. agua, alcoholes, una solucién
salina acuosa, una dextrosa acuosa, polioles, glicerol, aceites vegetales, petroleo, aceites animales o sintéticos.
Para supositorios, se pueden utilizar unas sustancias de vehiculo para medicamentos tales como p.ej. aceites
vegetales, petrdleo, aceites animales o sintéticos, cera, grasa y polioles. Para formulaciones de aerosoles se pueden
emplear unos gases comprimidos que son adecuados para esta finalidad, tales como p.ej. oxigeno, nitrégeno y
diéxido de carbono. Los agentes utilizables farmacéuticamente pueden contener también materiales aditivos para la
conservacion y la estabilizacion, agentes emulsionantes, sustancias edulcorantes, sustancias aromatizantes, sales
para la modificacién de la presion osmética, tampones, sustancias aditivas para la envoltura y agentes antioxidantes.
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Los compuestos conformes al invento se pueden preparar por ejemplo mediante unos procedimientos descritos en la
bibliografia por reaccion de compuestos de la férmula general 1| de un modo en si conocido (véanse p.ej. L.
Christensen, R. Fitzpatrick, B. Gildea, K.H. Petersen, H.F. Hansen, T. Koch, M. Egholm, O. Buchardt, P.E. Nielsen, J.
Coull, R.H. Berg, J.Pept.Sci. 3, 1995, 175-183. T. Koch, H.F. Hansen, P. Andersen, T. Larsen, H.G. Batz, K. Otteson,
H. Orum, J.Pept.Res. 49, 1997, 80-88. F. Bergmann, W. Bannwarth, S. Tam, Tetrahedron Lett. 36, 1995, 6.8230
6.826).

En los compuestos de la formula general Il

. E
O
O
5
H R’

el radical R® es p.ej. un atomo de H o un radical alilo, bencilo, etilo o metilo, o un polimero soluble o insoluble.

Pr es un atomo de H o un grupo protector separable de aminas. El grupo protector de aminas tiene que ser
separable selectivamente en presencia de los grupos protectores de nucleobases. De manera preferida, Pr es un
atomo de H, un grupo protector oxocarbamato o tiocarbamato, de la manera mas grandemente preferida, Pr es un
atomo de H o un grupo protector Fmoc, Boc, Cbz, Mmt o Bhoc.

E y el radical R son como se han definido mas arriba.

El centro asimétrico (*), al que se une el radical R, puede tener la configuracion R 0 S.

Los compuestos de la férmula general |l se pueden preparar, por ejemplo, segun el siguiente procedimiento.

Preparacion de los compuestos de la formula general Il con una configuracion R en el centro asimétrico:

Etapa de reaccion 1:

Buli, THF
@] ' O
R S O
N -78°C N
H H H R'

Partiendo de la configuracion S del educto de pirazina, la realizacién se puede efectuar, por ejemplo, tal como se
describe en la bibliografia (U. Schéllkopf, U. Busse, R. Lonsky, R. Hinrichs, Liebigs Ann. Chem. 1986, 2150-2163; A.
Schick, T. Kolter, A. Giannis, K. Sandhoff, Tetrahedron 51, 1995, 11207-11218).

Etapa de reaccion 2:

O HCI/H,0 | éter "HCI o 'HEIN\)?\
g S O
N
~o Y TA R' PN
R' .

e
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La realizacion se puede efectuar por ejemplo tal como se describe en la bibliografia (U. Schoéllkopf, U. Busse, R.
Lonsky, R. Hinrichs, Liebigs Ann. Chem. 1986, 2150-2163).

Etapa de reaccioén 3:

j\ " ACOH/ NaBH,CN .
. Aty

+ 0 MeOH !/ 0'C

o]
Q
HzN\)J\O/ )voinf\/n\;)Lo/

P

La mezcla de productos procedente de la etapa de reaccién 2, después de una liberacion de las aminas desde sus
hidrocloruros por medio de una base (p.ej. NaHCOs, NHs), se puede emplear en la reaccién consecutiva. Esta, que
es una aminacion reductora, se puede llevar a cabo tal como se describe en la bibliografia (G. Haaima, A. Lohse, O.
Buchardt, P.E. Nielsen, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. [Quimica Aplicada, Edicion Internacional en Inglés] 35, 1996, n°
17, 1939-1942).

En lugar del cianoborohidruro de sodio se pueden utilizar también otros agentes de reduccién tales como p.ej.
hidrégeno y un catalizador (p.ej. Pd/C). Los productos de reaccidn se separan por cromatografia.

Etapa de reaccion 4:

o Q
/% JL f‘\.‘/n - T
e e g ._0_ - S _Kfc'

" DCC /DHET e v

R
J\. N -
+ DMF / 40°C )Vo H-"\/ \l/u\o
1
(o

OH

La realizacion se puede efectuar, a modo de ejemplo, tal como se describe en la bibliografia (G. Haaima, A. Lohse,
O. Buchardt, P.E. Nielsen, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 35, 1996, n° 17, 1939-1942). En este caso, se pueden
emplear también otros reactivos de acoplamiento distintos en lugar del DCC/DHBT.

La preparacion del compuesto E-CH,-COOH (por ejemplo C(PG)-CH2-COOH, A(PG)-CH»-COOH, G(PG)-CH,
COOH o T-CH2-COOH, J(PG)-CH,-COOH, siendo A = adeninilo, C = citosinilo, G = guaninilo, T = timinilo, J =
pseudoisocitosinilo, PG = un grupo protector tal como, por ejemplo, benciloxicarbonilo (Z), bencilo (Bzl), acetilo (Ac)
o anisoilo (An)) se puede efectuar tal como se describe por ejemplo en la bibliografia (S.A. Thomson, J.A. Josey, R.
Cadilla, M.D. Gaul, F.C. Hassmann, M.J. Lazzio, A.J. Pipe, K.L. Reed, D.J. Ricca, R.W. Wiether, S.A. Noble,
Tetrahedron 51, 1995, 6179-6194).

Otros posibles grupos protectores se describen asimismo en la bibliografia (G. Breipohl, D.W. Will, A. Peymann, E.
Uhlmann, Tetrahedron 53, 1997, 14671-14686; T. Kofoed, H.F. Hansen, H. Orum, T. Koch, J. Peptide Sci., 7, 2001,
402-412)

1"
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Etapa de reaccion 5:

0 ° 5 1) NaOH / H,0 / MeOH o 0 5
,J-I\ N -~
Ao N s )YDJ\N,\,N\I)LOH
R' H R'

La realizacion se puede efectuar por ejemplo tal como se describe en la bibliografia (G. Haaima, A. Lohse, O.
Buchardt, P.E. Nielsen, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 35, 1996, n° 17, 1939-1942).

Para realizar una descripcion mas sencilla de los compuestos de la férmula general Il, que resultan como productos
en la etapa de reaccién 5, se utilizan las siguientes abreviaturas:

Si, por ejemplo, se emplea A(PG)-CH,-COOH en la etapa de reaccion 4, entonces se obtiene el correspondiente
compuesto de la férmula general Il que tiene un centro asimétrico. Este compuesto se designa abreviadamente aqui
por lo general como AR(PG). En este caso, A representa la nucleobase en el compuesto de la formula general Il que
tiene un centro asimétrico, la R resaltada (superindice) representa la configuracion R del compuesto y el PG
representa el grupo protector situado junto a la nucleobase.

Si, por ejemplo, se emplea acido fenil-acético en la etapa de reaccién 4, entonces se obtiene un compuesto de la
férmula general Il que tiene un centro asimétrico, que se designa abreviadamente como PR,

Los correspondientes compuestos de la férmula general Il sin ningun centro asimétrico (R1 = H) se designan
abreviadamente de una manera analoga a la de los compuestos de la formula general Il que tienen un centro
asimétrico, con la diferencia de que, en lugar de la letra mayuscula para la nucleobase y de la letra resaltada
(superindice) para la configuracion (p.ej. A™), se utiliza la correspondiente letra mindscula a. Por ejemplo, un
compuesto de la formula general Il que no tiene ningun centro asimétrico, con una C protegida con PG como
nucleobase, se designa abreviadamente como c(PG).

Para la preparacion de los compuestos de la férmula general Il con una configuracién S en el centro asimétrico, en la
etapa de reaccion 1 se emplea el educto (compuesto de partida) de pirazina con una configuraciéon R y las etapas de
reaccion 1 hasta 5 se llevan a cabo analogamente. Entonces se obtiene, por ejemplo, un compuesto de la féormula
general Il con la abreviatura AS(PG).

Los compuestos conformes al invento se pueden preparar, por ejemplo, mediante una sintesis en fase sdlida por
reaccion de compuestos de la férmula general Il de un modo en si conocido. Después de la sintesis en fase sélida,
se separan los grupos protectores situados junto a las nucleobases, de tal manera que se obtienen los compuestos
de la formula general |, que se designan abreviadamente de la siguiente manera:

Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado solamente a partir de compuestos de la
férmula general Il que tienen un centro asimétrico con una configuracion R, y que se habia rematado con acetilo en
la Ultima etapa, y que desgués de esto se habia separado de la resina como una amida primaria, se designa
abreviadamente como Ac-ARGRTRCRGRTRTRTRCRARARCRCR-NH.,.

Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado a partir de compuestos de la féormula
general Il que tienen un centro asimétrico con una configuracion R, y de compuestos de la férmula general Il que no
tienen ningun centro asimétrico, y que se habia marcado en la Ultima etapa con fluoresceina, y que después de esto
se habia S(?J)arado de la resina como una amida primaria, se designa abreviadamente como Flu[J
ARgTRCRGRITRTRCRaaCRc-NH,.

Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado junto a una resina con Boc-Gly-PAM
MBHA solamente a partir de compuestos de la férmula general Il que tienen un centro asimétrico con una
configuracion S asi como a partir de un L-aminoacido tal como yoduro de Boc-¢(L)-trimetil-lisina (yoduro de Bocl
¢(L)TML), y que se habia rematado con acetilo en la ultima etapa y después de esto se habia separado de la resina
como una amida primaria, se designa abreviadamente como Ac-g(L)TML-ASG T CSG T T TSCSASASCSC®-Gly-NH,.
Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado junto a una resina con Boc-Gly-PAM[]
MBHA solamente a partir de compuestos de la férmula general 1l que tienen un centro asimétrico con una
configuracion S, asi como a partir de cuatro L-aminoacidos tales como el yoduro de Boc-¢(L)-trimetil-lisina (yoduro de
Boc-¢(L)-TML), y que se habia rematado con acetilo en la ultima etapa, y que después de esto se habia separado de
la resina como una amida primaria, se designa abreviadamente como Ac-¢(L)TML-¢(L)TML-g(L)TML-g(L)TMLI
ASGSTSC G TSTSTSCSASASCSCS-Gly-NH,.

Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado junto a una resina con Boc-Gly-PAM[]
MBHA a partir de compuestos de la férmula general 1l que tienen un centro asimétrico con una configuraciéon R, y a
partir de compuestos de la férmula general Il sin ningun centro asimétrico, y a partir de glicina asi como de dos
aminoacidos tales como el acido 4-(dietoxi-fosforil)-2-(terc.-butoxicarbonilamino)-butirico (Boc-DEPABS), y que se
habia rematado con acetilo en la Ultima etapa, y que después de esto se habia separado de la resina como una
amida primaria, se designa abreviadamente como Ac-(DEPABS),-Gly-gcgtG tG tGRggaagG cARg-Gly-NH;.
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Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado junto a una resina con Boc-Gly-PAM[
MBHA a partir de compuestos de la férmula general |l que tienen un centro asimétrico con una configuracion Ry a
partir de compuestos de la férmula general Il sin ningln centro asimétrico, y de los aminoacidos L-lisina (L-Lys), L[
arginina (L-Arg), L-valina (L-Val), y que se habia rematado con acetilo en la Ultima etapa, y que después de esto se
habia separado de la resina como una amida primaria, se designa abreviadamente como Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)[]
(L-Arg)-(L-Lys)-(L-Val)-agctCRcTRegecc TG Re-Gly-NHs.

Por ejemplo, un compuesto conforme al invento, que se habia preparado junto a una resina con Boc-Gly-PAM
MBHA a partir de compuestos de la férmula general |l que tienen un centro asimétrico con una configuracion Ry a
partir de compuestos de la formula general 1l sin ningun centro asimétrico, y a partir de los aminoacidos yoduro de
Boc-¢-(L)-trimetil-lisina (yoduro de Boc-¢(L)TML) y del compuesto quelador éster tri-terc.-butilico de 1,4,7,10(]
tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético (DOTA), y que después de esto se habia separado de la resina como
una amida primaria, se designa abreviadamente como DOTA—s(L)TML-CRaGRtTRaGRgGRtTRaGR—GIy-NHg.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacion de (2R,5S)-2-(2-dietoxi-fosforil)etil)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina

O
0] Nl | ~
N D‘“‘-- + l:i""#o\/ Buli, THF \D/I\/N
A o |
\D N ‘\ -78°C
O...\/

0,52 moles de (S)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-2-isopropil-pirazina se disuelven en 400 ml de THF absoluto bajo argén y
se enfrian a -78°C. Mediando agitacion se afiaden gota a gota lentamente 200 ml de una solucién 2,7 M de butil-litio
(en heptano) (0,54 moles). A continuacién, se afiade gota a gota una solucién de 0,52 moles de dietil-(2-bromoetil)[]
fosfonato en 300 ml de THF absolutizado, lentamente mediando agitacion, y se agita durante otras 3 h mas a -78°C.
Luego se afaden lentamente 11,7 ml (aproximadamente 0,2 moles) de acido acético anhidro. Luego la mezcla de
reaccion se deja calentar lentamente hasta la temperatura ambiente. El disolvente se elimina, el residuo se recoge
en 600 ml de dietil-éter y se lava con 200 ml de agua. La fase acuosa se extrae todavia 3 veces, cada vez con 100
ml de dietil-éter. Las fases etéreas reunidas se secan sobre MgSQy, se filtran y el disolvente se elimina en vacio. El
residuo se recoge en una mezcla de Et,O y hexano (1/10) y se filtra a través de un lecho de gel de silice. En este
caso se eluye primeramente con una mezcla de Et,O y hexano (1/5).

Rendimiento: aproximadamente 70 %, liquido de color amarillo:

'H-RMN (CDCls): 0,71, 1,04 (d, 6H, CH(CHa)), 1,33 (t, 6H, P(O) (OCH,CHs)z), 1,68-2,25 (m, 4H, CHCH,CH,P),
3,65, 3,67 (s, 6H, OCHs), 4,02 (m, 1H), 4,10-4,20 (m, 4H, P(O)(OCHCHs),).

Ejemplo 2: Preparacion de (2R,5S)-2-(8-(dibenciloxi-fosforil)octil)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina
Andlogamente al procedimiento de preparacion en el Ejemplo 1, partiendo de (S)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-2[]
isopropil-pirazina y de dibencil-(8-bromo-octil)-fosfonato se prepara la (2R,5S)-2-(8-(dibenciloxi-fosforil)octil)-2,5(]

dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina.

Ejemplo 3: Preparacion de (2S,5R)-2-(4-(diciclohexil-oxifosforil)but-2-enil)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-
isopropil-pirazina

Andlogamente al procedimiento de preparacion en el Ejemplo 1, partiendo de (R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-2

isopropil-pirazina y diciclohexil-(4-bromo-but-2-enil)-fosfonato se prepara la (2S,5R)-2-(4-diciclohexiloxi-fosforil)but-2]
enil)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina.
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Ejemplo 4: Preparacién del éster metilico de acido (2R)-2-[2-(terc.-butoxicarbonilamino)etil]-amino-4-
(dietoxifosforil)-butirico

*HCl
0 o H.N i
~ ,“\/|N HCI/H,0 / éter ? o~ *HCI 0
0" -
> i omp *
N -
\-—-"'"
0
HN o~ 0
awn
+ : O
0=p_ ;
a0\ N
N—

0,38 moles de (2R,5S)-2-(2(-dietoxi-fosforil)etil)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina se disuelven en 400 ml
de dietil-éter. A esta solucion se le afiaden 1.150 ml de una solucién acuosa 1 N de HCI. Después de 60 min, la
reaccion ha finalizado y se elimina el éter. Si el producto debe de ser almacenado, también el agua se elimina
completamente en vacio. Si el producto debe de ser hecho reaccionar ulteriormente de manera inmediata, el agua
se elimina por evaporacion rotatoria hasta llegar a aproximadamente la mitad de volumen, luego se ajusta el valor
del pH de la mezcla de reaccion a 8-9 con una solucidon de amoniaco. La solucidon de caracter basico se extrae 6
veces con diclorometano, controlandose cada vez el valor del pH y corrigiéndose éste en caso necesario. Las fases
de diclorometano se reunen, se secan con MgSQy, y el disolvente se elimina en vacio. El aceite de color amarillo
resultante, se emplea inmediatamente en la reaccién sucesiva, la aminacion en condiciones reductoras.

B n 0
H,N i )\\okﬂ/\‘/n o~

2 0/
O=P
o=p I g™ ™~
0'“0’\. o] Q\_,
N 'JJ\ H AcOH / NaBH,CN
. RN Y '
+ o MeQH 1 Q'C
PP
HN ~ 0" NN o
I H
A P

El aceite de color amarillo (se supone una conversion quimica total) se recoge en 600 ml de metanol y se enfria a
0°C. A continuacion, se afiaden 0,76 moles de N-Boc-amino-acetaldehido. Después de que se hubo agitado durante
30 min a 0°C, se afiaden primeramente 0,90 moles de acido acético anhidro y luego 0,40 moles de cianoborohidruro
de sodio. La mezcla de reaccion se agita a 0°C, hasta que el desprendimiento de gases haya finalizado, luego se
elimina el disolvente en el evaporador rotatorio. El residuo se recoge en éster etilico de acido acético
(aproximadamente 600 ml) y se lava una vez con una solucidon saturada de NaHCO3 (aproximadamente 200 ml) y
una vez con una solucion saturada de NaCl (aproximadamente 100 ml). La fase organica se seca con MgSO, y se
filtra. A continuacion, se elimina el disolvente en vacio.
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La purificacién ulterior se efectua por medio de una SPE (acrénimo de Solid Phase Extraction = extraccion en fase
sélida) a través de una frita de vidrio cargada con gel de silice. Las impurezas y los productos indeseados se eluyen
primeramente con una mezcla de hexano y acetato de etilo 1:1 y luego con acetato de etilo puro. El producto
deseado se obtiene finalmente mediante extraccién con metanol al 10 % en diclorometano.

Después de haber eliminado el disolvente, se obtiene aproximadamente un 75 % del producto como un aceite
viscoso de color amarillo.

'H-RMN (CDCls): 1,35 (t, 6H, P(O)(OCH2CHa)z), 1,47 (s, 9H, C(CHa)s]; 1,8-2,0 (m, 4H, CHCH,CH.P), 2,5-2,6, 2,750
2,85, 3,0-3,4 (m, 4H, NCH2CH2N), 3,75 (s, 3H, OCHs), 4,0-4,2 (m, 4H, P(O)(OCH2CHs)s).

Ejemplo 5: Preparacion del éster metilico de é&cido (2R)-2-[2-(terc.-butoxi-carbonilamino)etil]-amino-10-
(dibenciloxi-fosforil)-decanoico

Analogamente al procedimiento de preparacion en el Ejemplo 4, partiendo de (2R,5S)-2-(8-(dibenciloxi-fosforil)octil)[]
2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina, se prepara el éster metilico de acido (2R)-2-[2-(terc.[]
butoxicarbonilamino)etil)-amino-10-(dibenciloxi-fosforil)-decanoico.

Ejemplo 6: Preparacion del éster metilico de &acido (2S)-2-[2-(terc.-butoxi-carbonilamino)etil]-amino-6-
(diciclohexiloxi-fosforil)-hex-4-enoico

Andlogamente al procedimiento de preparacion descrito en el Ejemplo 4, partiendo de (2S,5R)-2-(4-(diciclohexiloxil]
fosforil)but-2-enil)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxi-5-isopropil-pirazina, se prepara el éster metilico de acido (2S)-2-[2-(terc.[]
butoxicarbonilamino)etil]-amino-6-(diciclohexiloxi-fosforil)-hex-4-enoico.

Ejemplo 7: Preparacion del éster metilico de acido (R)-2-([2-{N4-benciloxi-carbonil-citosin-l-il}-acetil]-[2-terc.-

butoxicarbonilamino-etil]-amino)-4-(dietoxi-fosforil)-butirico

HN,?L‘O
3 CL
0 HNT O
AL~ A O 3
N 0 ”J

o
+ | o

. DCC/DHBT
o A i
D:P D DMF 1 40*C

O; \D/“-.‘_
N OH o=p
oj -\0"—\““'
A

A una solucion agitada de 30,96 mmol de acido 4-N-(benciloxicarbonil)-citosin-2-il-acético y de 30,96 mmol de 3,4(]
dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1,2,3-benzotriazina (DHBT-OH) en 100 ml de DMF absoluto, se le afiaden 32,51 mmol de
DCC, y esta solucién se agita durante 1 h a 40°C. A continuacién, se afiaden 23,84 mmol del éster metilico de acido
(2R)-2-[2-(terc.-butoxicarbonilamino)etil]-amino-4-(dietoxi-fosforil)-butirico y se agitan a 40°C. La reaccion se vigila
con una HPLC vy ha finalizado después de 3 dias.

Se separa por filtracién con respecto del material insoluble y el disolvente se elimina en vacio. El residuo se recoge
en diclorometano y se deja reposar durante una noche en el armario frigorifico. En este caso, precipita una cantidad
adicional de diciclohexil-urea, que se separa por filtracién. ElI material filtrado se lava 2-3 veces con una solucion
diluida de NaHCO3 (1/3 de una solucién saturada de NaHCOs3, 2/3 de agua), 1-2 veces con una solucién diluida de
KHSO4 (1/3 de una solucién saturada de KHSO,, 2/3 de agua), se seca con MgSO4 y se concentra por evaporacion
rotatoria. La purificacion ulterior se efectia mediante disolucion en acetato de etilo y reposo durante una noche en el
armario frigorifico, después de lo cual se separa por filtracién de una cantidad adicional de diciclohexil-urea, que ha
precipitado eventualmente, y el disolvente se elimina de nuevo. El producto bruto se disuelve luego en diclorometano
(5 ml por cada 3 g del producto bruto) y se precipita de nuevo con dietil-éter (25 ml por cada 3 g de producto bruto) y
con hexano (5 ml por cada 3 g de producto bruto). El disolvente, que contiene impurezas, se elimina y el producto se
seca en vacio.

Rendimiento: aproximadamente 65 % de un material sélido de color amarillo palido
'H-RMN (CDC13): 1,32 (t, 6H, P(O)(OCH2CHa),); 1,44 (s, 9H, C(CHs)3)); 1,75-2,45 (m, 4H, CHCH,CH,P); 3,2-3,85
(m, 4H, NCH>CH2N); 3,73 (s, 3H, OCHj3); 4,07 (m, 4H, P(O)(OCH2CHz)2); 4,28 (m, 1H, NCHC(0O)); 4,42-4,99 (2d, 2H,
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NCH,C(0)); 5,22 (s, 2H, OCH,Ph); 5,56 (t, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,25 (d, 1H, CCH=CHNY); 7,38 (s, 5H, Ph); 7,55 (d,
1H, CCH=CHN).

Ejemplo 8: Preparacion de acido (R)-2-([2-{N4-benciloxicarbonilamino-citosin-l-il}-acetil]-[2-terc.-
butoxicarbonilamino-etil]-amino)-4-(dietoxi-fosforil)-butirico

u]

o e
%U o0

N 0
o]
/k\ /OIL o 1) NaOH / H,0 f MeOH o I\f o
N -~
o E-'"“v 0 2) HCI 1 H,O0 )TOJ\HWN OH
o=pP —
4 o™ o-—,P.o,,\
N\ C
\_,..--—

19,1 mmol del éster metilico de acido (R)-2-([2-{N4-benciloxicarbonil-citosin-1-il)-acetil]-[2-terc.-butoxicarbonilamino(]
etil]-amino)-4-(dietoxi-fosforil)-butirico se disuelven en 80 ml de una mezcla de THF y agua (2/3) y se enfria a 0°C. A
esto se le afiaden gota a gota 48 ml de una soluciéon 1 M de hidréxido de litio (de pH ~ 9). El progreso de la reaccion
se vigila con una CD (cromatografia de capa fina) (con metanol al 10 % en diclorometano). Después de haberse
terminado la reaccion, la solucion de reaccion se diluye con 130 ml de una solucion de NaCl en agua y se extrae una
vez con diclorometano (200 ml). La fase acuosa se ajusta a un pH de 2-3 con una solucién 2 M de KHSO, y se
extrae multiples veces con diclorometano. En este caso se controla siempre de nuevo el valor del pH y en caso
necesario se corrige posteriormente. Las fases organicas reunidas se secan sobre MgSQy, y el disolvente se elimina
en vacio. Cuando sea necesario, el producto bruto se puede reprecipitar con dietil-éter a partir de diclorometano.
Finalmente, el producto se seca en el liofilizador.

Rendimiento: aproximadamente 80 % de un material sélido de color amarillo blancuzco.

'H-RMN (DMSO-de): 1,21 (t, 6H, P(O)(OCH,CHs)2); 1,39 (s, 9H, C(CHs)s); 1,70-2,30 (m, 4H, CHCH,CH,P); 2,90-3,60
(m, 4H, NCH,CH,N); 3,93-4,02 (m, 4H, P(O)(OCH2CHa),); 4,25 (m, 1H, NCHC(O)); 4,50-4,83 (m, 2H, NCH,C(O));
5,19 (s, 2H, OCH,Ph); 6,88 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,02 (d, 1H, CCH=CHNY); 7,31-7,41 (m, 5H, Ph); 7,97 (d, 1H,
CCH=CHN).

Ejemplo 9: Preparacion de otros compuestos de la formula general Il

Mediante unas sintesis analogas a las que se han descrito en los Ejemplos 7 y 8, en las que, junto a C(Z)-CH20I
COOH, se emplean otros componentes de nucleobases y acido acético protegidos con Z, protegidos con bencilo
(Bzl), protegidos con anisoilo (An) o respectivamente protegidos con acetilo y no protegidos A(Z)-CH2-COOH, A(An)(]
CH2-COOH, A(Bzl)CH2-COOH 6 G(Z)-CH2-COOH, G(Ac)-CH,-COOH, C(An)-CH,-COOH, C(Bzl)-CH2-COOH, J(Z)[1
CH,-COOH, J(Bzl)-CH,-COOH, J(An)-CH,-COOH o respectivamente T-CH>-COOH (A = adeninilo, C = citosinilo, G =
guaninilo, T = timinilo, J = pseudoisocitosinilo, asi como acido fenil-acético, se preparan otros compuestos
adicionales de la formula general Il.

AR 2):

"H-RMN (CH30H-d,): 1,20 (t, 6H, P(O)(OCH,CHa),); 1,34 (s, 9H, C(CHs)3); 1,70-2,30 (m, 4H, CCH,CH,P), 3,00-3,80
(m, 4H, NCH,CH:N); 3,93-4,02 (m, 4H, P(O)(OCH2CHs)2); 4,10 (m, 1H, NCHC(O)); 5,18 (s, 2H, OCH,PH); 5,20-5,40
(m, 2H, NCH>C(0)); 7,15-7,40 (m, 5H, Ph); 8,14 (s, 1H, N=CHN); 8,46 (s, 1H, NHCHN).

ARBz):

'H-RMN (DMSO-dg): 1,21 (t, 6H, P(O)(OCH2CHs)z), 1,40 (s, 9H, C(CHa)s); 1,70-2,20 (m, 4H, CHCH,CH.P), 2,90-3,75
(m, 4H, NCH,CH2N); 3,90-4,10 (m, 4H, P(O)(OCH2CHs)2): 4,22 (m, 1H, NCHC(O)); 5,25-5,45 (m, 2H, NCH,C(O));
6,96 (m, br, 1H, C(O)NHCHo); 7,50-8,10 (m, 5H, Ph); 8,42 (s, 1H, N=CHN); 8,69 (s, 1H, N=CHN).

AR(An):

'H-RMN (DMSO-dg): 1,21 (t, 6H, P(O)(OCH2CHs)2); 1,41 (s, 9H, C(CHzs)3); 1,70-2,20 (m, 4H, CHCH,CH2P); 2,900]
3,750 (m, 4H, NCHoCH,N); 3,86 (s, 3H, OCHa): 3,90-4.10 (m, 4H, P(O)(OCHsCHa)a): 4,22 (m, 1H, NCHC(O)); 5.25"
5.45 (m, 2H, NCH,C(O)): 6.96 (m, br, 1H, C(O)NHCH.); 7,08 (d, 2H, Ph): 8,05 (d, 2H, Ph); 8,42 (s, 1H, N=CHN); 8,69
(s, TH, N=CHN).
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@)

"H-RMN (DMSO-ds): 1,32 (t, 6H, P(O)(OCH2CHs)2); 1,42 (s, 9H, C(CHs)3); 1,60-2,50 (m, 4H, CHCH2CH,P); 3,10-3,55
(m, 4H, NCH,CHN); 3,65-3,90 (m, 2H, NCH,C(0)); 4,00-4,15 (m, 4H, P(O)(OCH,CHs).); 4,20 (m, 1H, NCHC(O));
5,24 (s, 2H, OCHzPh); 6,80 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,27 (d, 1H, C=CHN); 7,30-7,50 (m, 5H, Ph).

J¥(An):

IH-RMN (DMSO-ds): 1,22 (t, 6H, P(O)(OCH,CHa)): 1,38 (s, 9H, C(CHa)s); 1,65-2,25 (m, 4H, CHCH,CH,P); 2,80-3,70
(m, 4H, NCH>CH3N); 2,80-3,70 (m, 2H, CCH,C(Q)); 3,84 (s, 3H, OCHjs); 3,90-4,05 (m, 4H, P(O)(OCH>CHjs),); 4,17
(m, 1H, NCHC(0)); 6,81 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,05 (d, 2H, Ph); 7,70 (s, 1H, NCH=C); 8,07 (d, 2H, Ph).

GR(2):

'H-RMN (DMSO-d): 1,18 (t, 6H, P(O)(OCH2CHs)z), 1,37 (s, 9H, C(CHs)s); 1,70-2,30 (m, 4H, CHCH,CH2P), 2,95-3,70
(m, 4H, NCH,CH;N); 3,90-4,10 (m, 4H, P(O)(OCH.CHs).); 4,20 (m, 1H, NCHC(O)); 4,85-5,20 (m, 2H, NCH2C(O));
5,269 (s, 2H, OCH.Ph); 6,95 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,30-7,50 (m, 5H, Ph); 7,85 (s, 1H, N=CHN).

GR(Ac):

IH-RMN (DMSO-ds): 1,20 (t, 6H, P(O)(OCH2CH)z); 1,41 (s, 9H, C(CHa)s); 1,70-2,18 (m, 4H, CHCH.CH,P); 2,20 (s,
3H, CH5C(O)): 2,90-3,60 (m, 4H, NCH,CH,N): 3,90-4.10 (m, 4H, P(O)(OCHoCHs)o): 4,22 (m, 1H, NCHC(O)): 4,911
5,22 (m, 2H, NCH,C(0)): 7,00 (m, br, 1H, C(O)NHCH,): 7,88 (s, 1H, N=CH-N).

c?Bzl):

'H-RMN (DMSO-dg): 1,21 (t, 6H, P(O)(OCH2CHs)y); 1,40 (s, 9H, C(CHa)s); 1,70-2,30 (m, 4H, CHCH2CH.P); 3,20-3,60
(m, 4H, NCH,CH2N); 3,93-4,02 (m, 4H, P(O)(OCH2CHs).); 4,28 (m, 1H, NCHC(O)); 4,50-4,83 (m, 2H, NCH,C(O));
6,90 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,33 (d, 1H, CCH=CHN); 7,50-7,55 (m, 2H, Ph); 7,62 (d, 1H, CCH=CHN); 8,00-8,10
(m, 3H, Ph).

cR(An):

'H-RMN (DMSO-ds): 1,22 (t, 6H, P(O)(OCH;CHa)2); 1,39 (s, 9H, C(CHa)s); 1,65-2,10 (m, 4H, CHCH2CH2P); 3,20-3,60
(m, 4H, NCH2CH:N); 3,84 (s, 3H, OCHs); 3,85-4,05 (m, 4H, P(O)(OCH,CHs)2); 4,25 (m, 1H, NCHC(O)); 4,50-4,95 (m,
2H, NCH,C(O)); 6,90 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,04 (d, 2H, Ph); 7,30 (d, 1H, CCH=CHN); 8,00 (d, 1H, CCH=CHN);
8,03 (d, 2H, Ph).

TR

'H-RMN (DMSO-dg): 1,22 (t, 6H, P(O)(OCH2CHzs)2); 1,39 (s, 9H, C(CHs}s); 1,65-2,20 (m, 4H, CHCH,CH.P); 1,75 (s,
3H, C=CCH); 2,90-3,50 (m, 4H, NCHCHzN): 3,90-4.10 (m, 4H, P(O)(OCH;CHs)s): 4,18 (m, 1H, NCHC(O)); 4,45
4,65 (m, 2H, NCH,C(O)): 6,86 (m, br, 1H, C(O)NHCH); 7,37 (s, 1H, NCH=C).

pR:

IH-RMN (DMSO-de): 1,20 (t, 6H, P(O)(OCH.CHa)a); 1,38 (s, 9H, C(CHa)s); 1,46-2,30 (m, 4H, CHCH,CH,P); 3,00-3,45
(m, 4H, NCH>CH>N); 3,50-3,75 (m, 2H, CCH2C(0)); 3,80-4,00 (m, 4H, P(O) (OCH2CHs)2); 4,22 (m, 1H, NCHC(O));
7.10-7,30 (m, 5H, Ph).

Ejemplo 10: Preparacién de otros compuestos de la formula general 1l con una configuracién S en el centro
asimétrico:

El procedimiento de preparacion para los compuestos de la formula general Il con la configuracién R se aplica
analogamente para la preparacion de los correspondientes compuestos de la férmula general 1l con una
configuracion S. En este contexto, en el caso de la sintesis descrita en el Ejemplo 1, la (R)-2,5-dihidro-3,6-dimetoxil]
2-isopropil-pirazina se emplea como educto y las siguientes sintesis se llevan a cabo analogamente a lo descrito.

J5(2):

'H-RMN (DMSO-dg): 1,32 (t, 6H, P(O)(OCH2CHs)z), 1,42 (s, 9H, C(CHa)s); 1,60-2,50 (m, 4H, CHCH2CH,P), 3,10-3,55
(m, 4H, NCH2CH2N); 3,65-3,90 (m, 2H, NCH,C(O)); 4,00-4,15 (m, 4H, P(O)(OCH2CHs),); 4,20 (m, 1H, NCH(CO);
5,24 (s, 2H, OCH2PH); 6,80 (m, br, 1H, C(O)NHCH,); 7,27 (d, 1H, C=CHN); 7,30-7,50 (m, 5H, Ph).

Ejemplo 11: Prescripcion general de sintesis para los compuestos conformes al invento:

Mediante una unién secuencial de los correspondientes compuestos de la formula general 1l que tienen un centro
asimétrico y/o unos correspondientes compuestos de la férmula general Il sin ningun centro asimétrico, y/o de
aminoacidos y/o derivados de aminoacidos y/o marcadores de fluorescencia, se preparan los compuestos conformes
al invento por medio de una sintesis de péptidos en fase solida.

En este caso se utiliza el siguiente protocolo de sintesis:

Etapa 1: Hinchar previamente durante 3 h 10 mg de una resina (de Boc-Gly-PAM-MBHA, 0,54 mmol/g) en

diclorometano.
Etapa 2: Comenzar el ciclo de sintesis: lavar 4 veces con diclorometano.
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Etapa 3: Separar el Boc mediante reaccion con una mezcla de TFA (acido trifluoroacético) y m-cresol (95:5).
Duracién de la reaccion: 2 veces cada vez 3 min

Etapa 4: Lavar 5 veces con diclorometano.

Etapa 5: Lavar 5 veces con NMP.

Etapa 6: Activar previamente durante 1 min 4 equivalentes del correspondiente compuesto protegido de la formula
general Il, o respectivamente de un aminoacido correspondientemente protegido, con 3,8 equivalentes de HATU y 9
equivalentes de NMM en una mezcla de NMP y piridina (2:1).

Etapa 7: Hacer reaccionar el compuesto protegido activado, de la férmula general Il, o respectivamente un
aminodcido correspondientemente protegido, con la fase sélida (1% acoplamiento; duracion: 30 min).

Etapa 8: Lavar 4 veces con NMP.

Etapa 9: Lavar 1 vez con diclorometano.

Etapa 10: Repetir las etapas 6 hasta 8 (2°acoplamiento).

Etapa 11: Comprobar la eficacia de acoplamiento con ninhidrina (ensayo de Kaiser; cuando el ensayo de Kaiser es
positivo, se tienen que repetir las etapas 6 hasta 8 con el correspondiente compuesto protegido de la formula
general Il).

Etapa 12: Después de un ensayo de Kaiser negativo, rematar 2 veces con una solucién de Acy/NMP/piridina
(1:15:25) cada vez durante 4 min.

Etapa 13: Lavar 5 veces con NMP.

Etapa 14: Repetir el ciclo de sintesis (etapas 2 hasta 13) hasta el acoplamiento con el ultimo correspondiente
compuesto protegido de la férmula general Il. A continuacién, eventualmente repetir el ciclo de sintesis (etapa 2
hasta 13) hasta el acoplamiento con el ultimo aminoacido correspondientemente protegido.

Etapa 15: Después del acoplamiento del uUltimo correspondiente compuesto protegido de la férmula general I, o
respectivamente de un aminoacido correspondientemente protegido, se llevan a cabo las etapas 2 hasta 5 para la
ultima separacién de Boc y las etapas 12 y 13 (sin ningln ensayo previo de Kaiser) para el remate final.

Etapa 16: Lavar 5 veces con diclorometano.

Etapa 17: Para realizar la desecacion, lavar 5 veces con dietil-éter.

Se obtiene un compuesto de la formula general |, que junto al extremo terminal de C esta unido con la resina.

Separacién del compuesto conforme al invento con respecto de la resina:

La resina con el compuesto conforme al invento se agita en una soluciéon acuosa de amoniaco (28-30 tantos por
ciento en peso de NH3 en H20) a 60°C durante 20 h. A continuacion, la resina separada se retira por filtracion y el
material filtrado se concentra por evaporacion en vacio y se seca. El producto bruto se purifica mediante una HPLC
preparativa a través de una columna de RP-C18 con una mezcla de metanol y agua. Se obtiene el compuesto
conforme al invento como un material sélido incoloro en un rendimiento de aproximadamente 50 %. La masa del
compuesto conforme al invento es caracterizada con una MALDI-TOF (del inglés "Matrix Assisted Laser Desorption /
lonisation - Time Of Flight" = espectrometria de masas con desorcién/ionizacién mediante laser, asistida por una matriz -
tiempo de vuelo).

Ejemplo 12: Prescripcién general de sintesis para los compuestos conformes al invento con engarzadores:
Mediante una unién secuencial de los compuestos de la férmula general Il o de unos compuestos de la formula
general Il obtenibles comercialmente, no protegidos o respectivamente protegidos con Z, que no tienen ningun
centro asimétrico, o de aminoacidos asi como de apropiados mondmeros - engarzadores, se preparan los
compuestos conformes al invento con engarzadores mediante una sintesis de péptidos en fase sélida.

Protocolo de sintesis:

Etapa 1: Hinchar previamente durante 3 h 10 mg de una resina (de Boc-Gly-PAM-MBHA, 0,54 mmol/g) en
diclorometano.

Etapa 2: Comenzar el ciclo de sintesis: lavar 4 veces con diclorometano.

Etapa 3: Separar el Boc mediante reaccion con una mezcla de TFA y m-cresol (95:5). Duracién de la reaccion: 2
veces cada vez 3 min

Etapa 4: Lavar 5 veces con diclorometano.

Etapa 5: Lavar 5 veces con NMP.

Etapa 6: Activar previamente durante 1 min 4 equivalentes del correspondiente compuesto protegido de la férmula
general Il o respectivamente de un aminoacido correspondientemente protegido con 3,8 equivalentes de HATU y 9
equivalentes de NMM en una mezcla de NMP vy piridina (2:1).

Etapa 7: Hacer reaccionar el correspondiente compuesto protegido de la formula general 1l o respectivamente un
aminoécido correspondientemente protegido con la fase sélida (1% acoplamiento; duracién: 30 min).

Etapa 8: Lavar 4 veces con NMP.

Etapa 9: Lavar 1 vez con diclorometano.

Etapa 10: Repetir las etapas 6 hasta 8 (2° acoplamiento).

Etapa 11: Comprobar la eficacia del acoplamiento con ninhidrina (ensayo de Kaiser; cuando el ensayo de Kaiser es
positivo, las etapas 6 hasta 8 se tienen que repetir con el correspondiente compuesto protegido de la férmula
general II).
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Etapa 12: Después de un ensayo de Kaiser negativo, rematar 2 veces con una solucién de Ac,O/NMP/piridina
(1:15:25) durante cada vez 4 min.

Etapa 13: Lavar 5 veces con NMP.

Etapa 14: Repetir el ciclo de sintesis (etapas 2 hasta 13) hasta el acoplamiento del engarzador eg1 (acido 8-amino(’
2,6-dioxaoctanoico).

Etapa 15: Acoplamiento del engarzador: lavar 4 veces con diclorometano.

Etapa 16: Separar Boc por reaccién con una mezcla de TFA y m-cresol (95:5). Duracion de la reaccién: 2 veces
cada vez 3 min

Etapa 17: Lavar 5 veces con diclorometano.

Etapa 18: Lavar 5 veces con NMP.

Etapa 19: Activar previamente durante 1 min 4 equivalentes de eg1 con 3,8 equivalentes de HATU y 9 equivalentes
de NMM en una mezcla de NMP y piridina (2:1).

Etapa 20: Hacer reaccionar el engarzador activado con la fase sélida (1% acoplamiento; duracion: 30 min).

Etapa 21: Lavar 4 veces con NMP.

Etapa 22: Lavar 1 vez con diclorometano.

Etapa 23: Repetir las etapas 19 hasta 21 (22 acoplamiento).

Etapa 24: Comprobar la eficacia del acoplamiento con ninhidrina (con el ensayo de Kaiser; cuando el ensayo de
Kaiser es positivo, se tienen que repetir las etapas 19 hasta 21).

Etapa 25: Rematar 2 veces con una solucién de Ac,O/NMP/piridina (1:15:25) durante cada vez 4 min, después de un
ensayo de Kaiser negativo.

Etapa 26: Lavar 5 veces con NMP.

Etapa 27: Repetir 2 veces el tramo de sintesis (etapas 15 hasta 26) para (eg1)s.

Etapa 28: Repetir el ciclo de sintesis (etapas 2 hasta 13) hasta el acoplamiento con el ultimo correspondiente
compuesto protegido de la férmula general Il. A continuacion, repetir eventualmente el ciclo de sintesis (etapas 2
hasta 13) hasta el acoplamiento con el ultimo aminoacido correspondientemente protegido.

Etapa 29: Después del acoplamiento del ultimo aminoacido correspondientemente protegido de la férmula general Il
o respectivamente de un aminoacido correspondientemente protegido se llevan a cabo las etapas 2 hasta 5 para la
ultima separacion de Boc y las etapas 12 y 13 (sin ningln ensayo de Kaiser previo) para el remate final.

Etapa 30: Lavar 5 veces con diclorometano.

Etapa 31: Para realizar la desecacion, lavar 5 veces con dietil-éter.

Se obtiene un compuesto conforme al invento con un engarzador, que esta unido a la resina junto al extremo
terminal de C.

Separacion del compuesto con engarzador conforme al invento a partir de la resina:

La resina con el compuesto con engarzador conforme al invento, se agita en una soluciéon acuosa de amoniaco (28(]
30 tantos por ciento en peso de NH3 en H,O) a 60°C durante 20 h. A continuacién, la resina separada se retira por
filtracion y el material filtrado se concentra por evaporacion en vacio y se seca. El producto bruto se purifica
mediante una HPLC preparativa a través de una columna RP-C18 con una mezcla de metanol y agua. Se obtiene el
compuesto con engarzador conforme al invento como un material sélido incoloro en un rendimiento de 50 %. La
masa del compuesto con engarzador conforme al invento se caracteriza con MALDI-TOF.

Ejemplo 13: Otros ejemplos adicionales de secuencias

Para la realizacion de la prescripcion general de sintesis de los Ejemplos 11 o 12 se preparan otros compuestos
conformes al invento:

Ac-¢ (L) TML-ARTRCRCRrRrReFeRaRGRTRGRGR T CR-0OH
Ac- ¢ (L) TML-c®cRcRrRchaRchrRrriGRar TR TR AR -0oH
Ac- g (L) TML-A®tCRgTRcTRaARgGrt CRaGR-Gly-NH;

--Ac- (L) TML-CRgTrt GRaAReAReGReCRaTR-Gly-NH,
Ac- € (L) TML-A*tCRaGRaGRgaRgCht TRgGR-G1y~NH,
Ac-TRcheRehrhcRefcfafafatGR*aG T™-0H
Ac- € (L) TML-T*CRGRCRTRGRCRCRARARARGRARGR T - (L) TML-G1ly-NH;
Ac- € (L) TML-tC*gChtGReCcfanRaGRaGRt -Gly-NH,

FLu- € (L) TML-tCfgCRtGcCPan®faGraGRt -Gly-NH;
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Ac- g (L) TML-cC*t GPtCcPtcftCRaGRtARc-Gly-NH;

Ac- ¢ (L) TML-G*tcftcrtcracRtaRcARaTR-Gly-NH;

Ac- & (L) TML-GRcTRCRCrTRCGRCR e TATRGRC e (L) TML-G1ly-NH,

Ac-& (-L) TML-G*CRTRCRerTRCRGRCRCr TR TRTRGRCR -£ (1) TML-G1ly~NH;

Ac- € (L) TML-ARGRCRTRCRCRTRCRGRCRCRC AT R PRGRCR -Gl y-NH;,

Ac- € (L) TML-€ (L) TML-€ (L) TML-¢ (L) TML-tCRaCRcARt GRgTRgGRcGRaCR-Gl y -
NH,

Ac-€(L) TML-g (L) TML-€ (L) TML-£ (L) TIML—aGRcTRcC“tCRgCRCCP‘tTRgCR—Gly—
NH:

Ac- g (L) TML-¢ (L) TML-¢ (L) TML-g (L) TML-tG"gT"cG"gG gT "aG" "cG"gC -Gly-
NH> .

Ac- g (L) TML-g (L) TML-£ (L) TML-£ (L) TML-cT*gCRacRgCcRt GRecPgTReCR-Gly -
NH»

Ac- € (L) TML-¢ (L) TML-€ (L) TML-¢ (L) TML-gT "t C*t GFcTRgG*t Afg T gG -Gl y-
NH»

Ac-¢ (L) TML-cPr*TRCRGRe AR CR TR AR -¢ (L) TML-G1ly—-NH;
Ac-cT*tC"gCfaC*tC a-€ (L) TML-Gly-NH>

Ac-¢ (L) TML-cT*tCRgCfachftCfa-egl-egl-egl-Gly-NH;

Ac-€ (L) TML-€ (L) TML-£ (L) TML-€ (L) TML-cT*tC*gcRacftcRa-egl-egl-eqgl-
It I°-Gly-NH;

Ac-g¢ (L) TML-€ (L) TML-¢ (L) TML-& (L) TML-cT*tC*gCractftCfa-egl-egl-egl-
tJPt J®-Gly-NH;

Ac-G chTiGRcRcRARA " ARG ARG TR -Gly-NH;
Ac- £(L) TML-tcgcTRGRCRCRARARARgagt -G1ly -NH;

Ac- (L) TML-¢ (L) TML-€ (L) TML-€ (L) TML-T"C*G*ct gccaaagA®GRT"-£ (L) TML-
Gly-NH; T

Ac-€(L) TML-tcgctgccaaagARGHT ¢ (L) TML-Gly-NH;
Ac- g (L) TML-T*cPGRctgecaaagagt-e (L) TML-GLly-NH;
Ac- g (L) TML-¢ (L) TML-¢ (L) TML-T*CRgct gC*cfaaagaGiTF-Gly-NH,

Ac- g (L) TML-TR*cgCftgCfcanfaghatgt -Gly-NH;
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Bc- e (L) TML-€ (L) TML-T*egetgeCraaagag®T-Gly-NH;
Ac- £ (L) TML-tcgctgCtClaaagagt-Gly-NH;

Ac- £ (L) TML-tcgcTRgccaahAfgagt-Gly-NH,

Ac- £(L) TML-TRcgctgeccaaagagTh-Gly-NH;

Ac- ¢ (L) TML-tcgctgccaaagagTi-Gly-NH;

Ac- £(L) TML-TRcgetgecaaagagt -Gly-NH;

Ac- (L) TML-tcgct gccARaagagt—Gly—NHz

Ac-£(L) TML-gGRcTRcCRecaRanfgartcht TR-G1ly-NH;
Ac-¢£ (L) TML-TRcGRgARgCReARgCReCRe TR -Gly -NH;
Ac-g(L) TML-G*tA*t T*cARgT g TR gARt GRa-Gly-NH;
Ac-g (L) TML-gC*tARt TRracRcT*tARaCRcCr-Gly-NH;
Ac-¢ (L) TML-gCfaARaT®tCheTRaT tCReCR-Gly-NH,
Ac-g (L) TML-ARaARtCRaGigGrt TRaGRgT -Gly-NH,
Flu-g£ (L) TML-ARaARtcRacRgGrt TRaGRgTR-Gly-NH;
Ac-g (L) TML-cGeCPt TRaTReChgTRaGRcCh-Gly-NH,
Flu-¢ (L) TML~cGfcCrt TRaTRcCRgTRaGReCh-Gly-NH,
Ac-£ (L) TML-CRgTRgTRcTRgTRgT*t GRt ARg-Gly-NH;
Ac-€ (L) TML-cAfcGRt ARt GRe TR CRgTRe TR-Gly-NH,
Ac- (g(L) TML) s-tARtTRaCPt TReTRgGRgCPt GR-G1ly-NH;

LiRho- (g (L) TML) ;- tA*t TRaCPt TRcTRgGRgCrt GR-Gly-NH;
LiRho = lisamina rodanina B (sulforrodamina B)

Ac- (e (L) TML) 4-cTReT e GRaT aARa TRt TRgAR-G1ly-NH,

LiRho- (g (L) TML) s~cT"cT tGRaT ar aT t T*gA"-G1ly ~NH,

Ac- (g (L) TML) .- tGRgTRgRMaAt e TRgCRtGReCh=Gly=NHy — —

LiRho- (g (L) TML) ,-t GRgTRgafanRt TgCRtGRcCh-Gly-NH;
Bc- (g (L) TML) 4—-gARgCPtcfe T cGRt CigCPt GF-Gly-NH;
LiRho- (g(L} TML} ;-gARgCctcht TR cGReChgChtGR-Gly -NH,
Ac- (g (L) TML) s-cTRcCRaT*tAPtcRaTreC*tCR-Gly-NH,

LiRho- (g (L) TML) s-cT*eCRaT tA*t CRaT*t CFtC*-Gly-NH,

21



ES 2361 633 T3

Ac- (e(L) TML) ¢-cC*eT*gG tGRt GR ARG Tt CF-G1ly-NH>
LiRho- (g (L) TML) 4—cCRcTRgGRtGRt GRt AR TRt CR-G1ly-NH,
Ac- (e(L) TML) ,-ARgCRtcct cGReCRe TRt GRe-Gly-NH,

TxRed- (€ (L) TML) 4~AfgCRtccteGreChe TRt GRe-Gly-NH;

TxRed = rojo de Tejas (sulforrodamina 101)

Ac- (e{L) TML) ,-AfgcPtcReTheGRece TRt ge-Gly-NH,

TxRed- (e (L) TML) ,~AfgCF*tCFfeTReGReCPeT M ge-Gly-NH;

Ac- ((L)Lys) ) ~-GrtARTRcARgt gt gARtGRa-Gly-NH,

Ac- (e{L) TML) .-Gt A*t TRcARgtgtgARtGRa-Gly-NH;

Ac-(g{L) TML) s-gtatT cA®gtgtgA®tG a-Gly-NH;

Ac- (£(L) TML) s-cGFfeC*t T at ccgTRaG R eC*-Gly-NH;

Ac- (L-Lys} s—gC*t ARt TRcect tARaCPeCP-Gly-NH,

TxRed- (L-Lys) ;-gC*tA*tTRacct tA®aC®cC?-Gly-NH;
Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-{(L-Lys)-(L-Arg)-(L-Lys)-(L-Val)-
gCrtAM TRracct tA®aC®cCP-Gly-NH;

TxRed- (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Arg)-(L-Lys)-(L-Val)-
gCR*tA*Mt TRaccttA®aCRcCR-Gly-NH;

Ac- (e{L) TML) ;-gC*t ARt TRacct tAfacReCR-Gly-NH,

TxRed- (£ (L) TML) s~gCRt ARt TRacct tARaCReCR-G1ly—NH,

Ac- (g(L) TML) s-~acttGaAfttegt A"t Cic-Gly-NH;

Ac-(L-Lys) - (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Arg)-(L-Lys) - (L-Val) -
acttGraAtttegtA*t CPc-Gly-NH;

Ac-(e(L)TML) s-~acttGtaattcgtA®tCfc-Gly-NH;
Ac-({L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Arg)-(L-Lys)-(L-Val) -
acttGraattegtA“tCie-Gly-NHp— — — ——— ——
Ac-(e(L)TML) s~gtgtAPTARcacggA®aTRa-Gly-NH;

Flu-(e(L) TML) ;~gtgtA*tARcacggr®aT?a-Gly-NH;
Ac-(L-Lys)-(L-Lys)~-(L-Lys)-{(L-Arg)-(L-Lys)-(L-Val)-
gtgtAPtAfcacggrRaTfa-Gly-NH;
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Flu-(L~Lys)- (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Arg)-{L-Lys)-(L-Val) -
gtgtAftA*cacgghfaTRa-Gly-NH,

Ac- (e(L) TML) s-~gtgtAftacacgghAfaTa-Gly-NH;

Flu- (e(L)TML) s-gtgtAftacacggAfaT a-Gly-NH,

Ac- (e(L) TML) 4-ctgcTRgCrtgetgCitGRe-Gly-NH;

Ac- (L-Lys) - {L-Lys) - (L-Lys) - (L-Arg) - (L-Lys) - (L-Val) -
ctgcTgC*tgctgChtGRe-Gly-NH,

Ac- (e(L) TML) s—ctgcTRgctget gCRtGRe-Gly-NH;

Ac-(L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Arg) - (L-Lys) - (L-Val) -
ctgcTRgetgetgCrtGRe-Gly-NH;

Ac- (e{L) TML) s-~agctCfcT cggtaGigT c-Gly=NH;

Ac- (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Arg) - [L-Lys) - (L-Val) -
agctChcTheggtaGfgTRe-Gly-NH;

Ac- (e(L) TML) 4—~agctCPhctcggtaGigTRe-Gly-NH;
Ac-{L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Arg)-{L-Lys)-(L-Val)-
agctCRfeteggtaGigTRe-Gly-NH;
Ac-gtccChftGRaagatGitCcfa-Gly-NH;

Ac- (e(L) TML) s—~gtccC*tGRaagatGhtCfa-Gly-NH;
Ac-gtatT*cARgrtgtghrftGRa-Gly-NH;

Ac- (e(L) TML) s~gt at T*cARgtgtgARtGfa-Gly-NH:
Ac-gtcgC*tGftctccGreT*t -Gly-NH;

Ac- (g(L) TML) s~gtcgCftGitctceGRe Tt -Gly-NH;

Ac- (g (L) TML) s-ctccAPtGRgtgctCRaCPt -Gly-NH;

Ac- (DEPABS) :-Gly-ctcchAftGRgtgetCfachft -Gly-NH;
Ac-(g(L)TML) s~ggctCicClaaagaTicT t -Gly-NH,
‘Ac- (DEPABS) ;-Gly-ggctCfcCRaaagaTReT t-Gly-NH,
Ac- (g (L) TML) «~tcggARgCicagecCrc TR -Gy -NH;

Ac- (DEPABS) »-Gly-tecgga®gChlcageeCheT e -Gly-NH;
Bc- (e (L) TML) s-tcceAfgCigtgegCRfeA®t -Gly-NH;

Ac- (DEPABS) ;-Gly-tcccAPgChgtgegChfcAMt-Gly-NH;
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Ac- (e(L) TML) s-catcCRcAfgectcChgT*t -G1ly-NH;

Ac- (DEPABS) ;-Gly-catcChcARgccteCifgTRt -Gly-NH;

Ac- (£(L) TML) s—gtecgCRtGftctceGre T -G1ly-NH;

Ac- (DEPABS) ;-Gly-gtcgChtG tcteeG cTRt -Gly-NH;

RAc- (L-Lys)-(L-Lys)~-{(L-Lys)-{(L-Arg)-(L-Lys)-{(L-Val)}-
gtcgC*tGPftctecGife T t-Gly-NH;

Ac-(L-Lys)-(L-Lys) - IL-LYSJl- (L-Arg) - (L-Lys)-{(L-Val)-
ctgeThgChtgetgCttGRe-Gly-NH;

Ac- (DEPABS) »-Gly-ctgeT"gC*tggetgCttGic~-Gly-NH;
Ac-L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys) - (L-Arg)-(L-Lys)-(L-Val}-
agctCfeTRegeccTRtGRe-Gly-NH;

Ac- (DEPABS) ;-Gly-agctCieTRegeceT G e-Gly-NH;

Ac- (L-Lys)-(L-Lys) - (L-Lys) - (L-Arg) - (L-Lys) - (L-Val) -
gcgtGhtGhggaagGhcAfg-Gly-NH;

Ac- (DEPABS);-Gly-gcgtGitGhfggaagGicA®g-Gly-NH;

DOTA-€ (L) TML-C*aGrt TRaGrgGrt T*aG-G1ly-NH,

Ejemplo 14: Efecto antisentido mas fuerte de compuestos conformes al invento en comparacién con
oligémeros estereoquimicamente heterogéneos

Unas células H9, que estan infectadas cronicamente con la cepa 1-NL-4-3 de VIH, se lavan dos veces con un
tampodn de PBS, con el fin de eliminar los virus ya producidos. Las células se incuban en una placa de 96 pocillos
con 10* células/pocillo, con 4 pocillos por cada muestra, en 200 ul de un medio de cultivo con o sin un compuesto
conforme al invento, o respectivamente con ritonavir en el caso de una concentracién. Después de 5 dias, de cada
uno de los 4 pocillos se sacan 40 pl de la suspension de células y se desactivan con 40 ul de Nonidet P-40.

La cantidad del antigeno GAG de p24 se determina mediante un ensayo ELISA cuantitativo (ELISA en emparedado
con biotina y estreptavidina y HRP (peroxidasa de rabano picante)) segun el método clasico del Instituto de
Microbiologia Aplicada de Viena (Institut fir Angewandte Mikrobiologie Wien). Como patrén se utilizan las muestras
con una cantidad conocida de p24, con el fin de determinar la curva patron.

En este contexto, en el caso de los oligdbmeros estereoquimicamente heterogéneos con la secuencia
TCGCTGCCAAAGAGT-NH2 se pudo comprobar una reduccion en un 21 % de la cantidad de E24 en comparacion
con la muestra no tratada. Los compuestos conformes al invento con la secuencia TRARGRARGRCRTRTRCRCR-NH2 ,
gue son mas cortos, muestran una reducciéon aumentada en un 36 %.

Ejemplo 15: Eficacia frente a VIH durante 2 generaciones filiales

Unos linfocitos T CD4" humanos (M8166) se incubaron previamente durante 24 horas con los compuestos
conformes al invento y a continuacion se infectaron con VIH (primera infeccion).

Después de 6 dias se habia separado el material sobrenadante con los virus de la IH neoformados, mediante
centrifugacion con respecto de las células. El material sobrenadante se diluyé hasta un grado tal como es necesario
para obtener en el caso de la infeccion consecutiva (la segunda infeccion) una reproducciéon de los VIH en una
region medible segun el método clasico (de aproximadamente 1/5.000). A continuacion, unas células no infectadas
(M8166) se infectaron con los VIH procedentes del material sobrenadante diluido y se midié la cantidad de p24
después de otros 6 dias con ayuda de un ELISA cuantitativo para p24.

En el experimento, se utilizaron unos compuestos conformes al invento con una secuencia de VIH eficaz
(concordancia), los cuales, debido a su secuencia, se pueden fijar al ARN de VIH. Ademas, se emplearon unos
compuestos conformes al invento, cuya secuencia no tiene ninguna coincidencia para realizar una fijaciéon con el
ARN de VIH (ninguna concordancia). Los valores de medicion obtenidos a partir del ELISA cuantitativo para p24
después de la segunda infeccién, se compararon con los valores de medicién que se habian obtenido asimismo a
partir del testigo positivo, en el que no se empled ninguno de los compuestos conforme al invento, y se han
recopilado en la siguiente Tabla.
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Ningun compuesto conforme al invento (testigo positivo)

P24 [%] | 100

Compuestos conformes al invento (concordancia):
Ac-£(L)TML-TRCRGRCRTRGRCRCRARARARGRARGRTR-¢(L) TML-Gly-NH,

Concentracion [uM] 25 12,5 6,25 3,125 1,5625

P24 [%] 18 20 73 48 68

Compuestos conformes al invento (ninguna concordancia):
Ac-g(L)TML-GRCRTRCRCRTRCRGRCRCRCRM TR TRGRCR-¢(L) TML-Gly-NH;

Concentracion [uM] 25 12,5 6,25 3,125 1,5625

P24 [%] 64 84 84 71 90

Sin embargo, después de la segunda infeccidn, en el caso de los compuestos conformes al invento con una
secuencia de VIH, en el caso de las dos concentraciones mas altas empleadas se puede reconocer una manifiesta
reduccién del contenido en p24.

Ejemplo 16: Enriquecimiento de los compuestos conformes al invento en células con la secuencia diana

Los compuestos conformes al invento se enriquecen de una manera sorprendentemente fuerte en las células, en las
que esta presente una secuencia complementaria de ADN o respectivamente de ARN.

En un correspondiente experimento, los compuestos conformes al invento con una secuencia de VIH, que se
pueden fijar a una secuencia complementaria de ADN o respectivamente de ARN, se marcaron con fluoresceina
(Flu). Con estos compuestos conformes al invento marcados se incubaron una vez linfocitos T CD4" humanos
(M8166), infectados con VIH, y otra vez linfocitos T CD4" humanos (M8166), no infectados con VIH.

El analisis por FACS (de "Fluorescence Activated Cell Sorting" = clasificacién de células activada por fluorescencia)
de las respectivas células muestra un enriquecimiento esencialmente mas fuerte de los compuestos conformes al
invento con la secuencia de VIH, en las células infectadas con VIH, en las que estd presente una secuencia
complementaria de ADN o respectivamente de ARN.

En la Figura 2 se representan los correspondientes resultados mediando utilizacién del compuesto Flu- ¢(L)TMLD
TRCRGRCRTRGRCRCRARARARGRARGRTR-GIy-NHg conforme al invento.

Ejemplo 17: Comparaciéon de la capacidad de acceso a las células de diversos compuestos conformes al
invento

Con la misma estructura del ensayo que en el Ejemplo 16 se comparé la capacidad de acceso a las células de los
compuestos conformes al invento, en los que junto a cada centro asimétrico se encuentra un radical sustituido R',
con la capacidad de acceso a las células de los compuestos conformes al invento, en los que junto a uno de cada
dos centros asimétricos el radical R" se ha reemplazado por un atomo de H.

Los analisis por FACS de las respectivas células no muestran ninguna diferencia en la capacidad de acceso a las
células entre los dos compuestos conformes al invento.

En la FigRura 3 se regresentan los correspondientes resultados mediando utilizacion del compuesto Flu-eTML[
TRCRGRCRTRGRCRCRARARARGRARGRTR-GIy-NH, conforme al invento.

En la FigRgra 4 se representan los correspondientes resultados mediando utilizacién del compuesto Flu-€TML[
tCRgCRtG cCRaARaGRaGRt-GIy-NHz conforme al invento.

Ejemplo 18: Deteccion de los compuestos conformes al invento en el tejido del tracto gastrointestinal y de la
vejiga natatoria de peces Medaka

Unos peces Medaka se mantuvieron durante dos dias en una solucion 100 uM del compuesto TxRed-(eTML)4[]
ARGC TCRCTRCGRCCRCTRTGC-GIy-NHg conforme al invento y luego se trasnsfirieron a un agua fresca. A
continuacion, se investigoé la distribucion del compuesto conforme al invento dentro de los peces en el dia 1, asi
como en las dias 2 y 5 después de la transferencia a un agua fresca, bajo el microscopio de fluorescencia. Las
imagenes muestran, que, incluso después de 5 dias, los compuestos conformes al invento son detectables todavia
en el tracto gastrointestinal.

La Figura 5 muestra las correspondientes fotografias con microscopio de fluorescencia.
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Ejemplo 19: Reduccion in vivo de los contenidos de colesterol, ApoB100 y ApoB48 en ratones mediante un
tratamiento por via |ntravenosa con compuestos conformes al invento

El compuesto Ac-(eTML)4-gtatT ReA gtgtgA RtG Ra- Gly-NH; conforme al invento, que representa una secuencia de
concordancia con la secuencia diana de ApoB100, se investigd en cuanto a su actividad farmacolégica en ratones.
Como testigo negativo sirvié en este caso la inyeccion con un tampoén de PBS puro. En este caso, a los ratones se
les admlnlstraron por via intravenosa en tres dias consecutivos tres diferentes concentraciones ((25 mg kg 12,5 mg
kg 6,24 mg kg ) del compuesto conforme al invento efectivo (disuelto en un tampén de PBS) y el testlgo en
porciones de 0,1 ml una vez al dia. Al cuarto dia se extrajeron muestras de sangre de los ratones y se investigaron
sus contenidos de colesterol, ApoB100 y ApoB48. Los valores de la siguiente Tabla indican los contenidos de
colesterol y de ApoB100 en relacion con los ratones tratados solamente con una PBS.

Compuesto conforme aI |nvento
Ac-(eTML)s-gtatT *cA RgtgtgA *tG Ra-Gly-NH,

Concentracion [mg/kg] 25 12,5 6,25
colesterol [%] 75 85 98
ApoB 100 [%] 59 67 -
ApoB 48 [%] 68 74 80

Los resultados muestran una reduccion, manifiesta y dependiente de la concentracion, de los contenidos de
colesterol, ApoB100 y ApoB48 en la sangre de ratones.

Ejemplo 20: Eficacia de los compuestos conformes al invento contra un cancer

El compuesto Ac—eTML-TRcGRgARgCRCARgCcCRcTRt-GIy-NHg conforme al invento, que constituye una secuencia de
concordancia con la secuencia diana para Her2/neu, se investigd en cuanto al efecto inhibidor de la proliferacion del
linaje de celulas MDA453 que sobreexpresa Her2/neu. Como testigo negativo sirvieron en este caso el compuesto
Ac-eTML-cGRcCRtTRaTRcC gT RaGReCR -Gly-NH2 conforme al invento, que no constituye ninguna secuencia de
concordancia con la secuencia diana para Her2/neu, asi como unas células testigo MDA453 no tratadas.

Entre 5.000 y 10.000 células MDA453 se cosechan en el dia 1 en placas de 96 pocillos. En el dia 2 se afiade la
secuencia de concordancia conforme al invento o respectivamente la secuencia testigo conforme al invento en una
concentracion de en cada caso 1 uM. En los dias 3, 4 y 5 se recambia el medio celular y se reemplaza por un medio
fresco, que contiene los compuestos conformes al invento en cada caso en una concentracion de 1 uM. El efecto
inhibidor de la proliferacion se determina mediante determinacion del contenido de ADN en los pocillos individuales
mediante yoduro de propidio.

Ningun compuesto conforme al invento (testigo negativo)

ADN [%] | 100

Compuesto conforme al invento (concordanma)
Ac-eTML-TRcCRGRgARgCRcARgCRecCReTRt-Gly-NH;,

ADN [%] | 67

Compuesto conforme al invento (ninguna concordanma)
Ac-TML-cG cCHTRaT cCRgTaG cCR-Gly-NH;

ADN [%] | 103
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REIVINDICACIONES

1. Componente de la férmula general |,

realizandose que

n es un nimero entero de 7 a 35,

cada uno de los E es, independientemente unos de otros, un atomo de H, un radical fenilo sustituido o sin sustituir,
un heterociclo sustituido o sin sustituir, una nucleobase sustituida eventualmente con grupos protectores, o un
agente intercalador de ADN,

cada uno de los R’ es, independientemente unos de otros, un atomo de H o una cadena lateral de un aminoacido
natural o no natural, o un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo, heterociclico o aliciclico eventualmente sustituido,
que tiene hasta 20 atomos de C, estando sustituido por lo menos uno de los radicales alquilo, alquenilo, alquilarilo,
arilo o aliciclico eventualmente sustituidos, que tienen hasta 20 atomos de C, con una o varias funciones de ésteres
de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos,

K es un grupo de la formula -NR’R®, -N®R’R°R*, -NR?CO)R® o -NR?*(CS)R®, siendo los R? R® y R*
independientemente unos de otros, un atomo de H, un radical alquilo, un grupo protector de amino, un ligando
reportero, un marcador de fluorescencia, un agente intercalador, un compuesto quelador, un aminoacido, un péptido,
una proteina, un hidrato de carbono, un lipido, un esteroide, un acido graso, un oligonucleétido, un punto cuantico,
un agente extintor de FRET o un polimero soluble o insoluble en agua, pudiendo estar eventualmente sustituido
cada uno de los radicales precedentes,

L es un grupo de la formula -NR°R®, -NR*(CO)R®, -NR*(CS)R?, -OR’ 0 -SR’, siendo los R’ y R®, independientemente
unos de otros, un radical alquilo, un ligando reportero, un marcador de fluorescencia, un agente intercalador, un
compuesto quelador, un aminoacido, una amida de un aminoacido, un péptido, una amida de un péptido, una
proteina, un hidrato de carbono, un lipido, un esteroide, un acido graso, un oligonucleétido, un punto cuantico, un
extintor de FRET o un polimero soluble o msoluble en agua, pudiendo estar eventualmente sustituido cada uno de
los radicales antes mencionados, y siendo R’ un atomo de H, un radical alquilo, un ligando reportero, un marcador
de fluorescencia, un agente intercalador, un compuesto quelador, un aminoacido, una amida de un aminoacido, un
péptido, una amida de un péptido, una proteina, un hidrato de carbono, un lipido, un esteroide, un acido graso, un
oligonucledtido, un punto cuantico, un extintor de FRET o un polimero soluble o insoluble en agua, pudiendo estar
eventualmente sustituido cada uno de los radicales precedentes,

teniendo el compuesto de la férmula | por lo menos 2 centros asimétricos, y

teniendo por lo menos un 70 % de los centros asimétricos, que contienen radicales con una o varias funciones de
ésteres de acidos fosfénicos o de acidos fosfonicos, la configuracion R o la configuraciéon S, cuando en el compuesto
de la férmula general | estan presentes de 2 a 36 centros asimétricos y de 1 a 36 radicales R' eventualmente
sustituidos con una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos.

2. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, siendo uno de cada dos radicales R' o uno de
cada tres radicales R', independientemente unos de otros, un radical alquno alquenilo, alquilarilo, arilo o aliciclico
eventualmente sustltU|do con hasta 20 atomos de C, y los demas radicales R' restantes atomos de H.

3. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, siendo dos, tres 0 més radicales R’ contiguos,
independientemente unos de otros, radicales alquilo, alquenllo alquilarilo, arilo o aliciclicos, eventualmente
sustituidos, con hasta 20 atomos de C, y los demas radicales R' restantes atomos de H.

4. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, siendo cada uno de los radicales R1, independientemente unos de
otros, un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo o aliciclico eventualmente sustituido, con hasta 20 atomos de C.
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5. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, teniendo uno o varios de los radicales R',
independientemente unos de otros, funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfénicos.

6. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, teniendo todos los centros asimétricos la
misma configuracion.

7. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, teniendo todos los centros asimétricos la
configuracion (S).

8. Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, teniendo todos los centros asimétricos la
configuracion (R),

9. Compuesto de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones anteriores, teniendo cada uno de los R1,
independientemente unos de otros, una o varias funciones de ésteres de acidos fosfonicos o de acidos fosfonicos,
poseyendo las funciones de ésteres de acidos fosfonicos la formula -P(=0)(OV), o -P(=0)(OV)(OH), siendo cada
uno de los V, independientemente unos de otros, un radical alquilo, alquenilo, alquilarilo, arilo o aliciclico sin sustituir,
con hasta 20 atomos de C.

10. Compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, siendo cada uno de los V, independientemente unos de otros, un
radical metilo, etilo, ciclohexilo o bencilo.

11. Compuesto, que contiene por lo menos dos compuestos de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 10, que
estan unidos uno con otro a través de un engarzador, siendo el engarzador, en particular, una cadena de alquilo, un
péptido, un oligonucledétido o un oligdbmero, que esta constituido por lo menos por tres unidades de acido 8-amino(]
3,6-dioxa-octanoico.

12. Composicién, que contiene por lo menos un compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores.

13. Composicion farmacéutica, que contiene por lo menos un compuesto o una composicion de acuerdo con una de
las reivindicaciones 1 a 12, eventualmente en combinaciéon con por lo menos un vehiculo, un disolvente u otra
sustancia auxiliar farmacéutica.

14. Utilizaciéon de un compuesto o de una composicion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 12 o de una
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 13 para la produccion de un medicamento destinado al
tratamiento de enfermedades viricas, canceres, enfermedades inflamatorias, enfermedades neuroldgicas,
enfermedades del tracto gastrointestinal o enfermedades metabdlicas, en particular para el tratamiento del VIH, del
SIDA o de la hepatitis, o para el tratamiento de cancer de piel, de pulmén, de higado, de préstata, leucemia o
tumores cerebrales, o para el tratamiento de asma o psoriasis, o para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson,
o para el tratamiento de un cancer de intestino, de la enfermedad de Crohn o de la obesidad, o para el tratamiento
de enfermedades, que estan vinculadas con un nivel aumentado de colesterol en la sangre.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Localizacion de los compuestos
conformes al invento en el ftracto
gastrointestinal y en la vejiga natatoria
en peces Medaka (dia 1 después de

una transferencia a un agua fresca)

Tracto gastrointestinal y vejiga natatoria

del pez Medaka

Localizacion de los compuestos
conformes al invento en el ftracto
gastrointestinal y en la vejiga natatoria
en peces Medaka (dia 2 después de

una transferencia a un agua fresca)

Localizacion de los compuestos
conformes al invento en el ftracto
gastrointestinal y en la vejiga natatoria
en peces Medaka (dia 5 después de

una transferencia a un agua fresca)
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