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DESCRIPCION
Analogos de acido nucleico biciclicos 6-disustituidos

Campo de la invencién

En la presente invencion se proporcionan nucledsidos biciclicos 6-disustituidos, compuestos oligoméricos
preparados a partir de los mismos y procedimientos in vitro del uso de los compuestos oligoméricos. Mas
particularmente, cada uno de los nucledsidos biciclicos 6-disustituidos comprende un puente 2'-O-C(R1)(R2)-4' o 2'-
0-C-(R3)(R4)-4' en el que cada R es, independientemente, un grupo sustituyente y R; y Rz incluyen H. En algunas
realizaciones, los compuestos oligoméricos se hibridan con un parte de un ARN diana dando como resultado la
pérdida de funcién normal del ARN diana.

Antecedentes de la invencién

La tecnologia antisentido es un medio eficaz para reducir la expresién de uno o mas productos génicos especificos y
puede, por lo tanto, demostrar que es excepcionalmente Util en diversas aplicaciones terapéuticas, de diagnostico e
investigacion. Los nucledsidos modificados quimicamente se usan rutinariamente, por incorporacion en secuencias
antisentido, para potenciar una o mas propiedades, tales como, por ejemplo, resistencia a nucleasas, afinidad de
unién o perfil de toxicidad reducido. Un grupo de modificaciones quimicas de este tipo incluye nucledsidos biciclicos
en los que la parte furanosa del nucleésido incluye un puente de conecta dos atomos en el anillo de furanosa
formando asi un sistema anular biciclico. Dichos nucleésidos biciclicos poseen diversos nombres que incluyen ANB
y ANC, por &cidos nucleicos biciclicos o acidos nucleicos cerrados, respectivamente.

En la bibliografia de patentes y cientifica se han preparado y descrito diversos ANB, véase por ejemplo: Singh y col.,
Chem Commun., 1998, 4, 455-456; Koshkin y col., Tetrahedron. 1998, 54, 3607-3630; Wahlestedt y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97, 5633-5638; Kumar y col., Bioorg. Med Chem Lett., 1998, 8, 2219-2222; Wengel y col.,
solicitud internacional PCT WO 98-DK393 19980914; Singh y col., J. Org. Chem., 1998, 63, 10035-10039. Los
ejemplos de Patentes de Estados Unidos expedidas y solicitudes publicadas incluyen por ejemplo: las Patentes de
Estados Unidos 7.053.207, 6.770.748, 6.268.490 y 6.794.499 y las solicitudes de Estados Unidos publicadas
20040219565, 20040014959, 20030207941, 20040192918, 20030224377, 20040143114 y 20030082807.

Muchos ANC son téxicos. Véase, por ejemplo, Swayze, E. E.; Siwkowski, A. M.; Wancewicz, E. V.; Migawa, M. T.;
Wyrzykiewicz, T. K; Hung.G.; Monia, B.P.; Bennett, C. F. Los oligonucleétidos antisentido que contienen acidos
nucleicos cerrados mejoran la fuerza pero producen hepatotoxicidad significativa en animales. Nucl. Acids Res., doi:
10.1093/nar/gk11071 (diciembre del 2006, publicacion por internet avanzada).

Por consiguiente, desde hace tiempo existe una necesidad de agentes que regulen especificamente la expresion de
genes mediante mecanismos antisentido. En el presente documento se describen ANB 6-disustituidos o insaturados
y compuestos antisentido preparados a partir de los mimos Utiles para modular rutas de expresion de genes,
incluyendo las que dependen de mecanismos de accion tales como enzimas RNasaH, ARNi y ARNbc, asi como
otros mecanismos antisentido basados en la degradacion diana u ocupacion diana. Un experto en la materia, una
vez provisto de esta descripcion, podra, sin experimentacion excesiva, identificar, preparar y utilizar compuestos
antisentido para estos usos.

Breve resumen de la invencion

En el presente documento se proporcionan nucleésidos biciclicos 6-disustituidos, compuestos oligoméricos que
comprenden estos nucleosidos biciclicos y procedimientos de uso de los compuestos oligoméricos. En algunas
realizaciones, los nucleosidos biciclicos confieren propiedades mejoradas a los compuestos oligoméricos en los que
se incorporan.

Las variables se definen individualmente con mayor detalle en el presente documento. Debe entenderse que los
nucledsidos biciclicos, compuestos oligoméricos y procedimientos de uso de los mismos proporcionados en el
presente documento incluyen todas las combinaciones de las realizaciones descritas y variables definidas en su
interior.

En ciertas realizaciones, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tiene la Férmula I:

T—0 Bx
0'T2
T
12 o

en la que:
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Bx es un resto de base heterociclica;

uno de T1y T2 es H 0 un grupo protector hidroxilo y el otro de T1y T, es H, un grupo protector hidroxilo o un
grupo reactivo de fosforo;

cada uno de g1 Yy g2 es, independientemente, halégeno, alquilo C1-Ci2, alquilo C;1-Ci2 sustituido, alquenilo Cz-
C12, alquenilo C,-Cq2 sustituido, alquinilo C»-Ciz, alquinilo C,-Ci» sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi C1-Ci2
SUStitUidO, O.]l, SJ;L, SOJl, SOle, NJl.]z, N3, CN, C(:O)OJ;L, C(:O)NJlJz, C(:O)Jl, O-C(:O)NJlJz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0O)NJ1J> 0 N(H)C(=S)NJ1Jy;

0 g1 Y 02 juntos son =C(ds)(a);

cada uno de gz y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C1-C12 sustituido;

cada grupo sustituido esta, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes
seleccionados independientemente entre halégeno, alquilo C1-Cg, alquenilo C»-Cs, alquinilo C2-Cs, OJ1, SJi,
NJ1J2, N3, CN, C(=0)0J1, C(=0)NJ1J2 C(=0) J1, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=O)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jz; y

cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Cg, aminoalquilo
C1-Cg 0 un grupo protector,

en la que el grupo reactivo de fosforo es fosforamidita, H-fosfonato, triéster fosfato o un auxiliar quiral que contiene
fosforo.

En ciertas realizaciones, al menos uno de g1y g2 es alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cs sustituido. En ciertas realizaciones,
cada uno q: y gz es, independientemente, alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cs sustituido. En ciertas realizaciones, cada uno
de g1 y g2 es, independientemente, metilo, etilo o propilo. En ciertas realizaciones, cada uno de qgi1 y g2 es metilo. En
ciertas realizaciones, al menos uno de g1y gz es alquilo C1-Cs sustituido.

En ciertas realizaciones, al menos uno de g1 y gz es alquilo C;-Ce sustituido. En ciertas realizaciones, al menos uno
de g1y g2 es alquilo C1-Cs sustituido en el que el grupo sustituyentes se selecciona entre OJi, SJ1, NJ1J2, N3, CN,
C(=0)0J;, C(=0)NJ1J2, C(=0)J1 u O-C(=0O)NJ1J; en el que cada uno de Ji y Jo es, independientemente, H, alquilo
C1-Cs, alquenilo C»-Cg, alquenilo C»-Cg, aminoalquilo C1-Cs 0 un grupo protector. En ciertas realizaciones, al menos
uno de g1y gz es alquilo C1-Cs sustituido en el que el grupo sustituyente se selecciona entre OJi, NJ1J2 0 CN en el
que cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cg¢ 0 un grupo protector.

En ciertas realizaciones, g1y g2 juntos, son =C(gs)(gs). En ciertas realizaciones, cada uno de gz y g4 es H. En ciertas
realizaciones, al menos uno de gz y g4 es halégeno, alquilo C1-Cg 0 alquilo C31-Cs sustituido. En ciertas realizaciones,
al menos uno de gz y g4 es metilo. En ciertas realizaciones, cada uno de gz y g4 es metilo.

En ciertas realizaciones, cada uno de T1y T» es un grupo protector hidroxilo. En ciertas realizaciones, cada uno de
dichos grupos protectores hidroxilo se selecciona, independientemente, entre acetilo, t-butilo, t-butoximetilo,
metoximetilo, tetrahidropiranilo, 1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, 2-trimetilsililetilo, p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo,
bencilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo, 2,6-diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo, trimetilsililo, trietilsililo, t-
butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, trifenilsililo, triisopropilsililo, benzoilformiato, cloroacetilo, tricloroacetilo,
trifluoroacetilo, pivaloilo, carbonato de 9-fluorenilmetilo, mesilato, tosilato, triflato, tritlo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo, trimetoxitritilo o pixilo sustituido. En ciertas realizaciones, T, es acetilo, bencilo, t-butildimetilsililo, t-
butildifenilsililo o 4,4'-dimetoxitritilo. En ciertas realizaciones, T: es 4,4'-dimetoxitritilo.

En ciertas realizaciones, T» es un grupo reactivo de fosforo. En ciertas realizaciones, T» es un grupo reactivo de
fésforo seleccionado entre diisopropilcianoetoxi fosforamidita o H-fosfonato. En ciertas realizaciones, T, es di-
isopropilcianoetoxi fosforamidita. En ciertas realizaciones, T es diisopropilcianoetoxi fosforamidita y cada uno de qi1
y g2 es metilo. En ciertas realizaciones, T, es diisopropilcianoetoxi fosforamidita y qi y gz juntos, son =C(qs)(qs) y
cadaunodegsyqsesH.

En ciertas realizaciones, Bx es una pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida. En ciertas
realizaciones, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-propinil-uracilo, 5-tiazolo-uracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-
propinil-citosina, 5-tiazolo-citosina, adenina, guanina o 2,6-diaminopurina.

En ciertas realizaciones, cada uno de J1y J; es, independientemente, H o alquilo C1-Cs.

En ciertas realizaciones, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula II:
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En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al menos un nucleésido
biciclico que tienen la Férmula Ill:

O
T;,-0 Bx
O_T4
qi
L2 %8
n

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un nucleésido biciclico que tiene la Férmula 111

Bx es un resto de base heterociclica;

cada uno de T3 y T4 es, independientemente, un grupo de union de internucleésidos que une el nucleésido
biciclico que tiene la Férmula Ill al compuesto oligomérico, o uno de Ts y T4 es un grupo de union de
internucledsidos que une el nucledsido biciclico que tiene la Férmula 11l al compuesto oligomérico y el otro de
T3y T4 €s H, un grupo protector hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5' 6 3';

cada uno de q:1 y gz es, independientemente, haldgeno, alquilo C1-Ci2, alquilo C;1-Ci1» sustituido, alquenilo C,-
Ci2, alquenilo C»-Ci, sustituido, alquinilo C,-Ci2, alquinilo C,-Cji2 sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi Ci1-Ci2
SUStitUidO, O.]l, SJ;L, SOJl, SOle, NJl.]z, N3, CN, C(:O)OJ;L, C(:O)NJlJz, C(:O)Jl, O-C(:O)NJlJz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0)NJ1J2 o n(H)C(=S)NJ1Jz;

0 Q1Y g2 juntos son -C(ds)(da);

cada uno de gs y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C1-C12 sustituido;

cada grupo sustituido esta, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes
seleccionados independientemente entre halégeno, alquilo C;-Cg, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Cs, OJ1, SJ1,
NJ1J2, N3, CN, C(:O)OJL C(:O)NJlJz, C(=O)Jl, O-C(=O)N31J2, N(H)C(:O)NJlJz (0] N(H)C(:S)NJlJz; Yy

cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Ce, aminoalquilo
C1-Cg 0 un grupo protector

y en la que la expresion "compuesto oligomérico" se refiere a un polimero que tiene al menos una region que
es capaz de hibridar para dar una molécula de acido nucleico.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuesto oligoméricos, comprendiendo cada uno al menos un
nucleésido biciclico que tiene la Férmula Il en la que al menos uno de qi y g2 es alquilo C1-Cs 0 alquilo C;1-Cs
sustituido. En ciertas realizaciones, cada uno de g1 y gz es, independientemente, alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cs
sustituido. En ciertas realizaciones, cada uno de q: y g2 es, independientemente, metilo, etilo o propilo. En ciertas
realizaciones, cada uno de g1y g2 es metilo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos comprendiendo cada uno al menos un
nucleésido biciclico que tiene la Formula 1, en la que al menos cada gi o cada gz es alquilo C1-Cs sustituido. En
ciertas realizaciones, al menos cada q; o cada g, es alquilo C;-C¢ sustituido en el que el grupo sustituyente se
selecciona entre 0Ji, SJ1, NJ1J2, N3, CN, C(=0)0J1, C(=0)NJ1J2, C(=0)J; u O-C(=0)NJ1J; en el que cada uno de J;
y J2 es, independientemente, H, alquilo C;-Cs, alquenilo C;-Cg, alquinilo C,-Cs, aminoalquilo C1-Cs 0 un grupo
protector. En ciertas realizaciones, al menos cada q: 0 cada gz es alquilo C1-Cs sustituido, en el que el grupo
sustituyente se selecciona entre OJi, NJ1J2 0 CN, en el que cada uno de J; y Jz es, independientemente, H, alquilo
C1-Cs 0 un grupo protector.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos, comprendiendo cada uno al menos un
nucleésido biciclico que tiene la Férmula Ill, en la que para cada nucleésido biciclico g1 y gz juntos son =C(qgs)(qa4). En
ciertas realizaciones, cada gz y cada g4 es H. En ciertas realizaciones, al menos cada gs o cada g4 es halégeno,
alquilo C1-Ce 0 alquilo C4-Cs sustituido. En ciertas realizaciones, al menos cada gz o cada g4 es metilo. En ciertas
realizaciones, cada gz y cada g4 es metilo.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos comprendiendo cada uno al menos un
nucledsido biciclico que tiene la Férmula Il y comprendiendo adicionalmente al menos un grupo terminal 3' 6 5'.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos comprendiendo cada uno al menos un
nucledsido biciclico que tiene la Férmula Il y comprendiendo adicionalmente una secuencia continua de nucledsidos
unidos, en la que cada grupo de union de internucledsidos es, independientemente, un fosfodiéster o fosforotioato.
En ciertas realizaciones, cada grupo de unién de internucledsidos es un fosforotioato.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos comprendiendo cada uno al menos un
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nucledsido biciclico que tiene la Férmula IV:

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos, comprendiendo cada uno al menos una region
de al menos dos nucleésidos biciclicos contiguos que tienen la Férmula Ill. En ciertas realizaciones, la al menos una
region de al menos dos nucledsidos biciclicos continuos que tiene la Férmula Il se sitdan en el extremo 3' o0 el 5' del
compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, la al menos una regién de al menos dos nucledsidos biciclicos
continuos que tiene la Férmula 1l se sitda en el extremo 3' o el 5' del compuesto oligomérico y al menos un
nucledsido biciclico que tiene la Férmula Il situado en el otro extremo 3' 0 el 5' del compuesto oligomérico.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos, teniendo cada uno una region interna
de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas que separan dos regiones externas que
comprenden independientemente de 1 a aproximadamente 5 nucleésidos biciclicos contiguos que tienen la Férmula
Ill. En ciertas realizaciones, cada unidad monomérica en la region interna es basicamente un (-D-2'-
desoxirribonucledsido. En ciertas realizaciones, la region interna comprende de aproximadamente 8 a
aproximadamente 14 [-D-2'-desoxirribonucledsidos. En ciertas realizaciones, la region interna comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 14 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En ciertas realizaciones, la regién
interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12 [-D-2'-desoxirribonucledsidos. En ciertas
realizaciones, la regién interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12 [3-D-2'-
desoxirribonucledsidos y cada regién externa comprende independientemente de 2 a aproximadamente 3
nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula Ill. En ciertas realizaciones, la regién interna comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 12 [B-D-2'-desoxirribonucledsidos y cada regién externa comprende
independientemente 2 nucleosidos biciclicos que tienen la Férmula Ill. En ciertas realizaciones, la regién interna
comprende 10 B-D-2'-desoxirribonucledsidos y cada region externa comprende independientemente 2 nucledsidos
biciclicos que tienen la Férmula lll. En ciertas realizaciones, cada regién externa comprende independientemente de
2 a aproximadamente 3 nucledsidos biciclicos que tienen la Férmula 1l y la regién interna comprende 14 -D-2'-
desoxirribonucleésidos. En ciertas realizaciones, cada region externa independientemente comprende 2 nucledsidos
biciclicos que tienen la Férmula Il y la region interna comprende 14 (3-D-2'-desoxirribonucleésidos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos, teniendo cada uno una region interna
de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas que separan dos regiones externas que
comprenden independientemente de 1 a aproximadamente 5 nucledsidos biciclicos contiguos que tienen la Férmula
IV:

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al menos un nucleésido
biciclico que tiene la Férmula Ill, comprendiendo de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 subunidades
monomeéricas de longitud. En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos un nucledsido biciclico que tiene la Formula 1ll, comprendiendo de aproximadamente 8 a aproximadamente
20 subunidades monoméricas de longitud. En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos que
comprenden al menos un nucledsido biciclico que tiene la Férmula 1ll, comprendiendo de aproximadamente 10 a
aproximadamente 16 subunidades monoméricas de longitud. En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos
oligoméricos que comprenden al menos un nucleésido biciclico que tiene la Férmula Ill, comprendiendo de
aproximadamente 10 a aproximadamente 14 subunidades monomeéricas de longitud.

5



ES 2376 507 T3

En ciertas realizaciones, se proporcionan procedimientos para inhibir la expresién génica que comprenden poner en
contacto una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que comprende al menos un
nucleésido biciclico que tiene la Formula llI.

En ciertas realizaciones, se proporcionan procedimientos que comprenden poner en contacto una célula con un
compuesto oligomérico que comprende al menos un nucledsido biciclico de Férmula 111

T;-0 Bx
O'T4
q;
92 g
III

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un nucleésido biciclico que tiene la Férmula 111:

Bx es un resto de base heterociclica;

cada uno de Tz y T4 es, independientemente, un grupo de union de internucleésidos que une el nucleésido
biciclico que tiene la Férmula 1l al compuesto oligomérico 0 uno de T3 y T4 €s un grupo de union de
internucledsidos que une el nucledsido biciclico que tiene la Formula 11l al compuesto oligomérico y el otro de
T3y T4 €s H, un grupo protector hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5' 6 3';

cada uno de q1 y gz es, independientemente, halégeno, alquilo C31-Ci2, alquilo C1-Cs2» sustituido, alquenilo Cz-
Ci2, alquenilo C,-Cq2 sustituido, alquinilo C»-Ciz, alquinilo C,-Ci» sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi C1-Ci2
SUStitUidO, O.]l, SJ;L, SOJl, SOle, NJl.]z, N3, CN, C(:O)OJ;L, C(:O)NJlJz, C(:O)Jl, O-C(:O)NJlJz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jy;

0 g1 Y 02 juntos son =C(ds)(a);

cada uno de gz y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C1-C12 sustituido;

cada grupo sustituido esta, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes
seleccionados independientemente entre halégeno, alquilo C;-Cg, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Cs, OJ1, SJs,
NJ1J2, N3, CN, C(=0)0J1, C(=0)NJ1J2, C(=0) J1, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=0O)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jz;

cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Cg, aminoalquilo
C1-Cg 0 un grupo protector; y

en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas y es complementario a un ARN diana.

En ciertas realizaciones, la célula esta en un animal. En ciertas realizaciones, la célula esta en un ser humano. En
ciertas realizaciones, el ARN diana se selecciona entre ARNm, pre-ARNm y micro ARN. En ciertas realizaciones, el
ARN diana es ARNm. En ciertas realizaciones, el ARN diana es ARNm humano. En ciertas realizaciones, por
consiguiente el ARN diana se escinde inhibiendo su funcién. En ciertas realizaciones, el procedimiento comprende
adicionalmente evaluar la actividad antisentido de dicho compuesto oligomérico sobre dicha célula. En ciertas
realizaciones, la evaluacion comprende detectar los niveles de ARN diana. En ciertas realizaciones, la evaluacion
comprende detectar los niveles de una proteina. En ciertas realizaciones, la evaluacion comprende la deteccién de
uno o mas efectos fenotipicos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan nucledsidos biciclicos que tienen la férmula:

-0 O Bx
O"TZ
qi
V] o

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

uno de T1y T2 es H 0 un grupo protector hidroxilo y el otro de T1y T es H, un grupo protector hidroxilo o un
grupo reactivo de fosforo;

cada uno de q1 y gz es, independientemente, halégeno, alquilo Ci1-Ci2, alquilo C;-Cs2» sustituido, alquenilo Cz-
Ci2, alquenilo C,-Cq2 sustituido, alquinilo C»-Ci», alquinilo C,-Ci» sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi C1-Ci2
SUStitUidO, O.]l, SJ;L, SOJl, SOle, NJl.]z, N3, CN, C(:O)OJ;L, C(:O)NJlJz, C(:O)Jl, O-C(:O)NJlJz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jz;
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0 g1 Y 02 juntos son =C(ds)(a);

cada uno de gz y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C1-C12 sustituido;

cada uno de Ji y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cg sustituido, alquenilo C-Ce,
alquenilo C,-Cs sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C,-Cs sustituido, aminoalquilo C1-Cs, aminoalquilo C1-Cs
sustituido o un grupo protector, cada uno de J; y Jo es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Ce
sustituido, alquenilo C,-Cs, alquenilo C»-Ce sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C»-Ce sustituido, aminoalquilo
C1-Cs, aminoalquilo C1-Cg sustituido o un grupo protector; y

en la que cada grupo sustituido estd, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes
seleccionados independientemente entre haldégeno, alquilo C1-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo C»-Cg,
alquenilo C;-Cs sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C»-Ce sustituido, OJi, SJi, NJiJ2, N3, CN, C(=0)0J4,
C(=0)NJ1J2, C(=0)J1, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=O)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1J>.

En una realizacion, al menos uno de q: y gz es alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido. En otra realizacion, tanto q;
como @z son alquilo Ci1-C¢ 0 alquilo C3:-Cs sustituido. En una realizacibn mas, tanto gi como gz son,
independientemente, metilo. En otra realizacion, al menos uno de qgi y gz es alquilo C;-Ce sustituido. En una
realizacién mas, al menos uno de qi Y g2 es (CHz)n-N(H)C(=0)(CH2)n-NJ1J2, (CH2)n-N(H)C(=S)NJ1J2, (CHa)n-O-
C(=0)NJ1J2 0 (CH2)s-C(=0)NJ1J2 en las que un n preferido es 1.

Ademas, en el presente documento se proporcionan sustituyentes insaturados en el puente, en el que g1y g2 junto
con los enlaces que los unen al atomo de carbono 6 del puente son =C(qs)(q4). En una realizacién, cada uno de gz y
g4 €s, independientemente, H. En otra realizacion, al menos uno de gs y g es halégeno, alquilo C;-Cs 0 alquilo C1-Cs
sustituido. En una realizacién mas, al menos uno de gs y g4 es metilo. En otra realizacién, tanto gqs como g4 son,
independientemente, metilo.

En una realizacién, cada uno de T1y T» es un grupo protector hidroxilo, en el que los grupos protectores hidroxilo
preferidos incluyen acetilo, t-butilo, t-butoximetilo, metoximetilo, tetrahidropiranilo, 1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, 2-
trimetilsililetilo, p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo, bencilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo, 2,6-diclorobencilo, difenil-metilo, p-
nitrobencilo, trifenilmetil (tritilo), 4,4'-dimetoxitritilo, trimetilsililo, trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo,
trifenilsililo, triisopropilsililo, benzoilformiato, cloroacetilo, tricloroacetilo, trifluoroacetilo, pivaloilo, carbonato de 9-
fluorenilmetilo, mesilato, tosilato, triflato, tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo, trimetoxitritilo, 9-fenilxantina-9-il
(Pixilo) y 9-(p-metoxifenil)xantina-9-ilo (MOX).

En una realizacion, T, es acetilo, bencilo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo o 4,4'-dimetoxitritilo, en el que un grupo
preferido es 4,4'-dimetoxitritilo. En ciertas realizaciones, T1 es 4,4'-dimetoxitritlo y T, es diisopropilcianoetoxi
fosforamidita.

En una realizacion, T, es un grupo reactivo de fésforo, en el que los grupos reactivos de fésforo preferidos incluyen
diisopropilcianoetoxi fosforamidita y H-fosfonato.

En una realizacion, Bx es una pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida. En ciertas realizaciones, Bx
es uracilo, 5-metiluracilo, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-uracilo, 5-tiazolo-citosina, adenina, guanina o 2,6-diaminopurina.

En una realizacién, cada uno de J1y J; es, independientemente, H o alquilo C1-Cs.

En una realizacién, los nucleosidos biciclicos tienen la configuracion:

Ademas, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos un nucledsido biciclico que tiene la formula
I:

T,-0 © Bx
O"T4
q1
92 g
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en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

T3 es hidroxilo, un hidroxilo protegido, un grupo conjugado unido o un grupo de unién de internucleésidos
unido a un nucledsido, un nucleétido, un oligonucleésido, un oligonucleétido, una unidad monomérica o un
compuesto oligomérico;

T4 es hidroxilo, un hidroxilo protegido, un grupo conjugado unido o un grupo de unién de internucleésidos
unido a un nucleésido, un nucleétido, un oligonucleésido, un oligonucleétido, una unidad monomérica o un
compuesto oligomérico;

en la que al menos uno de T3 y T4 es un grupo de unidn de internucledsidos unido a un nucledsido, un
nucleoétido, un oligonucledsido, un oligonucleétido, una unidad monomérica o un compuesto oligomérico;

cada uno de q1 y gz es, independientemente, halégeno, alquilo Ci1-Ci2, alquilo C;-Cs2» sustituido, alquenilo Cz-
Ci2, alquenilo C,-Cq2 sustituido, alquinilo C»-Cip, alquinilo C,-Ci» sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi Ci1-Ci2
SUStitUidO, O.]l, SJ;L, SOJl, SOle, NJl.]z, N3, CN, C(:O)OJ;L, C(:O)NJlJz, C(O)Jl, O-C(:O)NJlJz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jz;

0 g1y gz juntos son =C(ds)(da);

cada uno de gz y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C1-C12 sustituido;

cada uno de Ji y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C;-Cg sustituido, alquenilo C»-Cg,
alquenilo C»-Cs sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C,-Cs sustituido, aminoalquilo C1-Cs, aminoalquilo C1-Cs
sustituido o un grupo protector, cada uno de J; y J. es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquilo C;-Cs
sustituido, alquenilo C,-Cs, alquenilo C»-Ce sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C»-Ce sustituido, aminoalquilo
C1-Cs, aminoalquilo C1-Cs sustituido o un grupo protector; y

en la que cada grupo sustituido estd, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes
seleccionados independientemente entre haldégeno, alquilo C;:-Cs, alquilo C1-Cg sustituido, alquenilo Cz-Cs,
alquenilo C»-Cs sustituido, alquinilo C»-Cs, alquinilo C»-Ce sustituido, OJi, SJi, NJiJ2, N3, CN, C(=0)0J4,
C(=O)NJlJz, C(=O)Jl, O-C(=O)N31,J2, N(H)C(=O)NJlJz (o] N(H)C(=S)N3132.

En una realizacién, al menos uno de q:1y gz es alquilo C;-Cs 0 alquilo C1-Cs sustituido. En otra realizacion, tanto g:
como gz son alquilo C;-Ce¢ 0 alquilo C;-Ce sustituido. En una realizacibn mas, tanto g como @z son,
independientemente, metilo. En otra realizacion, al menos uno de qgi y gz es alquilo C;-Ce sustituido. En una
realizacién mas, al menos uno de gi1y gz €s (CH2)s-N(H)C(=0)NJ1J2,(CH2)n-N(H)C(=S)NJ1J2, (CH20,-O-C(O)NJ1J2 0
(CH2)n-C(=0O)NJ1Jz en los que un n preferido es 1.

Ademas, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos un nucledsido biciclico que comprende un
sustituyente insaturado en el puente, en el que g1y g2 junto con los enlaces que los unen al atomo de carbono 6 del
puente son =C(qgs)(qs4). En una realizacién, cada uno de gz y g4 es, independientemente, H. En otra realizacion, al
menos uno de gsy g4 es halégeno, alquilo C;1-Cs 0 alquilo C1-Cs sustituido. En una realizacién mas, al menos uno de
gs Y g4 es metilo. En otra realizacién, tanto gz como g4 son, independientemente, metilo.

En una realizacion, Ts es H o un grupo protector hidroxilo. En otra realizacién Tz es un grupo de union de
internucleésidos unido a un nucleésido, un nucleétido o una unidad monomérica. En una realizacion mas, Tz es un
grupo de unién de internucledsidos unido a un oligonucledsido o un oligonucleétido. En otra realizacion, Tz es un
grupo de unién a internucledsidos unido a un compuesto oligomérico.

En una realizacién, T4 es H o un grupo protector hidroxilo. En otra realizacién, T4 es un grupo de union de
internucledsidos unido a un nucledsido, un nucleétido o una unidad monomérica. En una realizacién mas, T4 es un
grupo de union de internucledsidos unido a un oligonucledsido o un oligonucleétido. En otra realizacién, T4 es un
grupo de unién de internucledsidos unido a un compuesto oligomérico.

En una realizacion, al menos uno de T3 y T4 comprende un grupo de unién de internucleésidos seleccionado entre
fosfodiéster o fosforotioato.

En una realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos un nucleésido biciclico que tiene
la configuracion:

En una realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos un nucledsido biciclico de
férmula I, comprendiendo una secuencia continua de nucledsidos unidos, en la que cada grupo de union de
internucledsidos es, independientemente, un fosfodiéster o un fosforotioato.
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En una realizacion, los compuestos oligoméricos comprenden al menos una region de al menos dos nucledsidos
biciclicos continuos que tiene la Férmula |. En otra realizacion, la regiéon de al menos dos nucleésidos biciclicos
continuos que tiene la Férmula | se sitta en el extremo 3' 0 el 5' del compuesto oligomérico. En una realizacién mas,
una regién de al menos dos nucleosidos biciclicos continuos que tiene la Férmula | se sitia en el extremo 3' o0 el 5'
del compuesto oligomérico y al menos un nucleésido biciclico que tiene la Férmula | se sitlia en el otro del extremo 3'
o el 5' del compuesto oligomérico. En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que
tienen una regién de al menos dos nucledsidos biciclicos contiguos de férmula | situados en el extremo 3' o el 5'y al
menos un nucledsido biciclico que tiene la formula | situada en el otro del extremo 3' o el 5' del compuesto
oligomérico.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que comprenden uno o dos nucledésidos
biciclicos que tienen la Férmula | en el extremo 5'y dos o tres nucledsidos biciclicos que tienen la Formula | en el
extremo 3'. En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que comprenden uno o dos
nucleésidos biciclicos que tienen la Formula | en el extremo 5', dos o tres nucledsidos biciclicos que tienen la
Formula | en el extremo 3' y una region interna de aproximadamente 10 a aproximadamente 16 [-D-
desoxirribonucleésidos. En ciertas realizaciones, la region interna del compuesto oligomérico abierto comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 14 (3-D-desoxirribonucleésidos. En ciertas realizaciones, se proporcionan
compuestos oligoméricos abiertos que comprenden de 10 a 16 nucleésidos y/o nucledsidos modificados o miméticos
de longitud.

En una realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden de aproximadamente 8 a
aproximadamente 40 nucleésidos y/o nucleésidos modificados o miméticos de longitud. En otra realizacién, se
proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden de aproximadamente 8 a aproximadamente 20 nucledsidos
y/o nucledsidos modificados o miméticos de longitud. En una realizacion mas, se proporcionan compuestos
oligoméricos que comprenden de aproximadamente 10 a aproximadamente 16 nucledsidos y/o nucledsidos
modificados o miméticos de longitud. En otra realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos que
comprenden de aproximadamente 10 a aproximadamente 14 nucleésidos y/o nucledsidos modificados o miméticos
de longitud.

Ademas, se proporcionan procedimientos para la inhibicion génica que comprenden poner en contacto una o mas
células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico de la invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon

En el presente documento se proporcionan nucledsidos biciclicos 6-disustituidos, compuestos oligoméricos
preparados a partir de los mismos y procedimientos para usar los compuestos oligoméricos. Mas particularmente,
cada uno de los nucleésidos biciclicos 6-disustituidos comprende un puente entre las posiciones 4'y 2' de la porcion
de ribosa que tiene una de la férmulas: 2'-O-C(gi)(gz)-4' o 2-0O-C[-(gs)(qs)]-4'. En ciertas realizaciones, los
compuestos y composiciones oligoméricas se designan para hibridar en una porciéon de un ARN diana. En ciertas
realizaciones, los compuestos oligoméricos pueden usarse en el disefio de aptameros que son compuestos
oligoméricos capaces de unirse a proteinas aberrantes en una configuracion in vivo.

Los nucledsidos biciclicos 6-disustituidos se preparan generalmente teniendo grupos reactivos protegidos
ortogonalmente y que comprenden adicionalmente un grupo reactivo de fésforo. Dichos nucledsidos biciclicos son
utiles como subunidades monomeéricas para la sintesis de oligdmeros. En ciertas realizaciones, un ejemplo ilustrativo
de una subunidad monomeérica de este tipo como se proporciona en el presente documento tiene la férmula:

.
0
0

OCH,CH,CN
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en la que los grupos rodeados por cajas de lineas discontinuas son variables. EI monémero de nucleésido biciclico
mostrado se denomina genéricamente como una dimetoxitritii fosforamidita o mas formalmente usando la
nomenclatura de nombres de la IUPAC como (1S,3R,4R,7S)-7-[2-cianoetoxi(diiso-propilamino)fosfinoxi]-1-(4,4'-
dimetoxitritiloximetil)-3-(uracil-1-il)-6-dimetil-2,5-dioxa-biciclo[2,2,1]heptano (cuando tanto g; como gz son metilo).

En ciertas realizaciones, los nucleosidos biciclicos 6-disustituidos proporcionados en el presente documento se
representan en la Férmula la:

O
* Bx
*
qi
92 g
Ia

en la que cada uno de los asteriscos es, independientemente, un hidroxilo, un hidroxilo protegido, un grupo
conjugado opcionalmente unido, un grupo indicador, un grupo terminal, un grupo reactivo de fésforo, un enlace de
internucledsido que conecta uno 0 mas nucleésidos, u otro grupo desvelado en el presente documento o Gtil en una
tecnologia antisentido.

Bx es un resto de base heterociclica;

cada uno de q:1 y gz es, independientemente, haldgeno, alquilo C31-Ci2, alquilo C;1-Ci1» sustituido, alquenilo C,-
C12, alquenilo C,-Cq2 sustituido, alquinilo C»-Cip, alquinilo C,-Ci» sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi C1-Ci2
SUStitUidO, O.]l, SJ;L, SOJl, SOle, NJl.]z, N3, CN, C(:O)OJ;L, C(:O)NJlJz, C(:O)Jl, O-C(:O)NJlJz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jy;

0 g1y gz juntos son =C(qs)(da);

cada uno de gz y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C1-C12 sustituido;

cada grupo sustituido esta, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes
seleccionados independientemente entre halégeno, alquilo C;-Cg, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Cs, OJ1, SJ1,
NJ1J2, N3, CN, C(:O)OJL C(:O)NJlJz, C(=O)Jl, O-C(=O)N31J2, N(H)C(:O)NJlJz (0] N(H)C(:S)NJlJz; Yy

cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Ce, aminoalquilo
C1-Cg 0 un grupo protector.

En ciertas realizaciones, se proporcionan se proporcionan nucledsidos biciclicos 6-disustituidos que tienen la
Formula la y que tienen adicionalmente la configuracion ilustrada en la Formula lla:

En ciertas realizaciones, se proporcionan procedimientos en los que una célula entra en contacto con al menos uno
de los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento, en la que el compuesto oligomérico es
complementario a un ARN diana. La célula puede residir en un animal, preferentemente un ser humano. El ARN
diana se selecciona entre cualquier ARN que dé como resultado algun beneficio, pero preferentemente ARNm, pre-
ARNmM o micro ARN. En ciertas realizaciones, el ARN diana se escinde como resultado de la interaccién con el
compuesto oligomérico, inhibiendo por lo tanto su funciéon. La eficacia de los procedimientos proporcionados en el
presente documento puede evaluarse considerando una diversidad de criterios o puntos finales, tales como la
evaluacion de la actividad antisentido detectando los niveles de un ARN diana, detectando el nivel de una proteina o
detectando uno o mas efectos fenotipicos.

Los nucledsidos biciclicos 6-disustituidos proporcionados en el presente documento son Utiles para modificar los
compuestos oligoméricos en una o0 mas posiciones. Dichos compuestos oligoméricos modificados pueden
describirse como que tienen un motivo particular. El término "motivo" se refiere al patron de nucledsidos en un
compuesto oligomérico. El patrén se determina por el posicionamiento de nucledsidos que tienen grupos de
azucares no modificados (B-D-ribonucledsidos y/o B-D-desoxirribonucleésidos) y/o modificados en un compuesto
oligomérico. El tipo de enlace de base heterociclica e internucleésidos usados en cada posicion es variable y no es
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un factor en la determinacién del motivo de un compuesto oligomérico. La presencia de uno o mas grupos diferentes
que incluyen, pero sin limitacién, grupos de proteccion y grupos conjugados también es un factor en la determinacién
del motivo.

Ciertos motivos que pueden prepararse usando los nucledsidos modificados proporcionados en el presente
documento incluyen pero sin limitacion un motivo abierto, un motivo de hemimero, un motivo de mero en bloque, un
motivo completamente modificado, un motivo posicionalmente modificado y un motivo alternante. Junto con estos
motivos también pueden usarse una gran diversidad de enlaces de internucledsidos, incluyendo pero sin limitacion
enlaces de fosfodiéster y fosforotioato usados de forma uniforme o en combinacién. El posicionamiento de los
nucledsidos modificados proporcionados en el presente documento y el uso de estrategias de union puede
optimizarse facilmente para maximizar la actividad de un compuesto oligomérico frente a una diana seleccionada.

Las patentes de Estados Unidos representativas que muestran la preparacion de motivos representativos incluyen,
pero sin limitacion, 5.013.830; 5.149.797; 5.220.007; 5.256.775; 5.366.878; 5.403.711; 5.491.133; 5.565.350;
5.623.065; 5.652.355; 5.652.356; y 5.700.922, algunos de los cuales son propiedad cominmente de la presente
solicitud. También se desvelan motivos en las Solicitudes Internacionales PCT/US2005/019219, presentada el 2 de
junio de 2005 y publicada como WO 2005/121371 el 22 de diciembre de 2005, y PCT/US2005/019220, presentada
el 2 de junio de 2005, y publicada como WO 2005/121372 el 22 de diciembre de 2005.

Como se usa en el presente documento el término "gapmer" o "compuesto oligomérico abierto" se refiere a un
compuesto oligomérico que comprende una secuencia continua de nucledsidos que tiene 3 regiones, una regién
interna que tiene una region externa en cada uno de los extremos 5' y 3'. La region interna se diferencia de las
regiones externas por tener diferentes grupos de azucares. Los tipos de nucledsidos que se usan generalmente para
diferencial las regiones de un compuesto oligomérico abierto incluyen (-D-ribonucleésidos, (-D-2'-
desoxirribonucleésidos, nucledsidos 2'-modificados, nucleésidos 4'-tio modificados, nucleésidos 4'-tio-2'-modificados,
y nucledsidos de azUcares biciclicos modificados. Cada una de las regiones de un compuesto oligomérico abierto
esta modificada basicamente de forma uniforme, por ejemplo, los grupos de azlcares son idénticos, teniendo la
regién interna diferentes grupos de azlicares que cada una de las regiones externas. La region interna (el gap)
comprende generalmente [3-D-desoxirribonucledsidos pero puede ser una secuencia de nucleésidos de azlicares
modificados. Un compuesto oligomérico abierto preferido, como se proporciona en el presente documento,
comprende una region interna de p-D-desoxirribonucledsidos con cada una de las regiones externas que
comprenden nucleésidos biciclicos que tienen la Férmula ll1.

10)
T;-0 Bx
O-T4
q;
92 o
H1

En ciertas realizaciones, cada una de las regiones de un compuesto oligomérico abierto estan modificadas
basicamente de forma uniforme, por ejemplo, los grupos de azucares son basicamente idénticos, teniendo la region
interna diferentes grupos de azlcares, que cada una de las regiones externas. La region interna o el gap
generalmente comprende B-D-desoxirribonucledsidos, pero puede ser una secuencia de nucledsidos de azlcares
modificados. En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos abiertos comprenden una regién interna de 3-D-
desoxirribonucledsidos, comprendiendo ambas regiones externas nucleésidos modificados. Los ejemplos de
compuestos oligoméricos abiertos se ilustran en la seccién de ejemplos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que comprenden uno o dos nucleésidos
biciclicos que tienen la Férmula | en el extremo 5', dos o tres nucledsidos biciclicos que tienen la Féormula | en el
extremo 3' y una regién interna de 10 a 16 nucledsidos. En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos
oligoméricos abiertos que comprenden un nucleésido biciclico que tiene la formula | en el extremo 5', dos
nucledsidos biciclicos que tienen la féormula | en el extremo 3'y una region interna de 10 a 16 nucledsidos. En ciertas
realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que comprenden un nucledsido biciclico que tiene
la Férmula | en el extremo 5', dos nucleésidos biciclicos que tienen la Férmula | en el extremo 3'y una region interna
de 10 a 14 nucleésidos. En ciertas realizaciones, la region interna es basicamente una secuencia continua de (3-D-
desoxirribonucleésidos. En otra realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que incluyen adicionalmente
uno o mas grupos terminales que incluyen pero sin limitacion nucledsidos adicionales modificados o no modificados
0 grupos de conjugados unidos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que son de aproximadamente 10 a
aproximadamente 21 nucleésidos de longitud. En otra realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos
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abiertos que son de aproximadamente 12 a aproximadamente 16 nucledsidos de longitud. En ciertas realizaciones,
se proporcionan compuestos oligoméricos abiertos que son de aproximadamente 12 a aproximadamente 14
nucleésidos de longitud.

Las expresiones "sustituyente" y "grupo sustituyente", como se usan en el presente documento, significa que
incluyen grupos que se afaden tipicamente a otros grupos o precursores para mejorar las propiedades deseadas o
dar los efectos deseados. Los grupos sustituyentes pueden protegerse o desprotegerse y pueden afadirse a un sitio
disponible 0 a muchos sitios disponibles en un precursor. Los grupos sustituyentes pueden también estar sustituidos
adicionalmente con otros grupos sustituyentes y pueden unirse directamente o mediante un grupo de enlace, tal
como un grupo alquilo o hidrocarbilo a un precursor. Dichos grupos incluyen, sin limitacién, hidroxilo, alquilo,
alguenilo, alquinilo, acilo (-C(O)Raa), carboxilo (-C(O)O-Raa), grupos alifaticos, grupos aliciclicos, alcoxi, oxi sustituido
(-O-Raa), arilo, aralquilo, heterociclicos, heteroarilo, heteroarilalquilo, amino (-NRpsRcc), imino (=NRpp), amido (-
C(O)N-RppRec 0 -N(Rpp)C(O)Raa), azido (-Ns3), nitro (-NOy), ciano (-CN), carbamido (-OC(O)NRppRec 0 -
N(Rpb)C(O)ORaa), ureido (-N(Rob)C(O)NRppRcc), tioureido (-N(Rbb)C(S)NRppRce), guanidinilo (-
N(Rbb)C(:NRbb)NRbbRCC), amidinilo (-C(:NRbb)NRbbRCC (0] -N(Rbb)C(NRbb)Raa), tiol (-SRbb), sulfinilo (-S(O)Rbb),
sulfonilo (-S(O)2Rpp), sulfonamidilo (-S(O)2NRppRec 0 -N(Rub)-S(O)2Rbb) Y grupos conjugados, en los que cada Raa,
Rob ¥ Rec €s, independientemente, H, un grupo quimico funcional opcionalmente unido o un grupo sustituyente
adicional con una lista preferida, incluyendo, sin limitacién, H, alquilo, alquenilo, alquinilo, alifatico, alcoxi, acilo, arilo,
aralquilo, heteroarilo, aliciclico, heterociclico y heteroarilalquilo. Los sustituyentes seleccionados en los compuestos
descritos en el presente documento estan presentes en un grado recurrente.

En este contexto, "sustituyente recurrente” significa que un sustituyente puede enumerar otro caso de si mismo.
Debido a la naturaleza recurrente de dichos sustituyentes, tedricamente, puede estar presente un gran nimero en
cualquier reivindicacion dada. Un experto en la técnica de la quimica medicinal y la quimica organica aprecia que el
namero total de dichos sustituyentes esta limitado de forma razonable por las propiedades deseadas del compuesto
deseado. Dichas propiedades incluyen, a modo de ejemplo y sin limitacion, propiedades fisicas, tales como peso
molecular, solubilidad o P log, propiedades de aplicacién, tales como actividad contra la diana objeto, y propiedades
practicas, tales como facilidad de sintesis.

Los sustituyentes recurrentes son un aspecto objeto de la invencion. Un experto en la técnica de la quimica
medicinal y organica aprecia la versatilidad de dichos sustituyentes. Al grado en el que los sustituyentes recurrentes
estan presentes en una reivindicacion de la invencion, el nimero total se determinard como se ha expuesto
anteriormente.

El término "acilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical formado por la eliminacion de un
grupo hidroxilo de un acido orgéanico y tiene la férmula general -C(0O)-X, en la que X es tipicamente alifatico, aliciclico
0 aromatico. Los ejemplos incluyen carbonilos alifaticos, carbonilos aromaticos, sulfonilos alifaticos, sulfinilos
aromaticos, sulfinilos alifaticos, fosfatos aromaticos, fosfatos alifaticos y similares. Los grupos acilo, como se usan en
el presente documento, pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "aliciclico" o "aliciclilo" se refiere a un sistema de anillos ciclico en el que el anillo es alifatico. El sistema
de anillos puede comprende uno o mas anillos en el que al menos un anillo es alifatico. Los aliciclicos preferidos
incluyen anillos que tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 9 atomos de carbono en el anillo. Aliciclico,
como se usa en el presente documento puede incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "alifatico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical hidrocarburo lineal o ramificado
que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono en el que la saturacidon entre dos atomos de carbono
cualesquiera es un enlace sencillo, doble o triple. Un grupo alifatico contiene preferentemente de 1 a
aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo
el mas preferido de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono. La cadena lineal o ramificada de un grupo alifatico
puede interrumpirse con uno o mas heteroatomos que incluyen nitrégeno, oxigeno, azufre y fésforo. Dichos grupos
alifaticos interrumpidos por heteroatomos incluyen, sin limitacion, polialcoxis, tales como polialquilenglicoles,
poliaminas y poliiminas. Los grupos alifaticos, como se usan en el presente documento, pueden incluir
opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "alcoxi", como se usa en el presente documento, se refiere a un radical formado entre un grupo alquilo y
un atomo de oxigeno, en el que el atomo de oxigeno se usa para unir el grupo alcoxi a una molécula de partida. Los
ejemplos de grupos alcoxi incluyen, pero sin limitacion, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, n-butoxi, sec-butoxi, terc-
butoxi, n-pentoxi, neopentoxi, n-hexoxi y similares. Los grupos alcoxi, como se usan en el presente documento,
pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "alquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical hidrocarburo saturado lineal o
ramificado que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero sin
limitacion, metilo, etilo, propilo, butilo, isopropilo, n-hexilo, octilo, decilo, dodecilo y similares. Los grupos alquilo
incluyen tipicamente de 1 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 1 a aproximadamente 12
atomos de carbono (alquilo C:-Cy2), siendo el mas preferido de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono. El
término "alquilo inferior", como se usa en el presente documento, incluye de 1 a aproximadamente 6 atomos de
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carbono. Los grupos alquilo, como se usan en el presente documento, pueden incluir opcionalmente uno o mas
grupos sustituyentes adicionales.

El término "alquenilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical hidrocarburo de cadena lineal
o ramificada que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un doble enlace carbono-
carbono. Los ejemplos de alquenilo incluyen, pero sin limitacién, etenilo, propenilo, butenilo, 1-metil-2-buten-1-ilo,
dienos, tales como 1,3-butadieno y similares. Los grupos alquenilo incluyen tipicamente de 2 a aproximadamente 24
atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferido de 2 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquenilo, como se usan en el presente documento, pueden
incluir opcionalmente uno o mas grupos sustituyentes adicionales.

El término "alquinilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical hidrocarburo lineal o ramificado
gue contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace carbono-carbono. Los
ejemplos de grupos alquinilo incluyen, pero sin limitacién, etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo y similares. Los grupos
alquinilo incluyen tipicamente de 2 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas tipicamente de 2 a
aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo més preferido de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Los
grupos alquinilo, como se usan en el presente documento, pueden incluir opcionalmente uno o mas grupos
sustituyentes adicionales.

El término "aminoalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical alquilo amino-sustituido.
Este término pretende incluir grupos alquilo C:-Cy, que tienen un sustituyente amino en cualquier posicion y en el
que el grupo alquilo une al grupo aminoalquilo a la molécula de partida. Las porciones alquilo y/o amino del grupo
aminoalquilo pueden estar sustituidas adicionalmente con grupos sustituyentes.

Las expresiones "aralquilo" y "arilalquilo”, como se usan en el presente documento, se refieren a un radical formado
entre un grupo alquilo y un grupo arilo en el que el grupo alquilo se usa para unir el grupo aralquilo a una molécula
de partida. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, bencilo, fenetilo y similares. Los grupos aralquilo, como se
usan en el presente documento, pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales unidos al alquilo, el
arilo o ambos grupos que forman el grupo radical.

Las expresiones "arilo" y "aromatico", como se usan en el presente documento, se refieren a radicales de un sistema
de anillos carbociclico mono- o policiclico que tienen uno o mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos arilo
incluyen, pero sin limitacion, fenilo, naftilo, tetrahidronatftilo, indanilo, indenilo y similares. Los sistemas de anillos arilo
preferidos tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos de carbono en uno o mas anillos. Los
grupos arilo, como se usan en el presente documento, pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes
adicionales.

Los términos "halo" y "halégeno”, como se usan en el presente documento, se refieren a un atomo seleccionado
entre fltor, cloro, bromo y yodo.

El término "haloalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un radical alquilo que tienen el
significado que se ha definido anteriormente en el que uno o mas hidrégenos se reemplazan por un halégeno. Se
incluyen especificamente radicales monohaloalquilo, dihaloalquilo y poli-haloalquilo. Un radical monohaloalquilo, por
ejemplo, puede tener un atomo de yodo, bromo, cloro o flGor en el radical. Los radicales dihalo y polihaloalquilo
pueden tener dos o mas de los mismos atomos halo o una combinacién de diferentes radicales halo. Los ejemplos
de radicales haloalquilo incluyen fluorometilo, difluorometilo, trifluorometilo, clorometilo, diclorometilo, triclorometilo,
pentafluoroetilo, heptafluoropropilo, difluoroclorometilo, diclorofluorometilo, difluoroetilo, difluoropropilo, dicloroetilo y
dicloropropilo. El término "perhaloalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo en el
que todos los atomos de hidrégeno se reemplazan por atomos de halégeno. "Haloalquileno" se refiere a un grupo
haloalquilo unido en dos o mas posiciones. Los ejemplos incluyen florometileno (-CFH-), difluorometileno (-CF»-),
clorometileno (-CHCI-) y similares.

Las expresiones "heteroarilo" y "heteroaromatico”, como se usan en el presente documento, se refieren a un radical
gue comprende un anillo aromatico mono- o poli-ciclico, un sistema de anillos o un sistema de anillos condensado
en el que al menos uno de los anillos es aromatico e incluye uno o mas heteroatomos. Heteroarilo también pretende
incluir sistemas de anillos condensados que incluyen sistemas en los que uno o mas de los anillos condensados no
contienen heteroatomos. Los grupos heteroarilo incluyen tipicamente un atomo en el anillo seleccionado entre
azufre, nitrégeno u oxigeno. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero sin limitacion, piridinilo, pirazinilo,
pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo,
quinolinilo, isoquinalinilo, bencimidazolilo, benzooxazolilo, quinoxalinilo y similares. Los radicales heteroarilo pueden
estar unidos a una molécula de partida directamente o a través de un resto de unién, tal como un grupo alifatico o
heteroatomo. Los grupos heteroarilo, como se usan en el presente documento, pueden incluir opcionalmente grupos
sustituyentes adicionales.

El término "heteroarilalquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo heteroarilo como se ha
definido previamente que tiene un radical alquilo que puede unir el grupo heteroarilalquilo a una molécula de partida.
Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, piridinilmetilo, pirimidiniletilo, naftiridinilpropilo y similares. Los grupos
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heteroarilalquilo, como se usan en el presente documento, pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes
adicionales en uno o ambas porciones heteroarilo o alquilo.

La expresion "radical heterociclico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un sistema de anillos de
radicales mono-, o poli-ciclicos que incluye al menos un heteroatomo y esta insaturado, parcialmente saturado o
completamente saturado, incluyendo por lo tanto grupos heteroarilo. Heterociclico también pretende incluir sistemas
de anillos condensados en los que uno o mas de los anillos condensados contienen al menos un heteroatomo y los
otros anillos pueden contener uno 0 mas heteroatomos u opcionalmente no contienen heteroatomos. Un grupo
heterociclico incluye tipicamente al menos un atomo seleccionado entre azufre, nitrdgeno u oxigeno. Los ejemplos
de grupos heterociclicos incluyen, [1,3]dioxolano, pirrolidinilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo, imidazolidinilo,
piperidinilo, piperazinilo, oxazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, quinoxalinilo,
piridazinonilo, tetrahidrofurilo y similares. Los grupos heterociclicos, como se usan en el presente documento,
pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "hidrocarbilo” incluye grupos que comprenden C, O y H. Se incluyen grupos lineales, ramificados y
ciclicos que tienen cualquier grado de saturacion. Dichos grupos hidrocarbilo pueden incluir uno o0 méas heteroatomos
seleccionados entre N, O y S y pueden estar adicionalmente mono o poli sustituidos con uno o mas grupos
sustituyentes.

La expresion "estructura mono o policiclica”, como se usa en el presente documento incluye todos los sistemas de
anillos que son sencillos o policiclicos que tienen anillos que estan condensados o unidos y pretende incluir sistemas
de anillos sencillos y mixtos seleccionados individualmente entre alifatico, aliciclico, arilo, heteroarilo, aralquilo,
arilalquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroaromatico, heteroarilalquilo. Dichas estructuras mono y policiclicas
pueden contener anillos que son uniformes o tienen grados variables de saturacién, incluyendo completamente
saturados, parcialmente saturados o completamente insaturados. Cada anillo puede comprender atomos en el anillo
seleccionados entre C, N, O y S para dar lugar a anillos heterociclicos, asi como anillos que comprenden
Unicamente atomos de C en el anillo que pueden estar presentes en un motivo mixto, tal como, por ejemplo
bencimidazol, en el que un anillo sélo tiene a&tomos de carbono en el anillo y el anillo condensado tiene dos atomos
de nitrégeno. Las estructuras mono o policiclicas pueden estar sustituidas adicionalmente con grupos sustituyentes,
tales como, por ejemplo, ftalimida que tiene dos grupos =O unidos a uno de los anillos. En otro aspecto, las
estructuras mono o policiclicas pueden estar unidas a una molécula de partida directamente a través de un atomo
del anillo, a través de un grupo sustituyente o un resto de unién bifuncional.

El término "oxo" se refiere al grupo (=0O).

La expresion "acido nucleico biciclico”, "ANB", "nucledsido biciclico" o "nucleétido biciclico" se refiere a un
nucledsido o nucledtido en el que la porcion de furanosa del nucledsido incluye un puente que conecta dos atomos
de carbono en el anillo de furanosa, formando de este modo un sistema de anillos biciclico.

La expresion "compuesto oligomérico quimérico” o "oligonucledétido quimérico” se refiere a un compuesto oligomérico
o un oligonucleétido que tiene al menos un azlcar, una nucleobase o un enlace internucledsido que esta modificada
con relacién a nucledsidos unidos de origen natural. Los restos de azlcares, nucleobases y enlaces de
internucledsidos pueden estar independientemente modificados o sin modificar, en los que cada nucleésido y cada
enlace pueden ser iguales o diferentes.

Las expresiones "compuesto estable” y "estructura estable" pretenden indicar un compuesto que es lo
suficientemente fuerte para sobrevivir al aislamiento a un grado Uutil de pureza de una mezcla de reaccion, y
formulacion en un agente terapéutico eficaz. Unicamente se contemplan compuestos estables en el presente
documento.

Pueden usarse grupos de unién o restos de union bifuncionales, tales como los conocidos en la técnica con los
compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento. Los grupos de union son Utiles para la fijacién
de grupos funcionales quimicos, grupos conjugados, grupos informadores y otros grupos para sitios selectivos en un
precursor, tal como, por ejemplo, un compuesto oligomérico. En general un resto de unién bifuncional comprende un
hidrocarbilo que tiene dos grupos funcionales. Uno de los grupos funcionales se selecciona para unirse a una
molécula de partida o compuesto de interés y el otro se selecciona para unir basicamente cualquier grupo
seleccionado, tal como un grupo quimico funcional o un grupo conjugado. En ciertas realizaciones, el enlazador
comprende una estructura de cadena o un oligémero de unidades de repeticién, tal como etilenglicol o unidades de
aminoacidos. Los ejemplos de grupos funcionales que se usan de forma rutinaria en grupos de union bifuncionales
incluyen, pero sin limitacion, electrofilos para la reaccién con grupos nucledfilos y nucledfilos para la reaccién con
grupos electroéfilos. En ciertas realizaciones, los restos de unién bifuncionales incluyen amino, hidroxilo, acido
carboxilico, tiol, insaturaciones (por ejemplo, dobles o triples enlaces), y similares. Algunos ejemplos no limitantes de
restos de unién bifuncionales incluyen &acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico (ADO), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC) y acido 6-aminohexanoico (AHEX o AHA). Otros grupos de unién incluyen, pero
sin limitacion, alquilo C1-Cyo sustituido, alquinilo C,-Cjo sustituido o sin sustituir o alquinilo C»-C1o sustituido o sin
sustituir, en los que una lista no limitante de grupos sustituyentes preferidos incluye hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi,
bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.
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En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos se modifican con la unién covalente de uno 0 mas grupos
terminales 5' o 3'. La expresién "grupo terminal”, como se usa en el presente documento, pretende incluir grupos
utiles conocidos por el experto que pueden colocarse en uno o ambos de los extremos 3'y 5' de un compuesto
oligomérico para diversos fines, tales como permitir el seguimiento del compuesto oligomérico (un marcador
fluorescente u otro grupo informador), mejorar la farmacocinética o farmacodinamica del compuesto oligomérico (un
grupo para mejorar la captacion y administracion) o mejorar una o mas propiedades deseables del compuesto
oligomérico (grupo para mejorar la estabilidad de la nucleasa o la afinidad de unién). En ciertas realizaciones, los
grupos terminales 3' y 5' incluyen, sin limitacion, uno o mas nucledsidos modificados o no modificados, grupos
conjugados, grupos de sellado, restos fosfato y grupos protectores.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos estan modificados por la unién covalente de uno o mas
grupos conjugados. En general, los grupos conjugados modifican una o mas propiedades del compuesto oligomérico
adjunto, incluyendo, pero sin limitacion la farmacodinamica, farmacocinética, unién, absorcion, distribucién celular,
captacion celular, carga y aclaracién. Los grupos conjugados se usan de forma rutinaria en la técnica quimica y
estan unidos directamente o a través de un resto de unién o un grupo de unién opcional a un precursor, tal como un
compuesto oligomérico. Una lista preferida de grupos conjugados incluye, sin limitacion, intercaladores, moleculares
informadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, tioéteres, poliéteres, colesteroles, tiocolesteroles, restos de
acido colico, folato, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, fenantridina, antraquinona, adamantano, acridina,
fluoresceinas, rodaminas, coumarinas y tintes.

La expresion "grupo protector”, como se usa en el presente documento, se refiere a un resto quimico inestable que
se conoce en la técnica para proteger grupos reactivos incluyendo, sin limitacién, grupos hidroxilo, amino vy tiol,
frente la reacciones no deseadas durante los procedimientos sintéticos. Los grupos protectores se usan tipicamente
selectivamente y/u ortogonalmente para proteger sitios durante las reacciones en otros sitios reactivos y después
pueden eliminarse para dejar el grupo desprotegido para que esté disponible para reacciones adicionales. Los
grupos protectores que se conocen en la técnica se describen generalmente en Greene y Wuts, Protective Groups in
Organic Synthesis, 32 edicién, John Wiley & Sons, Nueva York (1999).

Los grupos pueden incorporarse selectivamente en compuestos oligoméricos de la invencién como precursores. Por
ejemplo, un grupo amino puede colocarse en un compuesto de la invencién como un grupo azido que puede
convertirse quimicamente en el grupo amino en un punto deseado en la sintesis. Generalmente, los grupos estan
protegidos o presentes como precursores que seran inertes a reacciones que modifiquen otras areas de la molécula
de partida para la conversion en sus grupos finales en un momento apropiado. Se analizan grupos protectores o
precursores adicionales representativos en Agrawal, y col., Protocols for Oligonucleotide Conjugates, Eds, Humana
Press; Nueva Jersey, 1994; Vol. 26, pags. 1-72.

Los ejemplos de grupos protectores hidroxilo incluyen, pero sin limitacion, acetilo, t-butilo, t-butoximetilo,
metoximetilo, tetrahidropiranilo, 1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo, bencilo, 2,6-
diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo, bis(2-acetoxietoxi)metilo (ACE), 2-trimetilsililetilo, trimetilsililo, trietilsililo, t-
butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, trifenilsililo, [(triisopropilsilil)oximetilo (TOM), formiato de benzoilo, cloroacetilo,
tricloroacetilo, trifluoroacetilo, pivaloilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo, carbonato de 9-fluoreniimetilo, mesilato, tosilato,
trifenilmetilo (tritilo), monometoxitritilo, dimetoxitritilo (DMT), trimetoxitritilo, 1-(2-fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo
(FPMP) y pixilo sustituido. En los que los grupos protectores hidroxilo mas preferidos incluyen, pero sin limitacion,
bencilo, 2,6-diclorobencilo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, benzoilo, mesilato, tosilato, dimetoxitritilo (DMT) y
pixilo sustituidos.

Los ejemplos de grupos protectores amino incluyen, pero sin limitacién, grupos protectores carbamato, tales como 2-
trimetilsililetoxicarbonilo (Teoc), 1-metil-1-(4-bifenilil)-etoxicarbonilo (Bpoc), t-butoxicarbonilo (BOC), aliloxi-carbonilo
(Alloc), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y benciloxicarbonilo (Cbz); grupos protectores amida, tales como formilo,
acetilo, trihaloacetilo, benzoilo y nitrofenilacetilo; grupos protectores sulfonamida, tales como 2-
nitrobencenosulfonilo; y grupos protectores imina e imida ciclica, tales como ftalimido y ditiasuccinoilo. Los ejemplos
de tiol grupos protectores incluyen, pero sin limitacion, trifenilmetilo (tritilo), bencilo (Bn) y similares.

En ciertas realizaciones, los compuestos oligoméricos se preparan conectando nucleésidos con enlaces de
internucledsidos que contienen fosforo opcionalmente protegido. Los grupos protectores representativos para
enlaces de internucledsidos que contienen fosforo, tales como enlaces fosfodiéster y fosforotioato incluyen grupos (3-
cianoetilo, difenilsililetilo, &-cianobutenilo, ciano p-xililo (CPX), N-metil-N-trifluoroacetil etilo (META), acetoxi fenoxi
etilo (APE) y buteno-4-ilo. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N° 4.725.677 y Re. 34.069 (B3-
cianoetilo); Beaucage, S.L. y lyer, R.P., Tetrahedron, 49 N° 10, pags. 1925-1963 (1993); Beaucage, S.L. y lyer, R.P.,
Tetrahedron, 49 N° 46, pags. 10441-10488 (1993); Beaucage, S.L. y lyer, R.P., Tetrahedron, 48 N° 12, pags. 2223-
2311 (1992).

La expresién “protegido ortogonalmente” se refiere a grupos funcionales que estan protegidos con diferentes clases
de grupos protectores, en los que cada clase de grupo protector puede eliminarse en cualquier orden y en presencia
de todas las demas clases (véase, Barany, G. y Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc, 1977, 99, 7363; mencionado
anteriormente, 1980, 102, 3084.) La proteccidn ortogonal se usa ampliamente, por ejemplo, en sintesis automatica
de oligonucleétidos. Un grupo funcional se desbloquea en presencia de uno o mas de otros grupos funcionales
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protegidos que no se ven afectados por el procedimiento de desbloqueo. Este grupo funcional desbloqueado es de
alguna manera reactivo y hasta cierto punto un grupo de proteccion ortogonal adicional se elimina bajo un conjunto
diferente de condiciones de reaccion. Esto permite que la quimica selectiva llegué a un compuesto deseado 0 a un
compuesto oligomérico.

En algunas realizaciones, se proporcionan compuestos que tienen grupos fosforosos reactivos Utiles para la
formacion de enlaces internucleésido, incluyendo, por ejemplo, enlaces internucledsido fosfodiéster y fosforotioato.
Dichosvgrupos fosforosos reactivos se conocen en la técnica y contienen atomos de fésforo en un estado de valencia
P"oP y se limitan a, fosforoamidita, H-fosfonato, triésteres de fosfato y auxiliares quirales que contienen fésforo.
Una sintesis de fase solida sintética preferida utiliza fosforamiditas (quimica P'") como fosfitos reactivos. Los
compuestos fosfito intermedios se oxidan posteriormente al estado P" usando procedimientos conocidos para
producir, en determinadas realizaciones, enlaces internucledtido fosfodiéster o fésforotioato. En Tetrahedron Report
Numero 309 (Beaucage y lyer, Tetrahedron, 1992, 48, 2223-2311) se describen fosfatos y fosfitos reactivos
adicionales.

Como se usa en el presente documento, la expresion “enlace internucledsido o grupo de enlace internucledsido”
significa incluir todos los modos de grupos de enlace internucleésido conocidos en la técnica incluyendo, pero sin
limitacion, grupos de enlace internucledsido que contienen fésforo tales como fosfodiéster y fésforotioato, grupos de
enlace internucle6sido que no contienen fésforo, tales como formacetil y metileneimino y grupos de enlace
internucledsido neutros, no idnicos, tales como amida-3 (3'-CH2-C(=0)-N(H)-5"), amida-4 (3'-CHz- N(H)-C(=0)-5").

Los ejemplos especificos de compuestos oligoméricos Utiles en la presente invencién incluyen oligonucleétidos que
contienen, por ejemplo, enlaces internucleésido de origen no natural. Se definen dos clases principales de enlaces
internucledsido por la presencia o ausencia de un atomo de fésforo. Los enlaces internucleésido modificados que
tienen un atomo de fdsforo incluyen, pero sin limitacion, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos,
fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, metil y otros alquil fosfonatos incluyendo 3'-alquileno fosfonatos, 5'-
alquileno fosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos, fosforamidatos incluyendo 3'-amino fosforamidato y
aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriesteres, selenofosfatos vy
boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, analogos de estos unidos en 2'-5’ y los que tienen polaridad
invertida en los que uno 0 mas enlaces internucleésido es un enlace 3'a 3’, 5’ a5’ 0 2’ a 2. Los oligonucleétidos que
tienen polaridad invertida pueden comprender un solo enlace 3’ a 3’ y el enlace 3'-mas internucledétido, es decir, un
solo resto de nucleosido invertido que puede ser abasico (la nucleobase esta ausente o tiene un grupo hidroxilo en
lugar del mismo). También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas acidas libres.

Las Patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de los enlaces anteriores que
contienen fosforo incluyen, pero sin limitacion, las Patentes de Estados Unidos 3.687.808; 4.469.863; 4.476.301;
5.023.243; 5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717; 5.321.131; 5.399.676; 5.405.939;
5.453.496; 5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306; 5.550.111; 5.563.253; 5.571.799;
5.587.361; 5.194.599; 5.565.555; 5.527.899; 5.721.218; 5.672.697 y 5.625.050, algunas de las cuales son
comunmente propiedad con esta solicitud.

Los enlaces internucledsido modificados que no tienen ningln atomo de fosforo incluyen, pero sin limitacion, los que
estan formados por enlaces internucledsido alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces internucleésido
heteroatémicos mixtos y alquilo o cicloalquilo o uno o mas enlaces internucleésido, heteroatdmicos o heterociclicos
de cadena corta. Estos incluyen los que tienen estructuras siloxano; estructuras sulfuro, sulfoxido y sulfona;
estructuras formacetilo y tioformacetilo; estructuras formacetilo y tioformaceti metileno; estructuras riboacetilo;
estructuras que contienen alqueno; estructuras sulfamato; estructuras metileneimino y metilenhidrazino; estructuras
sulfonato y sulfonamida; estructuras amida; y otras que tienen partes mixtas de componentes N, O, Sy CH,. En el
contexto de la presente invencion, el término “oligonucledsido” se refiere a una secuencia de dos o mas nucleésidos
gue estan unidas por enlaces internucledsido que no tienen atomos de fésforo.

Las Patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de los oligonucledsidos
anteriores incluyen, pero sin limitacion, las Patentes de Estados Unidos 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134;
5.216.141; 5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.445.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307;
5.561.225; 5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312;
5.633.360; 5.677.437; 5.792.608; 5.646.269 y 5.677.439 algunas de las cuales son comunmente propiedad con esta
solicitud.

Los grupos de enlace internucledsido también incluyen grupos de enlace internucleésido neutros que pueden incluir
0 no un atomo de fosforo. Como se usa en el presente documento, la frase “enlace internucledsido neutro” pretende
incluir enlaces internucledsido que son no ionicos. Dichos enlaces internucledsido neutros incluyen, pero sin
limitacion, fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI (3'-CH2N(CHj3)-0-5"), amida-3 (3'-CH2-C(=0)-N(H)-5’), amida-4 (3'-
CH2-N(H)-C(=0)-5’), formacetal (3'-O-CH,-O-5") y tioformacetal (3'-S-CH,-O-5"). Otros enlaces internucleésido
neutros incluyen enlaces no iénicos que comprenden siloxano (dialquilsiloxano), éster carboxilato, carboxamida,
sulfuro, éster y amidas sulfonato (véase, por ejemplo: Carbohydrate Modifications in Antisense Research; Y.S.
Sanghvi and P.D. Cook Eds. ACS Symposium Series 580; Capitulos 3 y 4, (paginas 40-65)). Otros enlaces
internucledsido neutros incluyen enlaces no iénicos que comprenden partes mixtas de componentes N, O, Sy CHa.
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Los compuestos descritos en el presente documento contienen uno o mas centros asimétricos y por tanto dan lugar
a enantibmeros, diasteredmeros y a otras formas estereoisoméricas que, en cuanto a estereoquimica absoluta,
pueden definirse como (R) o (S), a o B o como (D) o (L) tal como para aminoacidos y nucledsidos. Todos estos
isbmeros posibles, asi como sus formas racémicas y Opticamente puras son aplicables a los compuestos
oligoméricos proporcionados en el presente documento. Los isdmeros épticos pueden prepararse a partir de sus
precursores Opticamente activos respectivos mediante los procedimientos descritos anteriormente o por resolucion
de mezclas racémicas. La resolucion puede realizarse en presencia de un agente de resolucion, por cromatografia o
por cristalizacion repetida o por cualquier combinacién de estas técnicas conocidas por los expertos en la materia.
Otros detalles con respecto a resoluciones pueden encontrarse en Jacques, y col., Enantiomers, Racemates and
Resolutions (John Wiley & Sons, 1981). Cuando los compuestos descritos en el presente documento comprenden
dobles enlaces olefinicos, otra insaturacion u otros centros de asimetria geométrica, y salvo que se especifique de
otra manera, se pretende que los compuestos incluyan los dos isémeros geométricos E y Z o is6meros cis y trans.
Del mismo modo, también pretenden incluirse todas las formas tautoméricas. La configuracion de cualquier doble
enlace carbono-carbono que aparezca en el presente documento se selecciona solo por conveniencia y no pretende
denominar ninguna configuracion particular, salvo que el texto asi lo indique; por tanto un doble enlace carbono-
carbono o un doble enlace carbono-heteroatomo, representado arbitrariamente en el presente documento como
trans, pueden ser cis, trans o una mezcla de las dos en cualquier proporcion.

Como se usa en el presente documento la expresién “compuesto oligomérico” se refiere a un polimero que tiene al
menos una region que puede hibridarse con una molécula de acido nucleico. La expresion “compuesto oligomérico”
incluye oligonucleétidos, analogos de oligonucledétidos y oligonucledsidos asi como miméticos de nucleétidos y/o
polimeros mixtos que comprenden componentes de acidos nucleicos y de acidos no-nucleicos. La expresion
“compuesto oligomérico” también incluye polimeros que comprenden subunidades monoméricas unidas en las que
las subunidades monomeéricas incluyen nucleésidos, nucledsidos modificados, analogos de nucledsidos, miméticos
de nucleésidos asi como componentes de acidos no nucleicos tales como grupos conjugados. En algunas
realizaciones, mezclas de subunidades monomeéricas, tales como pero sin limitacion, las enumeradas proporcionan
compuestos oligoméricos que poseen propiedades mejoradas para usos tales como agentes terapéuticos y de
diagnostico. Los nucledsidos biciclicos proporcionados en el presente documento se clasifican como nucledsidos
modificados ya que la base y el azlicar de ribosa estan aun presentes. Las subunidades monoméricas pueden estar
unidas por enlaces internucledsido fosfodiéster de origen natural o como alternativa mediante cualquiera de una
pluralidad de enlaces internucleésido descritos en el presente documento tales como, pero sin limitacion, enlaces
internucledsido fosforotioato o mezclas de los mismos.

En general, un compuesto oligomérico comprende una estructura de subunidades monoméricas unidas en las que
cada subunidad monomérica unida esta directa o indirectamente conectada a un resto base heterociclico. Los
compuestos oligoméricos también pueden incluir subunidades monoméricas que no estén unidas a un resto base
heterociclico proporcionando asi sitios abasicos. Los enlaces que unen las subunidades monoméricas, los restos
azucar o sustitutos y los restos base heterociclicos pueden modificarse independientemente. La unidad de enlace
azucar, que puede o no incluir una base heterociclica, puede sustituirse con un mimético tal como los monémeros en
acidos nucleicos peptidicos. La capacidad para modificar o sustituir partes 0 monémeros enteros en cada posicion
de un compuesto oligomérico da lugar a una gran cantidad de motivos posibles.

De manera rutinaria, los compuestos oligoméricos se preparan linealmente pero pueden unirse o prepararse de otra
manera para ser circulares y también pueden incluir ramificaciones. Los compuestos oligoméricos pueden
combinarse para formar construcciones bicatenarias tales como, por ejemplo, dos cadenas hibridadas para formar
composiciones bicatenarias. Las composiciones bicatenarias pueden estar unidas o separadas y pueden incluir
salientes en los extremos.

Como se sabe en la técnica, un nucledsido es una combinacién base-azucar. La parte base del nucleésido es
normalmente un resto base heterociclico. Las dos clases mas comunes de dichas bases heterociclicas son purinas y
pirimidinas. Los nucledtidos son nucledsidos que adicionalmente incluyen un grupo fosfato unido covalentemente a
la parte azucar del nucledsido. Para estos nucledsidos que incluyen un azucar pentofuranosilo, el grupo fosfato
puede estar unido al resto 2’, 3' 0 5’ hidroxilo del aztcar. Durante la formacion de los oligonucleétidos, los grupos
fosfato unen covalentemente nucledsidos adyacentes entre si para formar un compuesto polimérico lineal. Los
extremos respectivos de esta estructura polimérica lineal pueden unirse para formar una estructura circular por
hibridacion o por formacion de un enlace covalente. Sin embargo, generalmente se desean estructuras lineales
abiertas. Dentro de la estructura del oligonucleétido, los grupos fosfato normalmente se denominan formadores de
enlaces internucledsido del oligonucleétido. El enlace internucleésido normal del ARN y ADN es un enlace
fosfodiéster en direccion 3’ a 5'.

Como se usa en el presente documento, el término “oligonucle6tido” se refiere a un oligémero o polimero de acido
ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN). Este término incluye oligonucleétidos compuestos por
nucleobases de origen natural, azlicares y enlaces internucledsido covalentes. La expresion “analogo
oligonucleotidico” se refiere a oligonucleétidos que poseen una o mas partes de origen no natural. Dichos
oligonucleétidos de origen no natural a menudo se desean sobre las formas de origen natural debido a sus
propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular potenciada, afinidad para la diana de acido
nucleico potenciada y estabilidad en presencia de nucleasas aumentada.
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Como se usa en el presente documento, el término “oligonucledsido” se refiere a una secuencia de nucledsidos que
esta unida por enlaces internucledsido que no tienen atomos de fésforo. Los enlaces internucleésido de este tipo
incluyen alquilo, cicloalquilo, alquilo heteroatomo mixto, cicloalquilo heteroatomo mixto de cadena corta, uno o mas
heteroatomos de cadena corta y uno o mas heterociclos de cadena corta. Estos enlaces internucledsido incluyen,
pero sin limitacién, siloxano, sulfuro, sulféxido, sulfona, acetilo, formacetilo, tioformacetil metilen formacetilo,
tioformacetilo, alquenilo, sulfamato, metileneimino, metilenhidrazino, sulfonato, sulfonamida, amida y otros que
poseen partes de componentes N, O, S y CH; mixtas.

Las Patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de los oligonucledsidos
anteriores incluyen, pero sin limitacion: 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141; 5.235.033;
5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225; 5.596.086;
5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360; 5.677.437;
5.792.608; 5.646.269 y 5.677.439, algunas de las cuales son del mismo solicitante de la presente solicitud.

Como se usa en el presente documento, la expresion “nucleobase” o “resto base heterociclico” pretende ser
sinénimo de “base de acido nucleico o mimético del mismo”. En general, una nucleobase es un resto mono o
poliheterociclico que puede unir hidrégeno a una base de un acido nucleico.

Como se usa en el presente documento la expresion “nucleobase no modificada” o “nucleobase natural” incluye las
bases de purina, adenina (A) y guanina (G) y las bases de pirimidina, timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Como se
usa en el presente documento la expresion “nucleobase modificada” incluye otras nucleobases sintéticas y naturales
tales como 5-metil citosina (5-me-C), 5-hidroximetil citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros
derivados alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-
tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil (CH-C=C-CHj3) uracilo y citosina y otros derivados alquinilo
de bases de pirimidina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol,
8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-halo, particularmente, 5-bromo, 5-trifluorometilo y
otros uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina, 2-aminoadenina, 8-azaguanina
y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-deazaadenina, 3-deazaguanina y 3-deazaadenina, bases universales, bases
hidréfobas, bases promiscuas, bases de tamafio ampliado, bases fluoradas como se define en el presente
documento. Las nucleobases modificadas adicionalmente incluyen pirimidinas triciclicas tales como fenoxazina
citidin(1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-2(3H)-ona), fenotiacina citidin (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotizin-2(3H)-ona),
fijaciones G tales como fenoxazina citidin sustituida (por ejemplo, 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxazin-
2(3H)-ona), citidin carbazol (2H-pirimido[4,5-b]indol-2-ona), citidin piridoindol (H-pirido[3',2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-
2 ona). Las nucleobases modificadas también pueden incluir aquellas en las que la base de purina o pirimidina esta
sustituida con otros heterociclos, por ejemplo 7-deazaadenina, 7-deazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona.
Otras nucleobases incluyen las descritas en la Patente de Estados Unidos 3.687.808, las descritas en The Concise
Encyclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J.I., ed. John Wiley & Sons, 1990,
las descritas por Englisch y col., Angewandte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613 y las descritas por
Sanghvi, Y.S., capitulo 15, Antisense Research and Applications, paginas 289-302, Crooke, S.T. y Lebleu, B., ed.,
CRC Press, 1993.

Las nucleobases modificadas incluyen, pero sin limitacion, bases universales, bases hidr6fobas, bases promiscuas,
bases de tamafio ampliado y bases fluoradas como se define en el presente documento. Algunas de estas
nucleobases son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de los compuestos oligoméricos de la
presente invencién. Estas incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas,
incluyendo 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones 5-
metilcitosina aumentan la estabilidad de los duplex de acido nucleico en 0,6-1,2 °C (Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y
Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, 1993, paginas. 276-278) y
actualmente son sustituciones de bases preferidas, incluso mas particularmente cuando se combinan con
modificaciones de azlcar 2'-O-metoxietilo.

Las Patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de algunas de las nucleobases
modificadas indicadas anteriormente, asi como otras nucleobases modificadas incluyen, pero sin limitacion, la
patente de Estados Unidos 3.687.808 indicada anteriormente, asi como las patentes de Estados Unidos: 4.845.205;
5.130.302; 5.130.302; 5.134.066; 5.175.273; 5.367.066; 5.432.272; 5.457.187; 5.459.255; 5.484.908; 5.502.177;
5.525.711; 5.552.540; 5.587.469; 5.594.121; 5.596.091; 5.614.617; 5.645.985; 5.830.653; 5.763.588; 6.005.096 y
5.681.941, algunas de las cuales son del mismo solicitante de la presente solicitud y la Patente de Estados Unidos
5.750.692 que es del mismo solicitante de la presente solicitud.

Los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento también pueden comprender uno o mas
nucleésidos que poseen restos de azlcar modificados. El anillo de azicar furanosilo puede modificarse de diversas
maneras incluyendo la sustitucion con un grupo sustituyente (2', 3', 4’ 0 5'), formador de puentes para formar un
ANB y la sustitucion de 4-O con un heteroatomo tal como S o N(R). Algunas Patentes de Estados Unidos
representativas que instruyen sobre la preparacién de dichos azlicares modificados incluyen, pero sin limitacion, las
patentes de Estados Unidos: 4.981.957; 5.118.800; 5.319.080; 5.359.044; 5.393.878; 5.446.137; 5.466.786;
5.514.785; 5.519.134; 5.567.811; 5.576.427; 5.591.722; 5.597.909; 5.610.300; 5.627.053; 5.639.873; 5.646.265;
5.658.873; 5.670.633; 5.792.747; 5.700.920; 6.600.032 y la solicitud internacional PCT/US2005/019219, presentada
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el 2 de junio del 2005 y publicada como WO 2005/121371 el 22 de diciembre del 2005, algunas de las cuales son del
mismo solicitante de la presente solicitud. Una lista representativa de azicares modificados preferidos incluye, pero
sin limitacion, azlcares sustituidos que tienen un grupo sustituyente 2'-F, 2'-OCH; o 2’-O(CH2).-OCHj3 (2’-MOE o
simpemente MOB); azlcares 4'-tio modificados y azlcares biciclicos modificados.

Como se usa en el presente documento, la expresion “mimético nucleosidico” pretende incluir aquellas estructuras
usadas para sustituir el azdcar o el azlcar y la base sin la unién a una o mas posiciones de un compuesto
oligomérico tal como por ejemplo miméticos nucleosidicos que poseen miméticos de azucar morfolino o biciclo
[3.1.0] hexilo, por ejemplo, unidades de azucar no furanosa con un enlace fosfodiéster. La expresion “sustituto de
azucar” coincide con el término “mimético nucleosidico” ligeramente mas amplio pero solo pretende indicar la
sustitucion de la unidad de azucar (anillo de furanosa). La expresién “mimético nucleotidico” pretende incluir aquellas
estructuras usadas para sustituir el nucledsido y la unién a una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal
como por ejemplo acidos nucleicos peptidicos o morfolinos (morfolinos unidos por -N(H)-C(=0)-O u otros enlaces no
fosfodiéster).

En algunas realizaciones, los “compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento poseen una
longitud de 8 a 40 nucledsidos y/o nucledsidos o miméticos modificados. Un experto habitual en la materia apreciara
que estos compuestos oligoméricos representan una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 nucledsidos y/o nuclebdsidos 0 miméticos
modificados, o cualquier intervalo en su interior.

En algunas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente invencién poseen una longitud de 8 a 20
nucleésidos y/o nucleésidos o miméticos modificados. Un experto habitual en la materia apreciara que estos
compuestos oligoméricos representan una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 nucledsidos
y/o nucleésidos o miméticos modificados o cualquier intervalo en su interior.

En algunas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente invencién poseen una longitud de 10 a 16
nucledsidos y/o nucledsidos o miméticos modificados. Un experto habitual en la materia apreciara que estos
compuestos oligoméricos representan una longitud de 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16 nucledsidos y/o nucleésidos o
miméticos modificados o cualquier intervalo en su interior.

En algunas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente invencion poseen una longitud de 12 a 16
nucleésidos y/o nucleésidos o miméticos modificados. Un experto habitual en la materia apreciara que estos
compuestos oligoméricos representan una longitud de 12, 13, 14, 15 6 16 nucledsidos y/o nucledsidos o miméticos
modificados o cualquier intervalo en su interior.

En algunas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente invencién poseen una longitud de 10 a 14
nucledsidos y/o nucledsidos o miméticos modificados. Un experto habitual en la materia apreciara que estos
compuestos oligoméricos representan una longitud de 10, 11, 12, 13, 14 nucleésidos y/o nucle6sidos 0 miméticos
modificados o cualquier intervalo en su interior.

En algunas realizaciones, se proporcionan compuestos oligoméricos que poseen cualquiera de una diversidad de
intervalos de longitud de subunidades monoméricas unidas. En algunas realizaciones, la invenciéon proporciona
compuestos oligoméricos que constan de X-Y subunidades monomeéricas unidas en las que cada X e Y se
seleccionan independientemente de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50; siempre que X < Y. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la invencién proporciona compuestos oligoméricos que comprenden: 8-9, 8-10, 8-11, 8-12, 8-
13, 8-14, 8-15, 8-16, 8-17, 8-18, 8-19, 8-20, 8-21, 8-22, 8-23, 8-24, 8-25, 8-26, 8-27, 8-28, 8-29, 8-30, 9-10, 9-11, 9-
12, 9-13, 9-14, 9-15, 9-16, 9-17, 9-18, 9-19, 9-20, 9-21, 9-22, 9-23, 9-24, 9-25, 9-26, 9-27, 9-28, 9-29, 9-30, 10-11,
10-12, 10-13, 10-14, 10-15, 10-16, 10-17, 10-18, 10-19, 10-20, 10-21, 10-22, 10-23, 10-24, 10-25, 10-26, 10-27, 10-
28, 10-29, 10-30, 11-12, 11-13, 11-14, 11-15, 11-16, 11-17, 11-18, 11 - 19, 11-20, 11-21, 11-22, 11-23, 11-24, 11-25,
11-26, 11-27, 11-28, 11-29, 11-30, 12-13, 12-14, 12-15, 12-16, 12-17, 12-18, 12-19, 12-20, 12-21, 12-22, 12-23, 12-
24, 12-25, 12-26, 12-27, 12-28, 12-29, 12-30, 13-14, 13-15, 13-16, 13-17, 13-18, 13-19, 13-20, 13-21, 13-22, 13-23,
13-24, 13-25, 13-26, 13-27, 13-28, 13-29, 13-30, 14-15, 14-16, 14-17, 14-18, 14-19, 14-20, 14-21, 14-22, 14-23, 14-
24, 14-25, 14-26, 14-27, 14-28, 14-29, 14-30, 15-16, 15-17, 15-18, 15-19, 15-20, 15-21, 15-22, 15-23, 15-24, 15-25,
15-26, 15-27, 15-28, 15-29, 15-30, 16-17, 16-18, 16-19, 16-20, 16-21, 16-22, 16-23, 16-24, 16-25, 16-26, 16-27, 16-
28, 16-29, 16-30, 17-18, 17-19, 17-20, 17-21, 17-22, 17-23, 17-24, 17-25, 17-26, 17-27, 17-28, 17-29, 17-30, 18-19,
18-20, 18-21, 18-22, 18-23, 18-24, 18-25, 18-26, 18-27, 18-28, 18-29, 18-30, 19-20, 19-21, 19-22, 19-23, 19-24, 19-
25, 19-26, 19-29, 19-28, 19-29, 19-30, 20-21, 20-22, 20-23, 20-24, 20-25, 20-26, 20-27, 20-28, 20-29, 20-30, 21-22,
21-23, 21-24, 21-25, 21-26, 21-27, 21-28, 21-29, 21-30, 22-23, 22-24, 22-25, 22-26, 22-27, 22-28, 22-29, 22-30, 23-
24, 23-25, 23-26, 23-27, 23-28, 23-29, 23-3024 25, 24-26, 24-27, 24-28, 24-29, 24-30, 25-26, 25-27, 25-28, 25-29,
25-30, 26-27, 26-28, 26-29, 26-30, 27-28, 27-29, 27-30, 28-29, 30-28 0 29-30subunidades monoméricas unidas.

En algunas realizaciones, los intervalos para longitud de los compuestos oligoméricos incluyen 8-16, 8-20, 8-40, 10-
12, 10-14, 10-16, 10-18, 10-20, 10-21, 12-14, 12-16, 12-18, 12-20 y 12-24 subunidades monoméricas unidas .

En algunas realizaciones, las oligomerizacion de nucleésidos modificados y no modificados y miméticos de los
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mismos, puede realizarse de acuerdo con procedimientos documentados para la sintesis de ADN (Protocols for
Oligonucleotides and Analogs, Ed. Agrawal (1993), Humana Press) y/o ARN (Scaringe, Methods (2001), 23, 206-
217; Gait y col., Applications of Chemically synthesized RNA in RNA:Protein Interactions, Ed. Smith (1998), 1-36;
Gallo y col, Tetrahedron (2001), 57, 5707-5713) segun sea apropiado. Procedimientos adicionales para la sintesis en
fase solida pueden encontrarse en las Patentes de Estados Unidos de Caruthers Nos: 4.415.732; 4.458.066;
4.500.707; 4.668.777; 4.973.679 y 5.132.418; y en las Patentes de Estados Unidos de Koster Nos: 4.725.677 y Re.
34.069.

Diversos fabricantes proporcionan el equipo disponible en el mercado, normalmente usado para el medio de soporte
basado en la sintesis de compuestos oligoméricos y compuestos relacionados, incluyendo, por ejemplo, Applied
Biosystems (Foster City, CA). Adicionalmente, o como alternativa, para dicha sintesis, conocida en la materia, puede
emplearse cualquier otro medio. Las técnicas de fase sélida adecuadas incluyen técnicas de sintesis automatica,
como se describe en F. Eckstein (ed.), Oligonucleotides and Analogues, a Practical Approach, Oxford University
Press, Nueva York (1991).

La sintesis de ARN y analogos relacionados con respecto a la sintesis de ADN y analogos relacionados se ha
aumentado asi como los esfuerzos en el aumento de ARNi. Las estrategias principales de sintesis de ARN que
actualmente se usan en el mercado incluyen 5-O-DMT-2’-O-t-dibutilmetilsillo (TBDMS), 5-O-DMT-2'-O-[1(2-
fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo] (FPMP), 2’-O-[(triisopropilsilil)oxi]metil (2'-O-CH»-O-Si(iPr); (TOM) y el 5-O-silil
éter-2’-ACE (5'-O bis (trimetiloxi) ciclododeciloxilil éter (DOD)-2'-O-bis(2-acetoetoxi)metilo) (ACE). Una lista actual de
algunas de las principales compafiias que actualmente ofrecen productos de ARN incluye Pierce Nucleic Acid
Technologies, Dharmacon Research Inc., Ameri Biotechnologies Inc. e Integrated DNA Technologies, Inc. Una
compafiia, Princeton Separations, comercializa un activador de sintesis de ARN que publicita que reduce los
tiempos de acoplamiento especialmente con quimica TOM y TBDMS.

Los principales grupos que se usan para la sintesis de ARN comercial son:
TBDMS  =5-0O-DMT-2'-O-t-dibutildimetilsililo;
TOM = 2’-O-[(triisopropilsilil)oxilmetilo;
DOD/ACE = (5'-O-bis (trimetilsiloxi)ciclododeciloxisilil éter-2’-O-bis (2-acetoetoxi)metilo)

FPMP = 5’-0-DMT-2’-O-[1(2-fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo]

En algunas realizaciones, las estrategias de sintesis de ARN indicadas anteriormente y las estrategias que serian un
hibrido de lo anterior, por ejemplo, usando un grupo protector 5° de una estrategia con un grupo protector 2’-O de
otra estrategia, se incluyen como procedimientos para la preparacion de oligébmeros aplicables en el presente
documento.

En el contexto de la presente invencion, “hibridacion” significa el emparejamiento de cadenas complementarias de
compuestos oligoméricos. En algunas realizaciones, un mecanismo de emparejamiento implica enlaces hidrégeno,
gue pueden enlaces de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen invertido, entre bases de nucledsidos y
de nucledtidos complementarias (nucleobases) de las cadenas de los compuestos oligoméricos. Por ejemplo, la
adenina y la timina son nucleobases complementarias que se emparejan mediante la formacién de enlaces
hidrégeno. La hibridacién puede producirse en diversas circunstancias.

Un compuesto oligomérico puede hibridarse especificamente cuando la unién del compuesto al acido nucleico diana
interfiere con la funcién normal del acido nucleico diana para producir una pérdida de actividad y existe un grado de
complementariedad suficiente para impedir la unién no especifica del compuesto oligomérico a secuencias de acido
nucleico no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en condiciones fisioldgicas en el
caso de ensayos in vivo o tratamiento terapéutico y en condiciones en las que se realizan los ensayos en el caso de
ensayos in vitro.

El término “complementario”, como se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de emparejamiento
exacto de dos nucleobases independientemente de su localizacion. Por ejemplo, si una nucleobase, en una posicién
determinada, de un compuesto oligomérico puede unirse, mediante enlaces hidrogeno, a una nucleobase a una
determinada posiciéon de un acido nucleico diana, siendo el &cido nucleico diana un ADN, ARN o una molécula
oligonucleotidica, entonces la posicion del enlace hidrégeno entre el oligonucleétido y el acido nucleico diana se
considera que es una posicion complementaria. El compuesto oligomérico y el ADN, ARN o0 molécula
oligonucleotidica adicional son complementarios entre si cuando, en cada molécula, un nimero suficiente de
posiciones complementarias estan ocupadas por nucleobases que pueden unirse entre si mediante enlaces de
hidrégeno. Por tanto, que puede “hibridarse especificamente” y “complementario” son expresiones que se usan para
indicar un grado de emparejamiento o complementariedad exacto suficiente sobre un nimero de nucleobases
suficiente de tal manera que se produce la union especifica y estable entre los oligonucleétidos y un acido nucleico
diana.
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En la materia se entiende que la secuencia de un compuesto oligomérico no requiere tener una complementariedad
del 100% con su acido nucleico diana para poder hibridarse especificamente. Ademas, un oligonucle6tido puede
hibridarse sobre uno o mas segmentos de manera que los segmentos que intervienen o adyacentes no estén
implicados en el suceso de hibridacién (por ejemplo, una estructura en bucle o una estructura en horquilla). Los
compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento pueden comprender una complementariedad de
secuencia de al menos aproximadamente un 70%, al menos aproximadamente un 80%, al menos aproximadamente
un 90%, al menos aproximadamente un 95% o al menos aproximadamente el un 99% con una region diana dentro
de la secuencia de acido nucleico diana a la cual se dirige. Por ejemplo, un compuesto oligomérico en el que 18 de
20 nucleobases del compuesto oligomérico son complementarias con una regién diana, y por lo tanto se hibridaria
especificamente, representaria una complementariedad del 90%. En este ejemplo, el resto de nucleobases no
complementarias pueden agruparse o intercalarse con nucleobases complementarias y no necesitan ser contiguas
entre si ni ser nucleobases complementarias. Como tal, un compuesto oligomérico que tiene una longitud de 18
nucleobases que tiene 4 (cuatro) nucleobases no complementarias que estan flanqueadas por dos regiones de
complementariedad completa con el acido nucleico diana tendria una complementariedad global del 77,8% con el
acido nucleico diana y asi podria incluirse dentro del ambito descrito en el presente documento. El porcentaje de
complementariedad de un compuesto oligomérico con una region de un acido nucleico diana puede determinarse
rutinariamente usando programas BLAST (herramientas de busqueda de alineamiento local de bases) y programas
PowerBLAST conocidos en la materia (Altschul y col, J. Mol Biol., 1990, 215, 403-410; Zhang y Madden, Genome
Res., 1997, 7, 649-656).

Los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento también incluyen, sin limitacion,
compuestos oligoméricos antisentido, oligonucleétidos antisentido, ribozimas, oligonucleétidos de secuencia externa
de guia (SEG), empalmadores alternos, cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos que se hibridan con al
menos una parte del acido nucleico diana. Como tal, estos compuestos oligoméricos pueden introducirse en forma
de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o en forma de horquilla y pueden contener
elementos estructurales tales como protuberancias o bucles internos o terminales. Una vez introducido en un
sistema, los compuestos oligoméricos de la invencion pueden provocar la accion de una 0 mas enzimas o proteinas
estructurales para efectuar la modificacién del acido nucleico diana.

Un ejemplo no limitante de dicha enzima es la ARNasa H, una endonucleasa celular que escinde la cadena de ARN
de un duplex ARN:ADN. En la materia se sabe que compuestos oligoméricos monocatenarios, que son “similares a
ADN", producen ARNasa H. Por tanto, la activacion de RNasa H da como resultado la escisién de la diana de ARN,
potenciando asi enormemente la eficacia de la inhibicion de la expresion de genes mediada por oligonucledtidos. Se
han supuesto funciones similares para otras ribonucleasas tales como las de la familia de enzimas RNasa Ill y
ribonucleasa L.

Aungue una forma de compuesto oligomérico es un oligonucledtido antisentido monocatenario, en muchas especies
se ha observado que la introduccidn de estructuras bicatenarias, tales como moléculas de ARN bicatenario (ARNbc),
inducen una reduccion fuerte y especifica, mediada por oligonucleétidos antisentido, de la funciéon de un gen o sus
productos génicos asociados. Este fendbmeno se produce tanto en plantas como en animales y se piensa que tiene
una conexién evolutiva contra la defensa viral y el silenciando de transposones.

En algunas realizaciones, pueden emplearse “segmentos diana adecuados” en una exploracion para detectar
compuestos oligoméricos adicionales que modulen la expresion de una proteina seleccionada. Los “moduladores”
son aquellos compuestos oligoméricos que disminuyen o aumentan la expresién de una molécula de acido nucleico
que codifica una proteina y que comprende al menos una parte de 8 nucleobases que es complementaria a un
segmento diana adecuado. El procedimiento de exploracién comprende las etapas de poner en contacto un
segmento diana adecuado de una molécula de &cido nucleico que codifica una proteina, con uno o mas
moduladores candidatos y seleccionar para detectar uno o mas moduladores candidatos que disminuyan o
aumenten la expresiéon de una molécula de acido nucleico que codifica una proteina. En algunas realizaciones, una
vez que se demuestra que el modulador o los moduladores candidatos son capaces de modular (por ejemplo,
aumentando o disminuyendo) la expresion de una molécula de acido nucleico que codifica un péptido, el modulador
puede entonces emplearse en otros estudios de investigacion de la funcién del péptido o usarse como un agente de
investigacion de diagnéstico o terapéutico.

En algunas realizaciones, pueden combinarse segmentos diana adecuados con sus respectivos compuestos
oligoméricos antisentido complementarios para formar oligonucleétidos bicatenarios (duplex) estabilizados. En la
materia, se ha observado que, dichos restos oligonucleotidicos bicatenarios modulan la expresién diana y regulan la
traduccioén asi como el procesamiento de ARN mediante un mecanismo antisentido. Ademas, los restos bicatenarios
pueden someterse a modificaciones quimicas (Fire y col., Nature, 1998, 391, 806-811; Timmons y Fire, Nature 1998,
395, 854; Timmons y col, Gene, 2001, 263, 103-112; Tabara y col, Science, 1998, 282, 430-431; Montgomery Yy col,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1998, 95, 15502-15507; Tuschl y col, Genes Dev., 1999, 13, 3191-3197; Elbashir y col,
Nature, 2001, 411, 494-498; Elbashir y col, Genes Dev. 2001, 15, 188-200). Por ejemplo, se ha observado que
dichos restos bicatenarios inhiben la diana mediante la hibridacion clasica de la cadena antisentido del duplex con la
diana, desencadenando de esta manera la degradacion enzimatica de la diana (Tijsterman y col., Science, 2002,
295, 694-697).
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En algunas realizaciones, los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento también pueden
aplicarse en las areas de descubrimiento de farmacos y de validacion de dianas. Los compuestos oligoméricos
también pueden usarse, junto con las dianas identificadas en el presente documento, en proyectos de
descubrimiento de farmacos para aclarar la relacion que existe entre las proteinas y una patologia, fenotipo o
afeccion. Estos procedimientos incluyen detectar o modular un péptido diana que comprenden poner en contacto
una muestra, tejido, célula u organismo con los compuestos oligoméricos, medir el nivel de acido nucleico o de
proteina de la diana y/o un criterio de valoracién fenotipico o quimico relacionado en algiin momento después del
tratamiento y opcionalmente comparar el valor medido con una muestra no tratada o con una muestra tratada con un
compuesto oligomérico adicional de la presente invencién. Estos procedimientos también pueden realizarse en
paralelo o en combinacidon con otros experimentos para determinar la funcion de genes desconocidos para el
proceso de validacion de dianas o para determinar la validez de un producto génico particular como una diana para
el tratamiento o prevencion de una enfermedad afeccion o fenotipo particular.

Como se usa en el presente documento, el término “dosis” se refiere a una cantidad especificada de un agente
farmacéutico proporcionado en una sola administracion. En algunas realizaciones, una dosis puede administrarse en
dos o mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en algunas realizaciones, cuando se desea la
administracidon subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen no facilmente ajustado mediante una sola
inyeccion. En algunas realizaciones, para conseguir la dosis deseada pueden usarse dos 0 mas inyecciones. En
algunas realizaciones, para minimizar la reaccién, en el sitio de inyeccién en un individuo, puede administrarse una
dosis en dos 0 mas inyecciones.

En algunas realizaciones, los compuestos oligoméricos de la presente invencion modificados quimicamente poseen
una mayor afinidad por los ARN diana que por los ADN no modificados. En algunas de estas realizaciones, esta
mayor afinidad proporciona, a su vez, una fuerza aumentada permitiendo administrar dosis inferiores de dichos
compuestos, reducir la posible toxicidad, mejorar el indice terapéutico y disminuir el coste de terapia global.

El efecto de modificaciones de nucleésidos sobre la actividad de ARNi se evalla de acuerdo con la bibliografia
existente (Elbashir y col., Nature (2001), 411, 494-498; Nishikura y col., Cell (2001), 107, 415-416; y Bass y col., Cell
(2000), 101, 235-238).

Los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento pueden usarse para diagnéstico, terapia,
profilaxis y como para la investigacién de reactivos y kits. Adicionalmente, los oligonucleétidos antisentido, que
pueden inhibir la expresion génica con exquisita especificidad, los usan frecuentemente los expertos en la materia
para aclarar la funcion de genes patrticulares o para diferenciar entre funciones de diversos miembros de una ruta
biolégica. Los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento, tanto en solitario como en
combinacién con otros compuestos oligoméricos o productos terapéuticos, pueden usarse como herramientas en el
analisis diferencial y/o combinatorio para aclarar patrones de expresion de una parte o de todo el complemento de
genes expresados en las células y tejidos. Los compuestos oligoméricos también pueden usarse eficazmente como
cebadores y sondas en condiciones que favorecen la amplificacién o deteccidn de genes, respectivamente. Estos
cebadores y sondas son (tiles en procedimientos que requieren la deteccion especifica de moléculas de acido
nucleico que codifican proteinas y en la amplificacion de las moléculas de acido nucleico para la deteccién o para su
uso en estudios adicionales. La hibridacion de los oligonucleétidos antisentido, particularmente de los cebadores y
sondas, de la invencién con un acido nucleico puede detectarse por medios conocidos en la materia. Dichos medios
pueden incluir la conjugacién de una enzima con el oligonucleétido, el radiomarcado del oligonucle6tido o cualquier
otro medio de deteccién adecuado. También pueden prepararse kits que usen dichos medios de deteccion para
detectar el nivel de proteinas seleccionadas en una muestra.

Como un ejemplo no limitante, se comparan patrones de expresion, en las células o tejidos tratados con uno 0 mas
compuestos oligoméricos, con células o tejidos control no tratados con los compuestos oligoméricos y los patrones
producidos se analizan para determinar niveles de expresion de genes diferenciales que se relacionan, por ejemplo,
para asociar una enfermedad, una ruta de sefializacion, localizacién celular, nivel de expresién, tamafio, estructura o
funcién de los genes examinados. Estos analisis pueden realizarse en células estimuladas o no estimuladas y en
presencia o0 ausencia de otros compuestos y 0 compuestos oligoméricos que influyen en los patrones de expresion.

Los ejemplos de procedimientos de andlisis de expresién de genes, conocidos en la materia, incluyen matrices o
micromatrices de ADN (Brazma y Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celis, y col., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16),
SAGE (andlisis en serie de expresiéon de genes) (Madden, y col., Drug Discov. Today, 2000, 5, 415-425), READS
(amplificacién de los ADNc digeridos por enzimas de restriccion) (Prashar y Weissman, Methods Enzymol., 1999,
303, 258-72), TOGA (analisis total de expresion de genes) (Sutcliffe, y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2000, 97,
1976-81), matrices de proteinas y protedmica (Celis, y col., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, y col.,
Electrophoresis, 1999, 20, 10-2100), secuenciacion de etiqueta de secuencia expresada (EST) (Celis, y col., FEBS
Lett., 2000, 480, 2-16; Larsson, y col., J. Biotechnol., 2000, 80, 143-57), huella dactilar sustractiva de ARN (SuRF)
(Fuchs, y col., Anal. Biochem., 2000, 286, 91-98; Larson, y col., Citometry, 2000, 41, 203-208), clonacidn sustractiva,
presentacién diferencial (DD) (Jurecic y Belmont, Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316-21), hibridacion genémica
comparativa (Carulli, y col., J. Cell Biochem. Suppl., 1998, 31, 286-96), técnicas FISH (hibridacién in situ con
fluorescencia) (Going y Gusterson, Eur. J. Cancer, 1999, 35, 1895-904) y procedimientos de espectrometria de
masas (To, Com. Chem. High Throughput Screen, 2000, 3.235-41).
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Aunque en el presente documento se proporcionan mondmeros, oligdmeros y procedimientos descritos con
especificidad de acuerdo con algunas de sus realizaciones, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar la
invencion sin pretender limitarla.

Ejemplo 1
Esquema 1
X"
0)
X l@ °l<_7 l@
Nap Nap
1 2
HO
RV HoJQ-'o "Q_
N oy {—db - X——— vy, X —_—
0 0 o o NapO 0
Nap Nap
4 5 6

TBDPSO}(J TBDPSCD(_J ){_7
-lo
o)( T o)( —

NapO 0)( NapO

NapO
BnO
—~ HO, )( —= TBSO, 7 | )(
NapO Ke HO o 0
10 Nap
11 12a, 12b

A) Compuesto 1

Se afadié cuidadosamente hidruro sdédico (2,39 g, 59,8 mmol) a una soluciéon fria (0 °C) de 1,2:5,6-Di-O-
isopropilideno-a-D-alofuranosa disponible en el mercado, Compuesto 1 (12,0 g, 46 mmol) en DMF (75 ml). Después
de agitar durante 20 minutos, a la reaccion se le afiadid6 bromuro de naftilo (11,12 g, 50,8 mmol) y la agitacién
continud durante 2 horas mas. La reaccién se inactivd cuidadosamente con agua, después se vertié en EtOAc, la
fase organica se lavé con agua y salmuera, se sec6 y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna
(SiO2, EtOAC del 10% al 33%/hexanos) proporcioné el alcohol, Compuesto 2 en forma de un sélido de color blanco
(18,1 g, 98%).

B) Compuesto 5

El Compuesto 2 (18 g, 46 mmol) se disolvié en acido acético glacial (150 ml) y agua (60 ml). La reaccién se agitd a
temperatura ambiente durante 16 horas después de que se concentrara al vacio. Después, el residuo se disolvio en
EtOAc y la fase organica se lavd con NaHCO;3 saturado y salmuera, se secé y se concentrd, proporcionando el
Compuesto 3 en bruto, que se us6 sin purificacién adicional.

Se afiadio una solucién de peryodato sédico (48 mmol, 10 g) en agua (350 ml) a una solucion del Compuesto 3 que
se ha obtenido anteriormente, en 1,4-dioxano (140 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 90
minutos, la reaccion se extrajo con EtOAc y la fase organica se lavd adicionalmente con agua y salmuera, se seco
(Na2S0.) y se concentrd, proporcionando el aldehido, Compuesto 4, que se us6 sin purificacién adicional.

El Compuesto 4 en bruto anterior, se disolvié en una mezcla de THF:H.O (1:1, 100 ml) y la reaccion se enfrié en un
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bafio de hielo. A la reaccion se le afiadieron formaldehido (25 ml, 35% p/p) y NaOH 1 N (100 ml). Después de agitar
a temperatura ambiente durante 16 horas, a la reaccién se le afiadié formaldehido (5 ml) y la agitacién continué
durante 32 horas mas. Después, la reaccion se concentré a sequedad y el residuo se repartié entre EtOAc y agua.
Las fases se separaron, la fase organica se lavé con mas cantidad de NaOH 1 N, agua y salmuera, se sec0 y se
concentrd, proporcionando el diol, Compuesto 5 (12,96 g, 80%, tres etapas) en forma de un soélido de color blanco.

C) Compuesto 6

Se afiadi6 cloruro de terc-butildifenilsililo (0,75 ml, 2,9 mmol) a una solucién fria (0 °C) del Compuesto 5 (1 g, 2,8
mmol) y trietilamina (0,45 ml, 3,2 mmol). Después de agitar a temperatura ambiente durante 16 horas, la reaccion se
vertié en EtOAc y se lavo secuencialmente con HCI al 5%, NaHCO; saturado y salmuera, se sec6 (Na,SO.) y se
concentré. La purificacién por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con EtOAc del 10% al 40%/hexanos)
proporciond el alcohol, Compuesto 6 (1,02 g, 61%) en forma de un aceite (también se aislaron 0,42 g del diol
protegido con sililo regioisomérico).

D) Compuesto 7

Se afiadi6 gota a gota dimetilsulféxido (1,6 ml, 22,4 mmol) a una solucion fria (-78 °C) de cloruro de oxalilo (0,98 ml,
11,2 mmol) en CHxCl, (70 ml). Después de agitar durante 30 minutos, a la reaccién se le afiadié una solucién del
Compuesto 6 (4,8 g, 8,0 mmol) en CH2Cl, (20 ml). La agitacion continué durante 45 minutos a -78 °C y a la reaccién
se le afiadio trietilamina (4,72 ml, 33,7 mmol). La reaccion se agité a -78 °C durante 15 minutos después de lo cual el
bafio de hielo se retiré y la reaccién se dejé calentar gradualmente durante 45 minutos. Después, la reaccion se
vertié en CH,Cl, y la fase orgéanica se lavé secuencialmente con HCI acuoso al 5%, NaHCO3; saturado y salmuera,
se secO (NazS0.) y se concentré al vacio, proporcionando el aldehido, Compuesto 7, que se us6 sin purificacion
adicional.

E) Nucleosido 8

Se afiadi6 gota a gota nBuLi (2,5 M, 4,34 ml, 10,9 mmol) a una solucion fria (0 °C) en agitacion de bromuro de
trifenilfosfonio (3,88 g, 10,9 mmol) en THF seco (60 ml). Después de agitar durante 1 hora, la solucién de color rojo
se enfrié a -78 °C y a la reaccion se le afiadié gota a gota una solucién de aldehido 7 anterior (8,4 mmol) en THF
seco (15 ml). La reaccién se dejo calentar gradualmente a temperatura ambiente y la agitacién continué durante 16
horas mas. Después, la reaccion se interrumpié cuidadosamente usando NH4Cl saturado y se repartio entre EtOAc y
agua. La fase orgéanica se lavo secuencialmente con salmuera, se seco (Na;S0O.) y se concentrd. La purificacion por
cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con EtOAc al 10% en hexanos) proporcioné olefina, Compuesto 8 (4,84
g, 97% de 26) en forma de un aceite incoloro.

F) Nucleésido 9

Se afiadio fluoruro de tetrabutilamonio (1 M en THF, 10,00 ml, 10,0 mmol) a una solucién del Compuesto 8 (4,83 g,
8,1 mmol) en THF (35 ml). La reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 16 horas después de lo cual el
disolvente se retir6 al vacio y el residuo se disolvié en EtOAc. La fase organica se lavd con agua y salmuera, se
secd (Na2S0O.) y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiO, eluyendo con EtOAc al 40% en
hexanos) proporciond alcohol, Compuesto 9 (2,79 g, 97%) en forma de un aceite incoloro.

G) Nucleésido 10

Se afiadié hidruro sodico (60% p/p en aceite mineral, 0,4 g, 10 mmol) a una solucién fria (0 °C) del Compuesto 9
(1,44 g, 4,1 mmol) y bromuro de bencilo (0,71 ml, 6,0 mmol) en DMF (16 ml). Después de agitar durante 1 hora a 0
°C, la reaccion se interrumpié cuidadosamente con agua y se repartié entre EtOAc y agua. La fase organica se
separd, se lavéd con salmuera, se seco (NaxSQ,) y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiOo,
eluyendo con EtOAc del 10 al 25% en hexanos) proporcioné la olefina, Compuesto 10 (1,84 g, cuantitativo) en forma
de un aceite incoloro.

H) Nucleésido 11

Se afiadio tetroxido de osmio (OsOs, solucion al 25% en iPrOH, 1 ml) a una solucién del Compuesto 10 (1,80 g, 4,0
mmol) y N-metilmorfolin-N-6xido (NMO, 0,94 g, 8,0 mmol) en acetona al 95%/agua (25 ml). Después de agitar
durante 16 h a temperatura ambiente, a la reaccién se le afiadié mas cantidad de una solucién de OsO4 (0,5 ml) y
NMO (0,40 g). Después de agitar durante un total de 48 horas, la reaccién se diluyé con EtOAc, se lavd con NaHSO3
al 10% y salmuera, se sec6 (NaxSO.) y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo
con EtOAc del 40 al 50% en hexanos) proporcioné el diol, Compuesto 11 (1,68 g, 87%, mezcla de isémeros de
aprox. 1:1) en forma de un aceite incoloro.

1) Nucledsidos 12ay 12b
Se afiadié TBSCI (0, 66 g, 4,4 mmol) a una solucion fria (0 °C) del Compuesto 11 (1,63 g, 3,4 mmol) en piridina (17

ml). Después de agitar durante 4 h a 0 °C, la reaccién se diluyé con EtOAc, la fase organica se lavé con agua y
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salmuera, se secé y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con EtOAc del 10 al
20% en hexanos) proporciond los alcoholes, compuestos 12a y 12b (0,90 g y 1,17 g, estereoquimica absoluta no
asignada) en forma de aceites incoloros.

Ejemplo 2
Esquema 2
BnO fo) a BnO 0 b BnO o
--|O AIIO — --10
TBso/;..(—z X HO/;>.-(——7-,, X MsOQQ, X
HOg © HO o (o) MsO g (@)
Nap Nap Nap
12a 13 14
BnO
O ~0Ac O .U
MsO MsO . R
MsO 0  OAc MsO 9  DAc MsO 0O
Nap Nap Nap
17
TBDPSO
) Q0
Nap Nap Nap
18 19 20
i TBDPSO DMTOQ@’U
0 HO O HO 0
21 22 23
k DMTOQ&U

24

(a) EtsN-3HF, EtsN, THF, 84% (b) MsClI, Et sN, DMAP, CH2Cl3, 79% (c) AcOH, Ac 20, H2S04, 44% (d) Uracilo, BSA,
TMSOTf, CHsCN (e) K2COs, MeOH, 51% de 154 (f) TBAF, THF, 80 °C, 16 h (g) B Cls, CHxCl; (h) TBDPSCI,
imidazol, DMF (i) DDQ, CH 5Cls, H,O (j) EtsN 3HF, EtsN, THF (k) DMTCI, piridina (1) (iPr 2N);POCH2CH.CN,
tetrazol, NMI, DMF.

Compuesto 13

Se afiadié trihidrofluoruro de trietilamina (1,56 ml, 9,6 mmol) a una soluciéon del Compuesto 12a (0,95 g, 1,6 mmol,
estereoquimica absoluta del grupo hidroxilo no asignada) y trietilamina (0,56 ml, 4,0 mmol) en THF (16 ml). Después
de agitar a temperatura ambiente durante 16 horas, el THF se evaporé al vacio y el residuo se disolvié en EtOAc. La
fase organica se lavé con una solucién saturada de NaHCO; y salmuera, se secd (Na,SO,4) y se concentré. La
purificacién por cromatografia en columna (SiO-, eluyendo con EtOAc del 40 al 50% en hexanos) proporciond el diol,
Compuesto 13 (0,65 g, 84%).

Compuesto 14

Se afiadié cloruro de metanosulfonilo (0,32 ml, 4,1 mmol) a una solucién fria (0 °C) del Compuesto 13 (0,65 g, 1,4
mmol), trietilamina (0,57 ml, 4,1 mmol) y dimetilaminopiridina (49 mg, 0,4 mmol) en diclorometano (4 ml). La reaccion
se dejo calentar gradualmente a temperatura ambiente y se agit6é durante 16 horas después de lo cual se diluyé con
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EtOAc. La fase organica se lavé secuencialmente con HCI al 5%, NaHCO3; saturado y salmuera, se sec6 (Na;S04) y
se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con EtOAc al 40% en hexanos)
proporciond el dimesilato, Compuesto 14 (0,68 g, 79%).

Compuesto 154

Se afadi6 acido sulfarico concentrado (3 gotas) a una solucion del Compuesto 14 (0,68 g, 1,1 mmol), acido acético
(2 ml) y anhidrido acético (0,4 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 2 horas, la reaccién se
concentré a alto vacio. El residuo se diluyé con EtOAc, se lavé cuidadosamente con una solucién saturada de
NaHCO; y salmuera, se secO6 (NaxSO.) y se concentrd. La purificacién por cromatografia en columna (SiOg,
eluyendo con EtOAc del 40 al 50% en hexanos) proporcionoé el diacetato, Compuesto 15 (0,32 g, 44%).

Compuesto 17

Se afiadio N,O-Bis(trimetilsililjacetamida (0,58 ml, 2,4 mmol) a una suspensién del Compuesto 15 (0,32 g, 0,5 mmol)
y uracilo (0,11 g, 0,9 mmol) en CH3CN (3 ml). Después de calentar a 40°C durante 15 min para obtener una solucion
transparente, a la reaccion se le afiadid triflato de trimetilsililo (0,13 ml, 0,7 mmol). Después de calentar a reflujo
durante 2 h, la reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se vertio en EtOAc. La fase organica se lavo con
NaHCOs; saturado y salmuera, se secé (NaxSQy) y se concentrd al vacio, proporcionando el nucleésido en bruto,
Compuesto 16, que se us6 sin purificacion adicional.

Se afiadié K,COs3 (0,14 mg, 1,0 mmol) a una solucion del nucledsido en bruto, Compuesto 16 (anterior) en MeOH (5
ml). Después de agitar durante 16 h a temperatura ambiente, el disolvente se retird al vacio y el residuo se repartid
entre EtOAc y salmuera. La fase organica se recogio, se secd (NazSQO.) y se concentrd al vacio, proporcionando 6
(estereoquimica absoluta no determinada). La purificacion por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con
acetona al 25% en CHCIs) proporcioné el nucleésido, Compuesto 17 (0,14 g, 51% de 4).

Compuesto 18

Se afiadié fluoruro de tetrabutilamonio (solucién 1 M en THF, 0,10 ml, 0,1 mmol) a una solucién del Compuesto 17
en THF (0,05 ml). El calentamiento de la reaccion a 100 °C durante 16 horas proporcion6 el nucleésido, Compuesto
18. CLEM: tiempo de retencion 3,81 min; M+H calc. 499,18, observado 499,0.

Compuesto 24

El grupo protector de bencilo en Compuesto 18 se retira usando BCls en diclorometano a temperaturas entre -78 °C
y 0 °C, proporcionando el Compuesto 19. El alcohol primario del Compuesto 19 se protegié como el TBDPS éter,
proporcionando el Compuesto 20. Después, el grupo protector 3'O-Nap se eliminé usando DDQ en diclorometano y
agua, proporcionando el Compuesto 21. La eliminacion del grupo protector 5'O-TBDPS proporciona el Compuesto
22. El 5'-hidroxilo se protegié usando DMTCI en piridina, proporcionando el Compuesto 23 que se fosforild,
proporcionando la amidita, Compuesto 24.

26



ES 2376 507 T3

Ejemplo 3
Esquema 3
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Ejemplo 4

Esquema 4
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cada uno de R, R 1 y R, es independientemente H, halégeno, alquilo, alquen
alquenilo sustituido, alquinilo sustituido o un gru po protector.

ilo, alquinilo, alquilo sustituido,
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Ejemplo 5
Esquema 5
Hidrqgenacién DMTO
BnO o n catalitica HO o 1. DMTCI IQ((_)];BX
Q(_J» X MB){ 2. Fosfotilacion R—\—=
RS Moo 9o
4 AP
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26, 30-39 4
DDQ
Hidrogenacién

catalitica

HO O
40
cada uno de R y R ; es independientemente H, halégeno, alquilo, alquen ilo, alquinilo, alquilo sustituido,
alquenilo sustituido, alquinilo sustituido o un gru po protector.
Ejemplo 6
Esquema 6
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A) Compuesto 43

Una suspension de cloruro de cerio 1l (2,96 g, 12,0 mmol) en THF (50 ml) se agité a temperatura ambiente durante
90 minutos. La reaccion se enfrié6 en un bafio de hielo y se afiadi6 bromuro de metil magnesio (8,6 ml de una
solucién 1,4 M en THF, 12 mmol) durante 5 minutos y la agitacion continu6 durante 90 minutos mas después de lo
cual la reaccion se enfrid a -78 °C. A la reaccion se le afiadié una solucion del Compuesto 78 en THF (20 ml).
Después de agitar durante 90 minutos mas, la reaccién se interrumpié con una solucién sat. de NH4Cl y se vertio en
EtOAc. La fase organica se lavé secuencialmente con HCI acuoso al 5%, NaHCO3; saturado y salmuera, se seco
(Na2S0.) y se concentré al vacio. La purificacion por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con EtOAc al
20%/hexanos) proporcioné el alcohol, Compuesto 43 (4,37 g).

B) Compuesto 44

Se afiadi6é gota a gota (1,41 ml, 19,9 mmol) dimetilsulféxido a una solucién fria (-78 °C) de cloruro de oxalilo (0,87 ml,
10,0 mmol) en CHxCI, (70 ml). Después de agitar durante 30 minutos, a la reaccién se le afiadié una solucién del
Compuesto 43 (4,35 g, 7,1 mmol) en CH,Cl, (20 ml). La agitacion continué durante 45 minutos a -78 °C y a la
reaccion se le afiadié trietilamina (4,20 ml, 30,0 mmol). La reaccién se agitd a -78 °C durante 15 minutos después de
lo cual el bafio de hielo se retir6 y la reaccién se dejo calentar gradualmente durante 45 minutos. Después, la
reaccion se vertio en CH,Cl, y la fase orgéanica se lavé secuencialmente con HCI acuoso al 5%, NaHCO3 saturado y
salmuera, se secO (NaxSO.) y se concentrd al vacio, proporcionando la cetona, Compuesto 44, que se usl sin
purificacién adicional.

C) Compuesto 45

Una suspension de cloruro de cerio Il (543 mg, 2,2 mmol) en THF (120 ml) se agité a temperatura ambiente durante
90 minutos. La reaccién se enfri6 en un bafio de hielo, se afiadié bromuro de metil magnesio (14,7 ml de una
solucién 3 M en dietiléter, 44 mmol) durante 15 minutos y la agitacion continué durante 90 minutos mas después de
lo cual la reaccion se enfrid a -78 °C. A la reaccion se le afiadié una solucién del Compuesto 44 (anterior) en THF
(100 ml) y después de la agitacién durante 90 minutos mas, la mezcla se inactivé con una solucién saturada de
NH4Cl y se vertié en EtOAc. La fase organica se lavd secuencialmente con HCI acuoso al 5%, NaHCO; saturada y
salmuera, se seco (Na,S0O.) y se concentrd al vacio. La filtracion a través de un lecho de gel de SiO; con elucion de
EtOAc proporciond el alcohol, Compuesto 45 (11,8 g). Los espectros de RMN 'y y CLEM son coherentes con la
estructura.

D) Compuesto 46

Se disolvi6 Compuesto 45 (11,8 g, 18,8 mmoles) en piridina (94 ml) y cloruro de tionilo (2,75 ml, 37,6 mmoles) y
después se calenté a 60°C durante 1 hora. La reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se vertid6 en EtOAc y
salmuera. La fase organica se lavd con salmuera, se secd (Na,SO.) y se concentrd al vacio. La filtracién a través de
un lecho de SiO; y la elucién con EtOAc proporciond el algueno, Compuesto 46 (9,8 g). Los espectros de RMN 'y y
CLEM son coherentes con la estructura.

E) Compuesto 47

Se afiadio H,SO4 concentrado (2 gotas) a una solucion del Compuesto 46 (anterior) en acido acético glacial (100 ml)
y anhidrido acético (9,8 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 1 h, la reaccion se vertié en EtOAc y
la fase orgéanica se lavé con agua, NaHCOj3; saturado y salmuera, se secd (Na:SO4) y se concentré al vacio,
proporcionando el diacetato, Compuesto 47 (10,38 g), que se uso directamente en la siguiente etapa. Los espectros
de RMN *H y CLEM son coherentes con la estructura.

F) Compuesto 48

Se afiadié N,O-Bis(trimetilsilillacetamida (16,4 ml, 66,8 mmol) a una suspensiéon del Compuesto 47 (10,38 g, 15,9
mmol) y uracilo (3,6 g, 31,8 mmol) en CH3CN (100 ml). Después del calentamiento a 40 °C durante 15 minutos para
conseguir una solucion transparente, la reaccion se enfrié a 0 °C y a la reaccion se le afiadio triflato de trimetilsililo
(5,8 ml, 31,8 mmol). Después del calentamiento a 70 °C durante 4 horas, la reaccion se enfri6 a temperatura
ambiente y se verti6 en EtOAc. La fase organica se lavd con NaHCOs3 saturado y salmuera, se sec6 (Na;SO.) y se
concentré al vacio, proporcionando nucledsido en bruto en forma de un monoacetato, que se usé sin purificacion
adicional.

El monoacetato de nucledésido en bruto se traté con NHz 7 N/MeOH (300 ml) durante 12 horas y después la reaccion
se concentré al vacio. La filtracién a través de un lecho de gel de SiO, y la elucion con MeOH al 5%/EtOAc,
proporcioné el nucledsido, Compuesto 48 (8,46 g, 80% del Compuesto 47). Los espectros de RMN N y CLEM son
coherentes con la estructura.

G) Compuesto 49

Se traté Compuesto 48 (7,46 g, 11,3 mmoles) con acetato de mercurio (II) (7,9 g, 24,8 mmoles) en diclorometano

30



10

15

20

25

30

35

ES 2376 507 T3

(125 ml) durante 16 horas a temperatura ambiente. En este momento, se afiadié NaCl saturado (ac.) (30 ml) con
agitacion durante 15 minutos. Después, se afadié mas cantidad de NaCl saturado (ac.) y la fase organica se separo,
se secO (NazS0,) y se concentrd al vacio, proporcionando el cloruro de mercurio en bruto. La espuma resultante se
disolvié en tolueno (125 ml) y se traté con AIBN (100 mg) e hidruro de tributilestafio (BusSnH, 7,6 ml, 28,3 mmoles).
La reaccion continud a temperatura ambiente durante 1 hora y se calent6é a 50°C con agitacion durante 1 hora mas.
Después, se afiadio tetracloruro de carbono (30 ml) con agitacion durante 1 hora. Se afiadié diclorometano, la fase
organica se decanto, se lavé con agua y salmuera, se secod (NaxSO.) y se concentré al vacio. La purificacién por
cromatografia en columna (SiO, eluyendo con EtOAc al 30%/hexanos a EtOAc al 50%/hexanos) proporciond el
nucledsido, Compuesto 49 (5,08 g, 68% del Compuesto 48). Los espectros de RMN N y CLEM son coherentes con
la estructura.

H) Compuesto 50

Se afiadio 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) (2,4 g, 10,6 mmol) a una solucién del Compuesto 49 (4,7
g, 7,9 mmol) en diclorometano (50 ml) y H-O (3 ml). Después de agitar durante 16 horas, la reaccion se concentr6 al
vacio y el residuo se disolvié en EtOAc. Después, la fase organica se lavo secuencialmente con agua, agua:NaHCO3;
saturado (1:1) y salmuera, se seco (Na;SO.) y se concentrd. La purificacién por cromatografia en columna (SiOg,
usando un gradiente de MeOH del 2% al 5%/CH,Cl,) proporcioné el nucledsido, Compuesto 50 (4,1 g, 99%) en
forma de un sélido de color blanco. Los espectros de RMN 'H y CLEM son coherentes con la estructura.

1) Compuesto 51

Se afiadio trihidrofluoruro de trietilamina (6 ml) a una solucién del Compuesto 50 (3,8 g, 7,27 mmol) y trietilamina
(2,5 ml) en THF (20 ml) en un tubo de polipropileno. Después de agitar a temperatura ambiente durante 24 horas, la
reaccion se concentré al vacio y se afiadié agua (30 ml) con agitacion vigorosa. El sélido de color blanco resultante
se recogio por filtracion y se sec6 al vacio, proporcionando el nucledsido, Compuesto 51 (1,73 g, 84%) en forma de
un sdlido de color blanco. Los espectros de RMN 'H, RMN 'C y CLEM son coherentes con la estructura.

J) Compuesto 52

Se afiadié cloruro de dimetoxitritilo (2,5 g, 7,4 mmol) a una soluciéon del Compuesto 51 (1,62 g, 5,7 mmoles) en
piridina (30 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 4 horas, la reaccién se vertié en EtOAc y la fase
organica se lavé con salmuera, se secé y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiOa,
eluyendo con acetona al 30%/diclorometano) proporcioné el nucledsido, Compuesto 52 (3,03 g, 91%) en forma de
un solido. Los espectros de RMN 'H y CLEM son coherentes con la estructura.

K) Compuesto 53

Se afiadi6 2-cianoetil tetraisopropilfosforodiamidita (1,1 ml, 3,5 mmol) a una solucién del Compuesto 52 (1,35 g, 2,3
mmol), tetrazol (129 mg, 1,8 mmol) y N-metilimidazol (46 pl, 0,58 mmol) en DMF (18 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 6 horas, la reaccién se vertié en EtOAc y la fase organica se lavé con salmuera al
90% y salmuera, se seco (NazSQ.) y se concentrd. La purificacién por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo
con EtOAc al 60%/hexanos) proporciond la fosforamidita, Compuesto 53 en forma de un sélido de color blanco (1,6
g, 94%). Los espectros de RMN *H y CLEM son coherentes con la estructura. RMN *'P (CDCls) &: 150,08, 149,22.

Ejemplo 7

Esquema 7
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Esquema 6 (a) TESCI, Et sN, DMAP, CHxCly, ta; (b) POCI s, 1,2,4-Triazol, Et 3N, CH3CN, ta; (c) NH3 acuoso, 1,4-
dioxano, ta; (d) Bz 20, DMF, ta; (e) EtsN.3HF, EtsN, THF, ta; (f) CNCH 2CH,OP(N-iPr>),, Tetrazol, NMI, DMF.

A) Compuesto 54

Se afiadié cloruro de trietilsililo (868 pl, 5,17 mmol) a una solucién del Compuesto 52 (1,52 g, 2,6 mmol) e imidazol
(0,74 g, 10,3 mmol) en DMF (25 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 16 horas, la reaccion se
vertio en EtOAc y la fase organica se extrajo secuencialmente con salmuera, se secd (Na;SQOs) y se concentrd al
vacio. La purificacion por cromatografia en columna (SiO,, eluyendo con EtOAc del 25% al 50%/hexanos)
E)roporcion() el nucleésido, Compuesto 54 (1,7 g, 95%) en forma de un soélido de color blanco. Los espectros de RMN
H y CLEM son coherentes con la estructura.

B) Compuesto 57

Se afiadié oxicloruro de foésforo (1,8 ml, 19,4 mmol) a una suspension fria (0 °C) de 1,2,4-triazol (4 g, 58 mmol) en
CH3CN (25 ml). Después de agitar durante 15 minutos, a la reaccion se le afiadié trietilamina (13,4 ml, 97 mmol) y la
agitacion continué durante 30 minutos. A la reaccién se le afiadié una solucion del Compuesto 54 (1,7 g, 2,4 mmol)
en CH3CN (20 ml) a 0 °C. Después de agitar durante 10 minutos, el bafio de hielo se retird y la reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 4 horas. Después, el disolvente se retird al vacio y el residuo se repartié entre EtOAc
y agua. Después, la fase organica se lavé con NaHCOs3 saturado y salmuera, se sec6é (Na;SO.) y se concentrd al
vacio, proporcionando el Compuesto 55 en bruto, que se us6 sin purificacion adicional.

Se afiadié amoniaco acuoso (5 ml) a una solucion del Compuesto 55 (anterior) en dioxano (20 ml). Después de
agitar a temperatura ambiente durante 16 horas, la reaccién se concentré al vacio y se secé a alto vacio durante 8
horas, proporcionando el nucleésido, Compuesto 56, que se uso sin purificacion adicional.

Se afiadié anhidrido benzoico (0,814 g, 3,6 mmol) a una solucién del Compuesto 56 (anterior) en DMF (10 ml).
Después de agitar a temperatura ambiente durante 16 h, la reaccion se vertié en EtOAc y la fase organica se extrajo
con NaHCOg; saturado y salmuera, se sec6 (Na;SQOa) y se concentrd al vacio. La purificacion por cromatografia en
columna (SiO2, eluyendo con EtOAc del 40% al 60%/hexanos) proporciond el nucleésido, Compuesto 57 (1,57 g,
81% del Compuesto 54) en forma de un soélido de color blanco. Los espectros de RMN 'H y CLEM son coherentes
con la estructura.

C) Compuesto 58
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Se afiadi6 trihidrofluoruro de trietilamina (1,6 ml) a una solucién del Compuesto 57 (1,57 g, 1,95 mmol) y trietilamina
(0,7 ml) en THF (8 ml) de un tubo de polipropileno. Después de agitar a temperatura ambiente durante 16 horas, la
reaccién se concentro al vacio, el residuo se disolvié en EtOAc, la fase organica se lavé secuencialmente con agua,
NaHCO; saturado y salmuera, se secé (Na:SO,) y se concentré al vacio. La purificaci()n por cromatografia en
columna (SiO», eluyendo con MeOH al 10%/CHCI; que contenia EtsN al 1%) proporC|ono el nucleésido, Compuesto
58 (1,2 g, 89%) en forma de un solido de color blanco. Los espectros de RMN H y CLEM son coherentes con la
estructura.

D) Compuesto 59

Se afiadi6 2-cianoetil tetraisopropilfosforodiamidita (0,83 ml, 2,6 mmol) a una solucién del Compuesto 58 (1,2 g, 1,7
mmol), tetrazol (91 mg, 1,4 mmol) y N-metilimidazol (34 pl, 0,43 mmol) en DMF (9 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 6 horas, la reaccion se vertié en EtOAc, la fase organica se lavé con salmuera al 90%
y salmuera, se sec6 (Na;S0O4) y se concentrd. La purificacion por cromatografia en columna (SiO2, eluyendo con
EtOAc al 60%/hexanos) proporciond la fosforamidita, Compuesto 59 en forma de un sélido de color blanco (0,83 g,
54%). Los espectros de RMN *H y CLEM son coherentes con la estructura. RMN *'P (CDCls) &: 150,29, 129,51.

Ejemplo 8
Preparacion del Compuesto 66

Esquema 8

TBDPSO o

Nap HO 0
62 63 64
_N NHBz
DMTO DMTO IE VAR
NN )
£ g N=
—_— H()\\\O: IO\~\6
NC._~~-P~,,.
65 O N(iPr), 66

Esquema 8 (a) 6-N-benzoiladenina, BSA, TMSOTf, CH 3CN, reflujo, 8 h; (b) NH 3/MeOH; (c) Hg(OACc) 2; AIBN,
BusSnH; (d) DDQ, CHCl,, H20, ta; (e) EtsN.3HF, EtsN, THF, ta, 16 h; (f) DMTCI, piridina, ta, 16 h; (g )
CNCH2CH20OP(N-iPr3);,tetrazol, NMI, DMF.

El Compuesto 47 se preparé como por el procedimiento ilustrado en el Ejemplo 6.

Ejemplo 9

Preparaciéon del Compuesto 73
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Esquema 9
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Esquema 9 (a) 2-amino-6-cloropurina, BSA, TMSOTf, CH 3CN, reflujo, 2 h; (b) 3-hidroxipropionitrilo, NaH, THF,
4 h; Hg(OAC) »; AIBN, Bu 3SnH (c) anhidrido isobutirico, DMAP, DMF, 60 °C, 24 h ; (d) DDQ, CHCl3, H20, ta, 16
h; (e) EtsN.3HF, EtsN, THF, ta; (f) DMTCI, piridina, ta; (g) CNCH >CH,OP(N-iPry),, tetrazol, NMI, DMF.

El Compuesto 47 se prepar6 como por el procedimiento ilustrado en el Ejemplo 6.
Ejemplo 10
Sintesis de fosforamiditas nucledsidos

La preparacién de fosforamiditas nucledsidos se realiz6 siguiendo los procedimientos que se ilustran en el presente
documento y en la técnica, tal como, pero sin limitacion, en la Patente de Estados Unidos 6.426.220 y en el
documento publicado PCT WO 02/36743.

Ejemplo 11
Sintesis de oligonucledtidos y oligonucledsidos

Los compuesto oligoméricos usados de acuerdo con la presente invencién pueden preparase de manera
conveniente y rutinaria mediante las técnicas bien conocidas de sintesis en fase sélida. El equipo para dicha sintesis
lo comercializan diversos fabricantes, incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Adicionalmente
0 como alternativa, para dicha sintesis, pueden emplearse otros medios conocidos en la materia. Para preparar
oligonucleétidos tales como fosforotioatos y derivados alquilados se conoce bien el uso de técnicas similares.

Oligonucleétidos: Los oligonucleottidos fosfodiéster (P=0) no sustituidos y sustituidos pueden sintetizarse en un
sintetizador de ADN automatico (Applied Biosystems modelo 394) usando quimica convencional de fosforamiditas
con oxidacion por yodo.

Los fosforotioatos (P=S) se sintetizan de manera similar a los oligonucleétidos fosfodiéster con las siguientes
excepciones: la tiacion se efectla utilizando una soluciéon de disulfuro fenilacetil 0,2 M en 3-picolina al 50% en
acetonitrilo para la oxidacion de los enlaces fosfito. El tiempo de la etapa de reaccién de la tiacion aumenta a 180
segundos y es posterior a la etapa normal de proteccion. Después de escision a partir de la columna CPG y
desbloqueo en hidroxido de amonio concentrado a 55° C (12-16 horas), los oligonucleétidos se recuperan por
precipitacion con mas de 3 voliumenes de etanol a partir de una solucién de NH,OAc 1 M. Los oligonucleétidos
fosfinato pueden prepararse como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.508.270.

Los oligonucledtidos alquil fosfonato pueden preparase como se describe en la Patente de Estados Unidos
4.469.863.
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Los oligonucleétidos 3'-desoxi-3’-metilen fosfonato pueden preparase como se describe en las Patentes de Estados
Unidos 5.610.289 6 5.625.050.

Los oligonucledtidos fosforamidita pueden preparase como se describe en la Patente de Estados Unidos 5.256.775
o0 en la Patente de Estados Unidos 5.366.878.

Los oligonucleétidos alquilfosfonotioato pueden preparase como se describe en las solicitudes PCT publicadas
PCT/US94/00902 y PCT/US93/06976 (publicadas como WO 94/17093 y WO 94/02499, respectivamente).

Los oligonucledtidos 3’-desoxi-3’-amino fosforamidato pueden preparase como se describe en la Patente de Estados
Unidos 5.476.925.

Los oligonucleétidos fosfotriéster pueden preparase como se describe en la Patente de Estados 5.023.243.

Los oligonuclettidos boranofosfato pueden preparase como se describe en las Patentes de Estados Unidos
5.130.302 y 5.177.198.

Oligonucledsidos: Los oligonucledsidos unidos a metilen-metil-imino, identificados también como oligonucledsidos
unidos a MMI, los oligonucleésidos unidos a metilen-dimetil-hidrazo, identificados también como oligonucleésidos
unidos a MDH, los oligonucledsidos unidos a metilen-carbonil-amino, identificados también como oligonucledsidos
unidos a amida-3 y los oligonucle6sidos unidos a metilen-amino-carbonilo, identificados también como
oligonucleésidos unidos a amida-4, asi como los compuestos oligoméricos de estructura mixta que poseen, por
ejemplo, uniones MMI y P=0O o P=S alternativas, pueden prepararse como se describe en las Patentes de Estados
Unidos 5.378.825; 5.386.023; 5.489.677; 5.602.240 y 5.610.289.

Los oligonucleésidos unidos a formacetal y tioformacetal pueden prepararse como se describe en las Patentes de
Estados Unidos 5.264.562 y 5.264.564.

Los oligonucledsidos unidos a 6xido de etileno pueden prepararse como se describe en la Patente de Estados
Unidos 5.223.618.

Ejemplo 12
Aislamiento de oligonucleétidos

Después de la escisién a partir del soporte solido de vidrio poroso controlado y desbloqueo en hidréxido de amonio
concentrado a 55° C durante 12-16 horas, los oligonucleétidos u oligonucleésidos se recuperan por precipitacion de
NH4sOAc 1 M con >3 volimenes de etanol. Los oligonucledtidos sintetizados se analizan por espectroscopia de
masas por electropulverizacion (determinacion del peso molecular) y por electroforesis capilar en gel. Las cantidades
relativas de enlaces fosforotioato y fosfodiéster obtenidas en la sintesis se determina por la relacion del peso
molecular correcto con respecto al producto -16 uma (+/-32 +/-48). Para algunos estudios, los oligonucleétidos se
purifican por HPLC, como describen Chiang y col., J. Biol. Chem. 1991, 266, 18162-18171. Los resultados obtenidos
con material purificado por HPLC son generalmente similares a los obtenidos con material no purificado por HPLC.

Ejemplo 13
Sintesis de oligonucledtidos usando un formato de pl aca de 96 pocillos

Los oligonuclettidos pueden sintetizarse mediante quimica de fosforamidita P(Ill) en fase sélida sobre un
sintetizador automatico capaz de ensamblar 96 secuencias simultaneamente en un formato de 96 pocillos. Los
enlaces internucleésido fosfodiéster se consiguen por oxidacién con yodo acuoso. Los enlaces internucleétido
fosforotioato se generan por su sulfuracion utilizando 3,H-1,2 benzoditiol-3-ona 1,1 diéxido (Reactivo Beaucage) en
acetonitrilo anhidro. Las betacianoetildiisopropil fosforamiditas de base protegida convencionales se adquieren a
partir de proveedores comerciales (por ejemplo PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, o Pharmacia, Piscataway,
NJ). Los nucleésidos no convencionales se sintetizan mediante procedimientos convencionales o patentados. Estos
se utilizan como beta-cianoetildiisopropil fosforamiditas de base protegida.

Los oligonucledtidos se escinden a partir del soporte y se desprotegen con NH4sOH concentrado a temperatura
elevada (55-60°C) durante 12-16 horas y el product o liberado se seca después al vacio. Después, el producto seco
se resuspende en agua estéril para conseguir una placa maestra a partir de la cual todas las muestras analiticas y
de la placa de ensayo se diluyen utilizando pipetas robéticas.

Ejemplo 14
Andlisis de oligonucleoétidos usando un formato de p laca de 96 pocillos

La concentracion del oligonucleétido en cada pocillo se valoré por dilucion de muestras y espectroscopia de
absorcion UV. La integridad de longitud completa de los productos individuales se evalud por electroforesis capilar
(EC) en cualquier formato de 96 pocillos (Beckman P/ACE™ MDQ) o, para muestras preparadas individualmente, en
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un aparato de EC comercial (por ejemplo, Beckman P/ACE™ 5000, ABI 270). La composicién de las bases y
estructural se confirmd por analisis de masa de los compuestos oligoméricos utilizando espectroscopia de masa por
electropulverizacion. Todas las placas de ensayo evaluadas de diluyeron de la placa maestra usando pipetas
robéticas sencillas y multicanal. Se consideré que las placas eran aceptables si al menos el 85% de los compuestos
oligoméricos en la placa tenian al menos una longitud completa de un 85%.

Ejemplo 15
Cultivo celular y tratamiento con oligonucleétidos

El efecto de los compuestos oligoméricos sobre la expresién de acido nucleico diana puede evaluarse en cualquiera
de una diversidad de tipos celulares siempre que el acido nucleico diana este presente a niveles que puedan
medirse. Esto puede determinarse de manera rutinaria usando, por ejemplo, analisis por PCR o por transferencia de
Northern. Las lineas celulares derivadas de tejidos y especies multiples pueden obtenerse de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC, Manassas, VA).

El siguiente tipo celular se proporciona con fines ilustrativos, pero de manera rutinaria, siempre que la diana se
exprese en el tipo celular seleccionado, pueden usarse otros tipos de células. Esto puede determinarse facilmente
por procedimientos rutinarios en la materia, por ejemplo, por andlisis de transferencia de Northern, ensayos de
proteccién con ribonucleasa o RT-PCR.

Células B.END: La linea celular endotelial de cerebro de raton b.END se obtuvo gracias al Dr. Werner Risau del
Max Plank Institute (Bad Nauheim, Alemania). Las células b.END se cultivaron de manera rutinaria en DMEM, con
alta concentracion de glucosa (Invitrogen LifeTechnologies, Carlsbad, CA) complementado con suero bovino fetal al
10% (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Cuando las células alcanzaron una confluencia de
aproximadamente un 90% se sometieron, de manera rutinaria, a pases por tripsinizacion y dilucién. Las células se
sembraron en placas de 96 pocillos (Falcon-Primaria n°® 353872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de
aproximadamente 3.000 células/por pocillo para su uso, incluyendo pero sin limitacion, experimentos de transfeccién
de compuestos oligoméricos.

Los experimentos implican el tratamiento de células con compuestos oligoméricos:

Cuando las células alcanzan la confluencia apropiada, se tratan con los compuestos oligoméricos usando un
procedimiento de transfeccion como se describe.

LIPOFECTIN™

Cuando las células alcanzan una confluencia del 65-75% se tratan con oligonucledétido. El oligonucledtido se mezcla
con LIPOFECTIN™ Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) en medio con suero reducido Opti-MEM™-1
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) para conseguir la concentracién deseada de oligonucleétido y una
concentracion de LIPOFECTIN™ de 2,5 6 3 pg/ml por oligonucleétido 100 nM. Esta mezcla de transfeccion se
incuba a temperatura ambiente durante aproximadamente 0,5 horas. Para el cultivo de las células en placas de 96
pocillos, los pocillos se lavan una vez con OPTI-MEM™-1 100 pl y después se tratan con 130 pl de la mezcla de
transfeccién. Las células cultivadas en placas de 24 pocillos u otras placas de cultivo tisular convencionales se tratan
de manera similar, usando volumenes apropiados de medio y oligonucledtido. Las células se tratan y los datos se
obtienen por duplicado o por triplicado. Después de aproximadamente 4-7 horas de tratamiento a 37° C, el medio
que contiene la mezcla de transfeccién se sustituye por medio de cultivo recién preparado. Las células se recogen
16-24 horas después del tratamiento con el oligonucleétido.

Otros reactivos de transfeccion adecuados, conocidos en la materia, incluyen, pero sin limitacion, CYTOFECTINTM,
LIPOFECTAMINE™, OLIGOFECTAMINE™ y FUGENE™. Otros procedimientos de transfeccion adecuados,
conocidos en la material incluyen, pero sin limitacion, electroporacion.

Ejemplo 16
Analisis de inhibicién de una expresion diana por o ligonucleétidos

La modulacién antisentido de una expresion diana puede evaluarse en una diversidad de formas conocidas en la
materia. Por ejemplo, niveles de ARNm diana puede cuantificarse, por ejemplo, por andlisis de transferencia de
Northern, reaccion competitiva en cadena de polimerasa (PCR), o PCR en tiempo real. Actualmente se desea la
PCR cuantitativa en tiempo real. Los analisis de ARN pueden realizarse sobre ARN celular total 0 ARNm poli(A)+.
Un procedimiento de analisis de ARN es el uso de ARN celular total, como se describe en otros ejemplos en el
presente documento. En la materia se conocen bien procedimientos para el aislamiento de ARN. El andlisis de
transferencia de Northern es también rutinario en la materia. La PCR cuantitativa en tiempo real puede realizarse
convenientemente usando el sistema de Deteccidon de Secuencias disponible en el mercado ABI PRISM™ 7600,
7700 6 7900, disponible en PE-Applied Biosystems, Foster City, CA y usarse de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.
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Los niveles de proteina de una diana pueden cuantificarse de diversidad de formas bien conocidas en la materia,
tales como inmunoprecipitacién, analisis de transferencia de Western (inmunotransferencia), ensayo de
inmunoabsorbencia ligado a enzimas (ELISA) o separacion de células activada por fluorescencia (FACS). Los
anticuerpos dirigidos a una diana pueden identificarse y obtenerse a partir de una diversidad de fuentes, tales como
a parir del catdlogo de anticuerpos MSRS (Aerie Corporation, Birmingham, MI), o pueden prepararse mediante
procedimientos convencionales, bien conocidos en la materia, de generacién de anticuerpos monoclonales o
policlonales. Por ejemplo, Ausubel, F.M. y col., en Current Protocols in Molecular Biology, volumen 2, paginas
11.12.1-11.12.9, John Wiley & Sons, Inc., 1997 instruyen sobre procedimientos para la preparacién de antisuero
policlonal. Ausubel, F.M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, volumen 2, paginas 11.4.1-11.11.5, John
Wiley & Sons, Inc., 1997 instruyen sobre procedimientos para la preparacién de anticuerpos monoclonales

Los procedimientos de inmunoprecipitacién son convencionales en la materia y pueden encontrarse, por ejemplo, en
Ausubel, F.M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, volumen 2, paginas 10.16.1-10.16.11, John Wiley &
Sons, Inc., 1998. El analisis de transferencia de Western (inmunotransferencia) es convencional en la materia y
puede encontrarse, por ejemplo, en Ausubel, F.M. y col., Current Protocols in Molecular Biology, volumen 2, paginas
10.8.1-10.8.21, John Wiley & Sons, Inc., 1997. Los ensayos de inmunoabsorbencia ligados a enzimas (ELISA) son
convencionales en la materia y pueden encontrarse, por ejemplo, en Ausubel, F.M. y col., Current Protocols in
Molecular Biology, volumen 2, paginas. 11.2.1-11.2.22, John Wiley & Sons, Inc., 1991.

Ejemplo 17
Disefio de ensayos fenotipicos y estudios in vivo para el uso de inhibidores diana
Ensayos fenaotipicos

Una vez identificados los inhibidores diana mediante los procedimientos descritos en el presente documento, se
realizan investigaciones adicionales con los compuestos oligoméricos en uno o mas ensayos fenotipicos, cada uno
con criterios de valoracion que pueden medirse predictivos de eficacia en el tratamiento de una patologia o afeccién
particular.

Los ensayos fenotipicos, kits y reactivos para su uso se conocen bien en la materia y en el presente documento se
usan para investigar la funcion y/o asociacion de una diana en individuos sanos y enfermos. Los ensayos fenotipicos
representativos, que pueden adquirirse a partir de los diversos proveedores comerciales incluyen los que determinan
la viabilidad celular, la citotoxicidad, proliferacion o supervivencia celular (Molecular Probes, Eugene, OR;
PerkinElmer, Boston, MA), los ensayos basados en proteinas que incluyen ensayos enzimaticos (Panvera, LLC,
Madison, WI; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ; Oncogene Research Products, San Diego, CA), regulacion
celular, traduccion de sefial, inflamacion, procesos oxidativos y apoéptosis (Assay Designs Inc., Ann Arbor, M),
ensayos de acumulacion de triglicéridos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), de angiogénesis, ensayos de formacién de
tubos, ensayos de citocinas y hormonas y ensayos metabdlicos (Chemicon International Inc., Temecula, CA;
Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).

En un ejemplo no limitante, las células determinadas como apropiadas para un ensayo fenotipico particular (es decir,
células MCF-7 seleccionadas para estudios de cancer de mama; adipocitos para estudios de obesidad) se tratan con
un inhibidor diana identificado a partir de los estudios in vivo asi como con compuestos control a concentraciones
optimas, que se determinan mediante los procedimientos descritos anteriormente. Al final del periodo de tratamiento,
las células tratadas y no tratadas se analizan mediante uno o mas procedimientos especificos para el ensayo para
determinar resultados fenotipicos y criterios de valoracién.

Los criterios de valoracion fenotipicos incluyen cambios en la morfologia celular a lo largo del tiempo o en la dosis
del tratamiento asi como cambios en los niveles de los componentes celulares, tales como proteinas, lipidos, acidos
nucleicos, hormonas, sacaridos o metales. Las mediciones del estado celular que incluyen pH, estado del ciclo de la
célula, captacion o excrecion de indicadores bioldgicos por la célula, también son criterios de valoracién de interés.

La medicion de la expresion de uno o mas de los genes de la célula después del tratamiento también se usa como
un indicador de la eficacia o fuerza de los inhibidores de una diana. Los genes caracteristicos o los genes que se
sospecha que estan asociados con una patologia, afeccion o fenotipo especifico se miden tanto en células tratadas
como en células no tratadas.

Estudios in vivo

Los sujetos individuales de los estudios in vivo descritos en el presente documento son animales vertebrados de
sangre caliente que incluyen seres humanos.

Ejemplo 18
Aislamiento de ARN

Aislamiento de ARNm poli(A)+
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En algunas realizaciones, el ARNm poli(A)+ se aisla de acuerdo con Miura y col., (Clin. Chem., 1996, 42, 1758-
1764). Otros procedimientos para el aislamiento de ARNm poli(A)+ son rutinarios en la materia. Brevemente, para
células que se cultivan en placas de 96 pocillos, el medio de cultivo se retira de las células y cada pocillo se lava con
PBS frio 200 pl. A cada pocillo se le afiaden 60 ul de tamp6n de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 0,5
M, NP-40 0,5%, complejo vanadil-ribonucledsido 20 mM), la placa se agita suavemente y después se incuba a
temperatura ambiente durante cinco minutos. Cincuenta y cinco (55) pl de lisado se trasfieren a placas de 96 pocillos
revestidas con Oligo d(T) (AGCT Inc., Irvine CA). Las places se incuban durante 60 minutos a temperatura ambiente,
se lavan 3 veces con 200 pl de tampdn de lavado (Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM, NaCl 0,3 M). Después del
lavado final, las placas se secan sobre toallitas de papel para eliminar el exceso de tamp6n de lavado y después se
secan al aire durante 5 minutos. A cada pocillo se le afiaden 60 ul de tampdn de elucién (Tris-HCI 5 mM, pH 7,6),
previamente calentado a 70 °C, la placa se incuba sobre una placa caliente a 90 °C durante 5 minutos y el eluado se
trasfiere después a una placa nueva de 96 pocillos.

Las células cultivadas en placas de 10 mm u otro tipo de placas convencionales pueden tratarse de manera similar
usando volumenes apropiados de todas las soluciones.

Aislamiento de ARN total

El ARN total se aisla usando un kit y tampones RNEASY 9%6™ proporcionados por Qiagen Inc. (Valencia, CA)
siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante. En resumen, para células cultivadas en placas de 96
pocillos, el medio de cultivo se retira de las células y cada pocillo se lava con PBS frio 200 pl. A cada pocillo se le
afiade tampon RLT 150 pl y la placa se agita vigorosamente durante 20 segundos. Después, a cada pocillo se le
afiaden 150 pl de etanol al 70% y el contenido se mezcla plpeteando tres veces hacia arriba y hacia abaJo Después,
las muestras se transfieren a la placa de 96 pocillos RNEASY 96™ conectada a un colector QIAVAC equado con
una bandeja de recogida de residuos y conectada a una fuente de vacio. El vacio se aplica durante 1 minuto. A cada
pocillo de la placa RNEASY 96™ se le afiaden 500 pl de Tampdén RW1 y se incuba durante 15 minutos y se aplica
de nuevo vacio durante 1 minuto. A cada pocillo de la placa RNEASY 96™ se le afiaden otros 500 pl de Tampon
RW1 y se aplica vacio durante 2 minutos. Después, a cada pocillo de la placa RNEASY 96™ se le afiade 1 ml de
Tampoén RPE y se aplica vacio durante un periodo de 90 segundos. Después se repite el Iavado con Tampén RPE y
se aplica vacio durante 3 minutos méas. Después la placa de retira del colector QIAVAC™ y se seca sobre toallitas
de papel. Después la placa se vuelve a conectar al colector QIAVACT equado con una rejilla de tubos de recogida
gue contiene tubos de recogida de 1,2 ml. A continuacién el ARN se eluye pipeteando, en cada pocillo, 140 pl de
agua sin ARNsa, se incuba durante 1 minuto y después se aplica vacio durante 3 minutos.

El pipeteo repetitivo y la etapas de elucién pueden automatizarse usando un Bio-Robot 9604 QIAGEN (Qiagen, Inc.,
Valencia CA). Basicamente, después del lisado de las células en la placa de cultivo, la placa se trasfiere a la
plataforma robética donde se realiza el pipeteo, el tratamiento con DNasa y las etapas de elucién.

Ejemplo 19
Andlisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm diana

En algunas realizaciones, la cuantificacién de los niveles de ARNm diana se realiza por PCR cuantitativa en tiempo
real usando el Sistema de Deteccién de Secuencias ABI PRISM™ 7600, 7700 6 7900 (PE-Applied Biosystems,
Foster City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este es un sistema de deteccién por fluorescencia,
no basado en gel, de tubo cerrado, que permite la cuantificacién de alto rendimiento de los productos de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real. A diferencia de la PCR convencional, en la que los productos de
amplificaciéon se cuantifican después de finalizar la PCR, en la PCR cuantitativa en tiempo real los productos se
cuantifican segun se van acumulando. Esto se consigue incluyendo en la reaccion PCR una sonda oligonucleotidica
gue se hibrida especificamente entre los cebadores directos e inversos de la PCR y que contiene dos colorantes
fluorescentes. Un colorante indicador (por ejemplo FAM o JOE, obtenido a partir de cualquiera de PE-Applied
Biosystems, Foster City, CA, Operon Technologies Inc., Alameda, CA o Integrated DNA Technologies Inc.,
Coralville, IA) se une al extremo 5’ de la sonda y un colorante inactivador (por ejemplo TAMRA, obtenido a partir de
cualquiera de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, Operon Technologies Inc., Alameda, CA o Integrated DNA
Technologies Inc., Coralville, IA) se une al extremo 3’ de la sonda. Cuando la sonda y los colorantes estan intactos,
la emision del colorante indicador se inactiva por la proximidad del colorante inactivador en el extremo 3'. Durante la
amplificacién, la hibridacion de la sonda con la secuencia diana crea un sustrato que puede escindir la actividad 5'-
exonucleasa de la Taq polimerasa. Durante la fase de extension del ciclo de amplificacion de la PCR, la escision de
la sonda por la Taqg polimerasa libera el colorante indicador del resto de la sonda (y por lo tanto del resto inactivador)
y se genera una secuencia fluorescente especifica de secuencia. Con cada ciclo, otras moléculas de colorante
indicadoras se escinden de sus sondas respectivas y la intensidad de fluorescencia se controla a intervalos
regulares por oOptica laser construida en el Sistema de Deteccién de Secuencias ABI PRISM™. En cada ensayo, una
serie de reacciones paralelas que contienen diluciones en serie de ARNm procedente de muestras de control no
tratadas generada una curva patron que se usa para cuantificar el porcentaje de inhibicién después del tratamiento
con oligonucledtidos antisentido de las muestras de ensayo.

Antes del analisis PCR cuantitativo, el conjunto cebador-sonda, especifico para el gen diana a medir, se evalu6 para
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determinar su capacidad de “multiplexarse” con una reaccién de amplificaciéon de GAPDH. En el multiplexado, tanto
el gen diana como el gen patron interno de GAPDH se amplifican normalmente en una sola muestra. En este
andlisis, el ARNm aislado, procedente de células no tratadas, se diluye en serie. Cada dilucion se amplifica en
presencia de conjuntos cebador-sonda, especificos solo para GAPDH, soélo para el gen diana, (“uniplexado”) o para
ambos (multiplexado). Después de la amplificacion por PCR, como una funcion de la dilucion, se generan curvas
patron de GAPDH y de sefial de ARNm diana, a partir de las muestras uniplexadas y multiplexadas. Si tanto la
pendiente como el coeficiente de correlacion de GAPDH vy las sefiales diana, generados a partir de las muestras
multiplexadas, se encuentran dentro del 10% de sus valores correspondientes generados a partir de las muestras
uniplexadas, se considera que el conjunto cebador-sonda especifico para la diana puede multiplexarse. En la
materia también se conocen otros procedimientos de PCR.

Los reactivos RT-PCR se obtienen de Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA). La RT-PCR en tiempo real se
realiza afladiendo 20 pyl de coctel PCR (tampén PCR 2,5x sin MgClz, MgCl; 6,6 mM, 375 UM cada uno de dATP,
dCTP, dCTP y dGTP, 375 nM cada uno de cebador inverso y cebador directo, 125 nM de sonda, 4 Unidades de
inhibidor ARNsa, 1,25 Unidades Taq PLATINUM®, 5 Unidades de transcriptasa inversa MuLV y colorante ROX 2,5x)
a las placas de 96 pocillos que contienen solucion de ARN total 30 pl (20-200 ng). La reaccién a temperatura
ambiente se realiza por incubacién durante 30 minutos a 48 °C. Después de un tiempo de incubacién de 10 minutos
a 95 °C para activar la Taq PLATINUM®), se realizan 40 ciclos de un protocolo PCR en dos etapas: 95 °C durante 15
segundos (desnaturalizacion) seguido de 60 °C durante 1,5 minutos (hibridacién/extension).

En algunas realizaciones, las cantidades del gen diana obtenidas por RT-PCR en tiempo real se normalizan usando
bien el nivel de expresion de GAPDH, un gen cuya expresion es constante o bien cuantificando el ARN total usando
RIBOGREEN™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). La expresion de GAPDH se cuantifica por RT-PCR en tiempo
real, procesandose de manera simultanea con la diana, formando comTpIejos multiples o por separado. El ARN total
se cuantifica usando el reactivo de cuantificacién de ARN RiboGree™ (Molecular Probes, Inc. Eugene, OR). En
Jones, L.J., y col, (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-374) se instruye sobre los procedimientos de
cuantificacion de ARN por RIBOGREEN™

En este ensayo, se pipetean 170 pl de reactivo de trabajo RIBOGREEN™ (reactivo RIBOGREEN™ diluido 1:350 en
Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) en una placa de 96 pocillos que contiene 30 ul de ARN celular, purificado. La
placa se lee en un CytoFluor 4000 (PE Applied Biosystems) con una excitacién a 485 nm y una emision a 530 nm.

Ejemplo 20
Cebadores y sondas especificos de diana

Usando informacién de secuencias publicada, los cebadores y las sondas pueden disefiarse para hibridarse con una
secuencia diana. Por ejemplo, para el PTEN humano, se disefié el siguiente conjunto cebador-sonda usando
informacién de secuencias publicada (nimero de registro GENBANKO U92436.1, SEC ID N° 1).

Cebador directo: AATGGCTAAGTGAAGATGACAATCAT (SEC ID N° 2)

Cebador inverso: TGCACATATCATTACACCAGTTCGT (SEC ID N° 3)

Y la sonda PCR: FAM-TTGCAGCAATTCACTGTAAAGCTGGAAAGG-TAMRA (SEC ID N° 4), en la que FAM es
el colorante fluorescente y TAMRA el colorante inactivador.

Ejemplo 21
Andlisis por transferencia de Western de niveles de proteina diana

Se realizaron andlisis por transferencia de Western (analisis de inmunotransferencia) de manera rutinaria usando
procedimientos convencionales. Después de 16-20 horas de tratamiento con oligonucledtidos las células se
recogieron, se lavaron una vez con PBS, se suspendieron en tampén Laemmli (100 pl/pocillo), se sometieron a
ebullicién durante 5 minutos y se cargaron sobre un gel SDS-PAGE al 16%. Los geles se procesaron durante 1,5
horas a 150 V y se trasfirieron a una membrana para realizar la transferencia de Western. Se usé anticuerpo
primario apropiado dirigido contra una diana, dirigiéndose un anticuerpo secundario radiomarcado o marcado con
fluorescencia contra la especie del anticuerpo primario. Las bandas se visualizaron usando PHOSPHORIMAGER™
(Molecular Dynamics, Sunnyvale CA).
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Ejemplo 22
Efectos de compuestos antisentido dirigidos a PTEN en estudios in vivo

Ratones Balb/c macho de seis semanas de vida (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) recibieron una vez, mediante
inyeccion, oligomeros modificados dirigidos a PTEN a dosis de 3,2, 10, 32 y 100 mg/kg. Los ratones se sacrificaron
64 horas después de la administracion final. Los tejidos hepaticos se homogeneizaron y se cuantificaron los niveles
de ARNm de PTEN usando PCR en tiempo real y reactivo de cuantificacion RIBOGREEN® (Molecular Probes, Inc.
Eugene, OR) de acuerdo con protocolos convencionales. Se determinaron los niveles de ARNm de PTEN con
respecto al ARN total (usando Ribogreen), antes de la normalizacién frente a un control tratado con solucién salina.
A continuaciéon se muestran las actividades relativas de los compuestos antisentido presentandose los resultados
como la media del % de inhibicion de la expresion de ARNm de cada compuesto antisentido, normalizada frente a
un control tratado por inyeccién con solucién salina.

SEC ID N/ Secuencia % de inhibici 6n de PTEN
ISIS N° (dosis mg/kg)
3.2 10 32 100
05/425453 CiUTAGCACTGGCCiU; 7 20 64 93
06/392063 M CITITAGCACTGGCY*CT, 8 71 93 93

Cada grupo de enlace internucledsido es un fosforotioato, cada nucledsido no anotado de otra manera es un 2'-
desoxirribonucleésido, cada M°C es 5-CHs C y los nucleosidos seguidos por un subindice i o 1 se definen de la
siguiente manera:

NS
H,C’S:\ 56
~{ %,
subindice i subindice 1

En los ratones tratados con los oligdmeros antisentido 394425, 411001 y 425453, se midieron los niveles de ALT y
AST. El Centro LabCorp Testing (San Diego, CA) analizo el suero y los niveles séricos de ALT y AST se midieron
con respecto a los ratones a los que se inyecto solucién salina. Los niveles de ALT y AST aproximados se indican en
la siguiente tabla.

SEC ID N°/ Dosis ALT (UIf) AST (UI/) DEsp, Tm°C
ISIS N° (mg/kg)
05/425453 no disponible 20,8 56,3
3,2 26 49
10 28 52
32 23 51
100 22,5 55,5
06/392063 no disponible 7,0 60,5
3.2 9,5 56,75
10 12,5 86,25
32 9,75 81
100 18670,8 27398,5
Solucién salina 14 60,5
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Aunque la anterior memoria descriptiva de la presente invencion se ha descrito con respecto a algunas de sus
realizaciones preferidas y se han expuesto diversos detalles con fines ilustrativos, para los expertos en la materia
sera evidente que la presente invencion sea susceptible a realizaciones adicionales y que algunos de los detalles

descritos en el presente documento puedan variarse considerablemente sin alejarse de los principios basicos de la
presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un nucledsido biciclico que tiene la Férmula I:

T,-0 o Bx
-Tz
Q1
G G
I

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

uno de T1y T2 es H o un grupo protector hidroxilo y el otro de T1y T, es H, un grupo protector hidroxilo o un
grupo reactivo de fosforo;

cada uno de q1 y gz es, independientemente, halégeno, alquilo Ci1-Ci2, alquilo C;-Cs2 sustituido, alquenilo Ci-
Ci2, alquenilo C,-Cq2 sustituido, alquinilo C»-Ci», alquinilo C,-Ci» sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi C1-Ci2
sustituido, 0Ji, SJi1, SOJi, SO2Ji, NJiJz, Ni, CN, C(=0)0Ji, C(=0)NJ1Jz, C(=0)J1, O-C(=0O)NJ1Jz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=0O)NJ1J> 0 N(H)C(=S)NJ1Jy;

0 g1 Y 02 juntos son =C(ds)(a);

cada uno de gs y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C1-C12 0 alquilo C;-Ci2 sustituido; cada
grupo sustituido estd, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes seleccionados
independientemente entre halégeno, alquilo C;1-Cs, alquenilo C»-Cs, alquinilo C2-Cg, OJ1, SJ1, NJ1J2, N3, CN,
C(=0)0J1, C(=0)NJ1J2, C(=0)J;1, O-C(=0)NJ1J2, N(H)C(=0O)NJ1J2 0 N(H)C(=S)NJ1Jz; y

cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Ce, aminoalquilo
C1-Cg 0 un grupo protector,

en el que el grupo reactivo de fésforo es fosforamidita, H-fosfonato, triéster fosfato o un auxiliar quiral que
contiene fésforo.

2. El nucledsido biciclico de la reivindicacion 1, en el que cada uno de i1 y g2 es, independientemente, alquilo C1-Cs
0 alquilo C1-Cs sustituido.

3. El nucleésido biciclico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3, en el que cada uno de g: y g2 es metilo.

4. El nucleésido biciclico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que al menos uno de g1y gz €s un
alquilo C;-Cg sustituido que comprende al menos un grupo sustituyente seleccionado entre OJi, NJ1J> 0 CN, en el
que cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cgs 0 un grupo protector.

5. El nucledsido biciclico de la reivindicacion 1, en el que g1y gz juntos, son =C(qz)(qa).
6. El nucledsido biciclico de la reivindicacion 5, en el que cada uno de gz y g4 es H.

7. El nucleésido biciclico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que T1 es 4,4"-dimetoxitritilo y T» es
diisopropilcianoetoxi fosforamidita.

8. El nucledsido biciclico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que Bx es uracilo, 5-propinil-uracilo,
5-tiazolo-uracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-propinil-citosina, 5-tiazolo-citosina, adenina, guanina, 2,6-
diaminopurina u otra pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida.

9. El nucledsido biciclico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 que tiene la Férmula Il

10. Un compuesto oligomérico que comprende al menos un nucleésido biciclico que tiene la Férmula IlI:
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Ty—O 0 Bx
O-Tq
91
L o
m

en el que independientemente para cada uno de dicho al menos un nucleésido biciclico que tiene la Férmula 1l;

Bx es un resto de base heterociclica;

cada uno de Tz y T4 es, independientemente, un grupo de union de internucledsidos que une el nucleésido
biciclico que tiene la Férmula Il al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union de
internucledsidos que une el nucledsido biciclico que tiene la Férmula Ill al compuesto oligomérico y el otro de
T3y T4 es H, un grupo protector hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5' 6 3';

cada uno de q1 y gz es, independientemente, halégeno, alquilo Ci1-Ci2, alquilo C;-Cs2» sustituido, alquenilo Cz-
Ci12, alquenilo C»-Ci2 sustituido, alquinilo C,-Ci2, alquinilo C,-Cji2 sustituido, alcoxi C;-Cip, alcoxi Ci1-Ciz
sustituido, 0Ji, SJi1, SOJi, SO2Ji, NJiJz, Ni, CN, C(=0)0Ji, C(=0)NJ1Jz, C(=0)J1, O-C(=0O)NJ1Jz,
N(H)C(=NH)NJ1J2, N(H)C(=O)NJI1J2 0 N(H)C(=S)NJ1J>;

0 g1 Y 02 juntos son =C(ds)(a);

cada uno de gz y g4 es, independientemente, H, halégeno, alquilo C;-C12 0 alquilo C;-Ci2 sustituido; cada
grupo sustituido estd, independientemente, mono o polisustituido con grupos de sustituyentes seleccionados
independientemente entre halégeno, alquilo C;1-Cs, alquenilo C»-Cs, alquinilo C2-Cg, OJ1, SJ1, NJ1J2, N3, CN,
C(=0)0J1, C(=0)NJ1Jz, C(=0)J1, O-C(=0O)NJ1J2, N(H)C(=O)NJ1J> 0 N(H)C(=S)NJI1J2; ¥

cada uno de J; y J; es, independientemente, H, alquilo C1-Cs, alquenilo C,-Cs, alquinilo C»-Cs, aminoalquilo
C1-Cg 0 un grupo protector; y

en el que dicho compuesto oligomérico comprende de 8 a aproximadamente 40 nucledsidos unidos,
y en el que la expresion "compuesto oligomérico" se refiere un polimero que tiene al menos una regién que es capaz
de hibridar para dar una molécula de acido nucleico.

11. El compuesto oligomérico de la reivindicacion 10 en el que, independientemente para cada nucledsido biciclico
que tiene la Formula lll, cada uno de g1 y g2 es, independientemente, alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido.

12. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 6 11 en el que, independientemente para
cada nucledsido biciclico que tiene la Férmula 1, cada uno de g1 y g2 es metilo para cada nucleosido biciclico que
tiene la Férmula l1l.

13. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 6 11 en el que, independientemente, para
cada nucledsido biciclico que tiene la Formula 1ll, al menos uno de g1 y g2 es un alquilo C;1-Cs sustituido que
comprende al menos un grupo sustituyente seleccionado entre OJi, NJ1J2 0 CN, en el que cada uno de J1y J, es,
independientemente, H, alquilo C1-Cs 0 un grupo protector.

14. El compuesto oligomérico de la reivindicacion 10, en el que, g1y gz juntos, son =C(gs)(qs) para cada nucleodsido
biciclico que tiene la Férmula I11.

15. El compuesto oligomérico de la reivindicacion 14, en el que cada uno de gs y g4 es H.

16. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15 que comprende al menos un grupo
3’6 5 terminal.

17. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 16 en el que cada grupo de enlace
internucledsido es, independientemente, un fosforodiéster o fosforotioato.

18. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 17 en el que cada nucledsido biciclico
tiene la Férmula 1V:
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19. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18 que comprende al menos una region
de al menos dos nucledésidos biciclicos contiguos que tiene dicha férmula localizada en el extremo 3’ 0 en el extremo
5’ del compuesto oligomérico.

20. El compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 18 que comprende un compuesto
oligomérico abierto que tiene al menos dos regiones, comprendiendo cada regién que tiene dicha férmula, de 1 a
aproximadamente 5 nucledsidos biciclicos contiguos, en el que una de dichas regiones de nucleosidos biciclicos que
tiene dicha féormula se localiza externamente en el extremo 5’ y la otra de dichas regiones se localiza externamente
en el extremo 3' y en el que las dos regiones externas estan separadas por una region interna que comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monomeéricas.

21. El compuesto oligomérico de la reivindicacion 20 en el que esencialmente cada subunidad monomeérica en la
region interna es un B-D-2’-desoxirribonucleésido.

22. Un procedimiento de inhibicién in vitro de la expresion de genes que comprende poner en contacto una 0 mas
células o un tejido con un compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21.

23. Un compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21 para su uso en un procedimiento de
inhibicién in vitro de la expresion de genes, comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto una 0 mas
células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21.

24. Un compuesto oligomérico de una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 21 para su uso en terapia médica.
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