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DESCRIPCION
Nuevos acidos nucleicos artificiales del tipo de enlace N-O con reticulacién.
Campo técnico.

Esta invencion se refiere a analogos de oligonucledtidos, que tienen una actividad antisentido o antigénica estable
excelente, o tienen excelentes actividades como reactivos para la deteccién de genes particulares, o como cebado-
res para la iniciacién de la amplificacion (multiplicacién), o que son Utiles como materiales para diversas sustancias
fisiolégicas y bioactivas y productos farmacéuticos, materiales funcionales para los oligonucleétidos bicatenarios
para el método de interferencia de RNA (RNAi o siRNA) o el método del sefiuelo, materiales funcionales para los
chips de DNA o balizas moleculares que se dirigen a acidos nucleicos monocatenarios tales como cDNA, materiales
funcionales para aplicaciones a diversos métodos antisentido (incluyendo ribozimas y DNAzimas), el método anti-
génico, y recombinacion homoéloga genética, y materiales para el andlisis de alta sensibilidad de componentes bio-
l6gicos traza por combinaciones con sustancias fluorescentes o luminiscentes. La invencién también se refiere a
analogos de nucledsidos que son productos intermedios para la produccion de los analogos de oligonucleodtidos.

Técnica de base.

En 1978 se publico por primera vez que un oligonucleétido antisentido (molécula antisentido) inhibia la infeccién por
el virus de la influenza. Siguieron publicaciones que indicaban que los oligonucleétidos antisentido también inhibian
la expresion de oncogenes y la infeccién de SIDA. Dado que los oligonucleétidos antisentido controlan especifica-
mente la expresion de genes adversos, estos son uno de los campos que han sido mas esperados en los Ultimos
afios.

El método antisentido se basa en el concepto de que el flujo de informacién en el llamado dogma central, es decir,
DNA — ARNm — proteina, se controla usando un oligonucleétido antisentido.

Sin embargo, si un oligonucleétido de DNA o RNA natural se aplicaba como molécula antisentido a este método,
surgia el problema de que era hidrolizado por una enzima in vivo, o de que la permeaciéon de su membrana celular
no era elevada. Para resolver tales problemas, se han sintetizado y estudiado detalladamente numerosos derivados
de acidos nucleicos. Por ejemplo, se han sintetizado fosforotioatos que tienen un a&tomo de oxigeno en el &tomo de
fésforo sustituido con un atomo de azufre, y fosfonatos de metilo que tienen como sustituyente un grupo metilo.
Recientemente, se han sintetizado productos que tienen el dtomo de fosforo también sustituido por un atomo de
carbono, o moléculas que tienen una ribosa convertida en una forma de esqueleto aciclico (F. Eckstein et al, Bio-
chem, 18, 592 (1979); P. S. Miller et al ., Nucleic Acids Res., 11, 5189 (1983); P. Herdewijn et al, J. Chem. Soc.
Perkin Trans 1, 1567 (1993); P. E. Nielsen et al, Science, 254, 1497 (1991)); C. A. Stein y A. M. Krieg (ed) "Applied
Antisense Oligonucleotide Technology", Willy-Liss (1998), y J. J. Toulme et al, Prog. Nucl. Acid Rev. Mol. Biol., 67, 1
(2001)). Biol.., 67, 1 (2001)). EP1152009 (Alkylene Bridged Nucleosides).

Sin embargo, ninguno de los oligonucledtidos artificiales han obtenido nucledsidos y anélogos de oligonucleétidos
totalmente satisfactorios en términos de una capacidad de formacién de daplex o doble hélice con RNA y DNA mo-
nocatenarios, una capacidad de formacion de triplex o triple hélice con DNA bicatenario, estabilidad in vivo, o facili-
dad de sintesis de oligonucledtidos.

Descripcion de la invencidn.
Problemas que ha de resolver lainvencion.

A la luz de las tecnologias convencionales descritas antes, se desea proporcionar un analogo de nucleétido que
atraviese en gran medida la membrana celular in vivo, que experimente una hidrdlisis por enzimas minima, que sea
facil de sintetizar, y que sea Util para el método antisentido, el método antigénico, el método de interferencia de RNA,
el método de recombinacion genética homéloga, y el método del sefiuelo.

Medios para resolver los problemas.

Los autores de la presente invencion disefiaron un analogo de acido nucleico que tiene modificada la parte de azu-
car de un &cido nucleico (es decir, un acido nucleico artificial), que puede ser Gtil como material para diversas sus-
tancias fisiologicas y bioactivas y productos farmacéuticos, un material funcional para oligonucleétidos bicatenarios
para el método de interferencia de RNA (Nature, vol. 411, 494 - 498, 2001) o el método del sefiuelo, un material
funcional para chips de DNA o balizas moleculares dirigidas a &cidos nucleicos monocatenarios tales como cDNA,
un material funcional para aplicaciones a diversos métodos antisentido (incluyendo ribozimas y DNAzimas), el méto-
do antigénico, y el método de recombinaciéon genética homdloga, y un material para el analisis de alta sensibilidad
de los componentes bioldgicos traza mediante combinaciones con sustancias fluorescentes o luminiscentes. Los
inventores sintetizaron el analogo de acido nucleico y confirmaron su utilidad.

Como se describira en detalle mediante los Ejemplos y los Ejemplos experimentales que se ofreceran mas adelante,
se confirmd que un anéalogo de oligonucledtido de DNA o RNA (ll) que contiene una unidad 2. 4'-BNA"® de acido
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nucleico artificial [en la férmula general (1), R1 y Rz son cada uno de ellos hidrégeno, y Rs es hidrégeno o un grupo
metilo], que es un aspecto de la presente invencion, tiene las siguientes excelentes caracteristicas:

Q) Tiene una capacidad muy alta de formacion de doble hélice con una cadena de RNA complementaria.

Siempre que una unidad 2’,4’-BNAN® se introduce en un oligonucledtido de DNA (por modificacion), el valor de Tm
aumenta en 3 a 6 °C. No obstante, hay un pequefio aumento (mejora) en la capacidad de formacién de doble hélice
con una cadena de DNA complementaria. En relacién con esta caracteristica, se presenta un aumento drastico del
valor de Tm (una mejora acusada en la capacidad de formacién de doble hélice) en la afinidad de unién para una
cadena de RNA complementaria, como en el caso de un oligonucleétido de DNA modificado con 2’,4’-BNA. Por otra
parte, el oligonucleétido de DNA modificado con 2’,4-BNA muestra una mejora en la capacidad de formacion de
doble hélice con una cadena de DNA complementaria (tiene el valor de Tm incrementado en 2 a 4 °C por modifica-
cion), en comparacion con un oligonucleétido de DNA no modificado. En cambio, el oligonucleétido de DNA modifi-
cado con 2",4-BNA"® anteriormente mencionado muestra poca mejora en la afinidad de unién para una cadena de
DNA. Asi pues, este oligonucleétido de DNA modificado con 2’,4-BNAN® es muy superior en la afinidad de unién
selectiva para una cadena de RNA.

2 El oligonucledtido de DNA modificado con 2', 4-BNAN® también sobrepasa en la capacidad de formacién de
triple hélice con una cadena de DNA bicatenaria.

Cuando se introduce una unidad 2,4-BNA en un oligonucleétido de DNA, el valor de Tm se elevaen 7a 12 °Cen
la formacion de una triple hélice con una cadena de DNA bicatenario. La formacion de triple hélice requiere selectivi-
dad de secuencia de forma que las secuencias de bases debe estar distinguida estrictamente, y debe efectuarse la
union solamente a una secuencia diana. La diferencia en el valor de Tm del oligonucleétido de DNA modificado con
2',.4-BNAYC con respecto a una secuencia coincidente y una secuencia no coincidente es de 25 ° C o superior. Asi
pues, este oligonucledtido tiene una excelente selectividad de secuencia que sobrepasa la de un oligonucleétido de
DNA natural.

3) La resistencia a la nucleasa es insuperable.

La resistencia a la nucleasa del oligonucleétido modificado con 2" 4-BNANC es mayor que la del oligonucledétido de
DNA natural, pero es mucho mas baja que la del S-oligo (oligonucleétido del tipo fosforotioato). El oligonucleétido
modificado con 2',4-BNA"C de la presente invencion es superior en resistencia a la nucleasa no sélo a la del oligo-
nucledtido modificado 2', 4'-BNA, sino también a la del S-oligo que ha sido altamente evaluado por su excelente
resistencia a la nucleasa. Asi pues, el oligonucleétido modificado con 2',4-BNA"C de la presente invencion tiene la
caracteristica de resistir potentemente la degradacion in vivo.

(4) El enlace N-O contenido en la molécula del acido nucleico artificial 2',4-BNAYC de la presente invencion
puede ser segmentado selectivamente bajo condiciones suaves con el uso de un agente reductor para liberar un
grupo NH y un grupo OH. La unién de una molécula funcional diferente, con el grupo NH o el grupo OH como punto
de afianzamiento, hace que sea facil obtener diversos conjugados, tanto si es antes como después de la preparacion
del andlogo de oligonucledtido. Como grupo funcional diferente son utilizables moléculas de marcaje tales como
moléculas fluorescentes, moléculas quimioluminiscentes, y especies moleculares que contienen atomos de radioiso-
topos, varias moléculas con actividad de incision de DNA (RNA) y péptidos sefial de transferencia intracelular o
nuclear.

Como se describioé anteriormente, los andlogos de oligonucleétidos de DNA o RNA de la presente invencién que
tienen 2', 4-BNAN® modificado en diversas formas, tienen una utilidad muy alta, no s6lo como materiales altamente
funcionales para la creacion de farmacos genéticos por el método antisentido, el método antigénico, el método del
sefiuelo, el método de recombinaciéon genética homéloga, y el método de interferencia de RNA, sino también como
materiales de base para los métodos genéticos de diagndstico, tales como balizas moleculares y chips de DNA, asi
como materiales de partida para el desarrollo de reactivos de investigacion para el andlisis y el esclarecimiento de
funciones génicas.

Breve descripcion del dibujo.

[Fig. 1] Gréfico que muestra los cambios a lo largo del tiempo en un analogo de oligonucleétido (8) de la presente
invencion, y analogos de oligonucledtidos naturales y no naturales, cuando son degradados por exonucleasa, como
las tasas de supervivencia de los oligonucleétidos no degradados por determinacién mediante HPLC.

Realizaciones de lainvencion.

Los analogos de nucleosidos de la presente invencion son un compuesto de la férmula general (I) que sigue, y una
sal del mismo.
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Ry Base

(CHﬂ{NSE (CH2)m ()]

f

Ra

en la que Base representa un grupo heterociclico aromatico o un grupo de anillo de hidrocarburo aromatico que tiene
opcionalmente un sustituyente,

R: y Rz son iguales o diferentes, y representa cada uno de ellos un &tomo de hidrégeno, un grupo protector para un
grupo hidroxilo para la sintesis de acido nucleico, un grupo alquilo, un grupo alquenilo, un grupo cicloalquilo, un
grupo arilo, un grupo aralquilo, un grupo acilo, un grupo sulfonilo, un grupo sililo, un grupo fosfato, un grupo fosfato
protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, o -P(R 4)Rs (en donde R4 y Rs son iguales o
diferentes, y cada uno de ellos representa un grupo hidroxilo, un grupo hidroxilo protegido con un grupo protector
para la sintesis de acido nucleico, un grupo mercapto, un grupo mercapto protegido con un grupo protector para la
sintesis de acido nucleico, un grupo amino, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo alquiltio
que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo cianoalcoxi tiene de 1 a 6 &tomos de carbono, o un grupo amino
sustituido con un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono,

R3 representa un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo alquenilo, un grupo cicloalquilo, un grupo arilo, un
grupo aralquilo, un grupo acilo, un grupo sulfonilo, o un sustituyente de unidad de molécula funcional, y

m indica un nimero entero de 0 a 2, y n indica un nimero entero de 1 a 3.

El analogo de oligonucledtido de la presente invencion es un analogo de oligonucleétido de DNA o de oligonucleéti-
do de RNA que contiene una o dos 0 mas de uno cualquiera o0 mas tipos de estructuras unidad de los analogos de
nucledsido representados por la formula general (Il) que sigue, o una sal farmacolégicamente aceptable del analogo
de oligonucleétido, siempre y cuando si estan contenidos dos o mas de uno o mas tipos de estas estructuras, los
grupos Base pueden ser idénticos o diferentes entre estas estructuras, y de que el enlace entre los correspondientes
nucledsidos en el analogo de oligonucleétido puede contener uno o dos o mas enlaces fosforotioato [-OP (O) (S)O-]
aparte de un enlace fosfodiéster [-OP (O,)O-] idéntico al de un acido nucleico natural,

o Base
o
(CHz), (CHz)m D)
N—\—0O
/
Ry

en donde Base, R1, Rz, Rz, m, y n son como se definieron anteriormente.

En las formulas generales (1) y (I1), el grupo heterociclico aromético como Base se refiere a cualquier grupo de anillo
de 5 miembros a 20 miembros que posee una estructura que tiene el &tomo de carbono, como atomo constituyente
de un anillo de hidrocarburo, sustituido con uno o mas heteroatomos tales como atomos de nitrégeno, atomos de
azufre o atomos de oxigeno, y que muestra aromaticidad, e incluye un anillo Gnico o un anillo condensado. Sus
ejemplos concretos son bases de acido nucleico de pirimidina o purina, y bases de acido nucleico de pirimidina o
purina que tienen opcionalmente uno o mas sustituyentes elegidos entre un grupo a que se describira mas adelante.
Las bases de acidos nucleicos de pirimidina o purina incluyen bases conocidas generalmente como elementos cons-
tituyentes de los acidos nucleicos (por ejemplo, guanina, adenina, citosina, timina, uracilo), y todas las demas estruc-
turas quimicas que son similares a ellos, y que puede actuar como las bases que constituyen los acidos nucleicos, o
puede utilizarse en lugar de ellas. También estan incluidos otros compuestos tales como tiofeno, tiantreno, furano,
pirano, isobenzofurano, cromeno, xanteno, fenoxtina, pirrol, imidazol, pirazol, isotiazol, isoxazol, piridazina, indolizi-
na, indol, isoindol, isoquinoleina, quinoleina, naftiridina, quinoxalina, quinazolina, pteridina, carbazol, fenantridina,
acridina, perimidina, fenazina, fenarsazina, fenotiazina, furazano, fenoxazina, pirrolidina, pirrolina, imidazolidina,
imidazolina, y pirazolidina. Son ejemplos preferidos las bases de acido nucleico de pirimidina (pirimidinicas) o de
purina (purinicas), y bases de acido nucleico de pirimidina o purina que tienen opcionalmente uno o mas sustituyen-
tes elegidos entre el grupo a que se describird a continuacion. Concretamente, se prefiere un grupo purin-9-ilo, un
grupo 2-oxopirimidin-1-ilo, 0 un grupo purin-9-ilo o un grupo 2-oxopirimidin-1-ilo tiene un sustituyente elegido entre el
grupo a que sigue.
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Grupo a: un grupo hidroxilo, un grupo hidroxilo protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico,
un grupo alcoxi que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo mercapto, un grupo mercapto protegido con un
grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo alquiltio que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono, un grupo
amino, un grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo amino sustitui-
do con un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono, un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 &tomos de carbo-
no, y un atomo de halégeno. Un grupo preferido como "la base de acido nucleico de purina que tiene opcionalmente
el sustituyente" es un grupo 6-aminopurin-9-ilo (es decir adeninilo), un grupo 6-aminopurin-9-ilo que tiene el grupo
amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 2,6-diaminopurin-9-ilo, un grupo
2-amino-6-cloropurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-cloropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo
protector para la sintesis del acido nucleico, un grupo 2-amino-6-fluoropurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-fluoropurin-9-
ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis del acido nucleico, un grupo 2-amino-6-
bromopurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-bromopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector
para la sintesis del acido nucleico, un grupo 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo (es decir, guaninilo), un grupo 2-amino-6-
hidroxipurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis del acido nucleico, un
grupo 6-amino-2-metoxipurin-9-ilo, un grupo 6 -amino-2-cloropurin-9-ilo, un grupo 6-amino-2-fluoropurin-9-ilo, un
grupo 2,6-dimetoxipurin-9-ilo, un grupo 2,6-dicloroprolin-2-ilo, o un grupo 6-mercaptopurin-9-ilo. Es mas preferido un
grupo 6-benzoilaminopurin-9-ilo, un grupo adeninilo, un grupo 2-isobutirilamino-6-hidroxipurin-9-ilo, o un grupo gua-
ninilo.

Un grupo preferido como "la base de acido nucleico de pirimidina que tiene opcionalmente el sustituyente" es un
grupo 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, citosinilo), un grupo 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo
que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido nucleico, un grupo 2-oxo-4-
amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo
amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 4-amino-2-oxo-5-cloro-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-metoxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-0x0-4-mercapto-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-hidroxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, uracililo), un grupo 2-oxo-4-hidroxi-
5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, timinilo), o un grupo 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es
decir, 5-metilcitosinilo). Mas preferido es un grupo 2-0xo-4-benzoilamino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo citosinilo,
un grupo timinilo, un grupo uracililo, un grupo 2-oxo-4-benzoilamino-5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 0 un grupo 5-
metilcitosinilo.

Son mas preferidas entre "las bases de acido nucleico de purina o pirimidina que tienen opcionalmente el sustituyen-
te" el grupo el 6-aminopurin-9-ilo (es decir adeninilo), 6-aminopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un
grupo protector para la sintesis de acido nucleico, el grupo 2,6-diaminopurin-9-ilo, 2-amino-6-cloropurin-9-ilo, 2-
amino-6-cloropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico,
2-amino-6-fluoropurin-9-ilo, 2-amino-6-fluoropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector
para la sintesis de &cido nucleico, 2-amino-6-bromopurin-9-ilo, 2-amino-6-bromopurin-9-ilo que tiene el grupo amino
protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo (es decir, guaninilo),
2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido
nucleico, 6-amino-2-metoxipurin-9-ilo, 6-amino-2-cloropurin-9-ilo, 6-amino-2-fluoropurin-9-ilo, 2,6-dimetoxipurin-9-ilo,
2,6-dicloropurin-2-ilo, 6-mercaptopurin-9-ilo, 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, citosinilo), 2-oxo-4-
amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido
nucleico, 2-oxo-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-0xo0-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene
el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 4-amino-2-0xo-5-cloro -1,2-
dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-metoxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-mercapto-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo -4-
hidroxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, uracililo), 2-oxo-4-hidroxi-5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, timini-
lo), 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, 5-metilcitosinilo), o 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico.

En las formulas generales (1) y (Il), el grupo de anillo hidrocarburo aromatico como Base se refiere a un sustituyente
monovalente formado eliminando un atomo de hidrégeno de un anillo de hidrocarburo que tiene de 6 a 20 atomos de
carbono y que muestra aromaticidad, e incluye un anillo simple o un anillo condensado. Son ejemplos concretos el
fenilo, indenilo, naftilo, pentalenilo, azulenilo, heptalenilo, bifenilenilo, indacenilo, fluorenilo, fenantrilo, y antrilo. Cual-
quier otra estructura que pueda ser utilizada alternativamente como la porcién de base del componente de &cido
nucleico para los fines de la presente invencion, esta también incluida en los ejemplos. Ademas, el anillo de hidro-
carburo aromatico puede estar sustituido con uno o mas grupos, tales como un grupo hidroxilo, un grupo hidroxilo
protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo amino, un grupo amino protegido con
un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un atomo de halégeno, un grupo alquilo inferior, un grupo al-
coxi, un grupo carboxilo, un grupo ariloxi, un grupo nitro, un grupo trifluorometilo, y un grupo fenilo. Son ejemplos de
tal grupo hidrocarburo aromatico opcionalmente sustituido el 4-hidroxifenilo, 2-hidroxifenilo, 4 aminofenilo, 2 amino-
fenilo, 2-metilfenilo, 2,6-dimetilfenilo, 2-clorofenilo, 4-clorofenilo, 2,4 diclorofenilo, 2,5-diclorofenilo, 2-bromofenilo, 4-
metoxifenilo, 4-cloro-2-nitrofenilo, 4 nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo y bifenilo. Ejemplos preferidos del grupo de anillo de
hidrocarburo aromético opcionalmente sustituido son un grupo fenilo, y un grupo fenilo sustituido con un grupo
hidroxilo, un grupo hidroxilo protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo amino, un
grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo alcoxi inferior, o un grupo
nitro.
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En la féormula general (1) o (Il), el "grupo protector para un grupo hidroxilo para la sintesis de &cido nucleico" como R;
y R, y el grupo protector en el grupo "hidroxilo protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico"
como R4y Rs y en el grupo a, no estan limitados siempre y cuando puedan proteger el grupo hidroxilo de manera
estable durante la sintesis de &cido nucleico. Concretamente, se refieren a grupos protectores que son estables bajo
condiciones acidas o neutras, y que pueden ser segmentados por un método quimico tal como hidrogenolisis, hidré-
lisis, electrolisis o fotolisis.

Ejemplos de tales grupos protectores son los “grupos acilo alifaticos”, por ejemplo, grupos alquilcarbonilo, tales como
formilo, acetilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, pentanoilo, pivaloilo, valerilo, isovalerilo, octanoilo, nonanoilo, decanoi-
lo, 3-metilnonanoilo, 8-metilnonanoilo, 3-etiloctanoilo, 3,7-dimetiloctanoilo, undecanoilo, dodecanoilo, tridecanoilo,
tetradecanoilo, pentadecanoilo, hexadecanoilo, 1-metilpentadecanoilo, 14-metilpentadecanoilo, 13,13-
dimetiltetradecanoilo, heptadecanoilo, 15-metilhexadecanoilo, octadecanoilo, 1-metilheptadecanoilo, nonadecanoilo,
eicosanoil, y heneicosanoilo, grupos alquilcarbonilo carboxilados tales como succinoilo, glutaroilo y adipoilo, grupos
halogenados alquilcarbonilo inferior tales como cloroacetilo, dicloroacetilo, tricloroacetilo y trifluoroacetilo, grupos
alcoxi inferior alquilcarbonilo inferior tales como metoxiacetilo, y grupos alquilcarbonilo insaturado tales como (E)-2-
metil-2-butenoilo; "grupos alquilo inferior", tales como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, s-butilo,
terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, 2 metilbutilo, neopentilo, 1-etilpropilo, n-hexilo, isohexilo, 4-metilpentilo, 3-
metilpentilo, 2-metilpentilo, 1-metilpentilo, 3,3,-dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 1,1-dimetilbutilo, 1,2-dimetilbutilo, 1,3
dimetilbutilo, 2,3 dimetilbutilo y 2-etilbutilo; "grupos alquenilo inferior" tales como etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-
metil-2-propenilo, 1-metil-1-propenilo, 2-metil-1-propenilo, 2-metil-2-propenilo, 2-etil-2-propenilo, 1-butenilo, 2-
butenilo, 1-metil-2-butenilo, 1-metil-1-butenilo, 3-metil-2-butenilo, 1-etil-2-butenilo, 3-butenilo, 1-metil-3-butenilo, 2-
metil-3-butenilo, 1-etil-3-butenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 1-metil-2-pentenilo, 2-metil-2-pentenilo, 3 pentenilo, 1-
metil-3-pentenilo, 2-metil-3-pentenilo, 4 pentenilo, 1-metil-4-pentenilo, 2-metil-4-pentenilo, 1-hexenilo, 2 hexenilo, 3
hexenilo, 4 hexenilo, y 5-hexenilo; "grupos acilo aromaticos", por ejemplo, grupos arilcarbonilo tales como benzoilo,
a-naftoilo, y B-naftoilo, grupos halogenoarilcarbonilo tales como 2-bromobenzoilo y 4 clorobenzoilo, grupos arilcar-
bonilo alquilados con alquilo inferior tales como 2,4,6-trimetilbenzoilo y 4 toluoilo, grupos arilcarbonilo alcoxilados
con alcoxi inferior tales como 4-anisoilo, grupos arilcarbonilo carboxilados tales como 2-carboxibenzoilo, 3-
carboxibenzoilo, y 4-carboxibenzoilo, grupos arilcarbonilo nitrado tales como 4-nitrobenzoilo y 2 nitrobenzoilo, gru-
pos arilcarbonilo alcoxi inferior carbonilados tales como 2-(metoxicarbonil) benzoilo, y grupos arilcarbonilo arilados
tales como 4-fenilbenzoilo; "grupos tetrahidropiranilo o tetrahidrotiopiranilo” tales como tetrahidropiran-2-ilo, 3-
bromotetrahidropiran-2-ilo, 4-metoxitetrahidropiran-4-ilo, tetrahidrotiopiran-4-ilo, y 4-metoxitetrahidrotiopiran-4-ilo;
“grupos tetrahidrofuranilo o tetrahidrotiofuranilo” tales como tetrahidrofuran-2-ilo y tetrahidrotiofuran-2-ilo; "grupos
sililo”, por ejemplo, grupos trialquilo inferior sillo tales como trimetilsililo, trietilsililo, isopropildimetilsililo, t-
butildimetilsililo, metildiisopropilsililo, metildi-t-butilsililo, y triisopropilsililo, grupos alquilo inferior sililo sustituido con
uno o dos grupos arilo, tales como difenilmetilsililo, difenilbutilsililo, difenilisopropilsililo, y fenildiisopropilsililo; "grupos
alcoxi inferior metilo" tales como metoximetilo, 1,1-dimetil-1-metoximetilo, etoximetilo, propoximetilo, isopropoximeti-
lo, butoximetilo, y terc-butoximetilo; "grupos alcoxi inferior metilo alcoxilados con alcoxi inferior" tales como 2-
metoxietoximetilo; "grupos halégeno alcoxi inferior metilo" tales como 2,2,2-tricloroetoximetilo y bis (2-cloroetoxi)
metilo; "grupos etilo alcoxilado con alcoxi inferior" tales como 1-etoxietilo y 1-(isopropoxi) etilo; "grupos etilo haloge-
nado", tales como 2,2,2-tricloroetilo; "grupos metilo sustituido con uno a tres grupos arilo" tales como bencilo, o-
naftilmetilo, B-naftilmetilo, difenilmetilo, trifenilmetilo, a-naftildifenilmetilo y 9-antrilmetilo; "grupos metilo sustituido con
uno a tres grupos arilo que tienen un anillo arilo sustituido con un alquilo inferior, alcoxi inferior, halégeno, o grupo
ciano", tales como 4-metilbencilo, 2,4,6 -trimetilbencilo, 3,4,5-trimetilbencilo, 4-metoxibencilo, 4-
metoxifenildifenilmetilo, 4,4 '-dimetoxitrifenilmetilo, 2-nitrobencilo, 4-nitrobencilo, 4-clorobencilo, 4-bromobencilo, y 4-
cianobencilo; "grupos alcoxi inferior carbonilo”, tales como metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo, isobu-
toxicarbonilo; "grupos arilo sustituidos con un atomo de halégeno, un grupo alcoxi inferior, o un grupo nitro", tales
como 4-clorofenilo, 2-fluorofenilo, 4-metoxifenilo, 4-nitrofenilo y 2,4-dinitrofenilo; "grupos alcoxi inferior carbonilo
sustituido con halégeno o un grupo trialquilo inferior sililo", tal como 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo y 2-
trimetilsililetoxicarbonilo; "grupos alqueniloxicarbonilo” tales como viniloxicarbonilo y ariloxicarbonilo, y "grupos aral-
quiloxicarbonilo que tienen un anillo arilo opcionalmente sustituido con uno o dos grupos alcoxi inferior o nitro", tales
como benciloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, 3,4-dimetoxibenciloxicarbonilo, 2-nitrobenciloxicarbonilo, y 4-
nitrobenciloxicarbonilo.

El "grupo protector para un grupo hidroxilo para la sintesis de acido nucleico”, como R; y R», es preferentemente el
"grupo acilo alifatico”, el "grupo acilo aromatico", el "grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo", el "grupo
metilo sustituido con uno a tres grupos arilo que tiene un anillo arilo sustituido con un grupo alquilo inferior, alcoxi
inferior, halégeno, o ciano”, o el "grupo sililo", mas preferentemente un grupo acetilo, un grupo benzoilo, un grupo
bencilo, un grupo p-metoxibenzoilo, un grupo dimetoxitritilo, un grupo monometoxitritilo, o un grupo terc-
butildifenilsililo. El grupo protector en el "grupo hidroxilo protegido con un grupo protector para la sintesis de acido
nucleico”, como R4, Rs, R ¥y R7 y en el grupo a, es preferentemente el "grupo acilo alifatico”, el "grupo acilo aromati-
co", el "grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo", el "grupo arilo sustituido con un atomo de halégeno, un
grupo alcoxi inferior o un grupo nitro", el "grupo alquilo inferior", o el "grupo alquenilo inferior", mas preferentemente
un grupo benzoilo, un grupo bencilo, un grupo 2-clorofenilo, un grupo 4-clorofenilo, o un grupo 2-propenilo.

En la férmula general (1) o (Il), el "grupo alquilo”, como R1, Rz y Rs, se refiere a un grupo alquilo de cadena lineal o
de cadena ramificada que tiene de 1 a 20 atomos de carbono, e incluye un grupo alquilo de cadena lineal o de cade-
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na ramificada que tiene de 1 a 6 4tomos de carbono (un grupo alquilo asi puede referirse en el presente texto a un
grupo alquilo inferior), tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, s-butilo, terc-butilo, n-pentilo,
isopentilo, 2-metilbutilo, neopentilo, 1-etilpropilo, n-hexilo, isohexilo, 4-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-metilpentilo, 1-
metilpentilo, 3,3,-dimetilbutilo, 2,2-dimetilbutilo, 1,1-dimetilbutilo, 1,2-dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2,3-dimetilbutilo, o
2-etilbutilo. El grupo alquilo incluye también un grupo alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada que tiene de 7
a 20 atomos de carbono, tal como heptilo, octilo, nonilo o decilo. Se prefiere el mencionado grupo alquilo de cadena
lineal o de cadena ramificada que tiene de 1 a 6 &tomos de carbono.

En la férmula general (1) o (ll), el "grupo alquenilo”, como Ri, Rz ¥ Rs, se refiere a un grupo alquenilo de cadena
lineal o de cadena ramificada que tiene de 2 a 20 atomos de carbono, e incluye un grupo alquenilo de cadena lineal
o de cadena ramificada que tiene de 2 a 6 atomos de carbono (tal grupo alquenilo puede referirse en el presente
texto a un grupo alquenilo inferior), tal como etenilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-metil-2-propenilo, 1-metil-1-propenilo,
2-metil-1-propenilo, 2-metil-2-propenilo, 2-etil-2-propenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 1-metil-2-butenilo, 1-metil-1-
butenilo, 3-metil-2-butenilo, 1-etil-2-butenilo, 3 butenilo, 1-metil-3-butenilo, 2-metil-3-butenilo, 1-etil-3-butenilo, 1-
pentenilo, 2-pentenilo, 1-metil-2-pentenilo, 2-metil-2-pentenilo, 3 pentenilo, 1-metil-3-pentenilo, 2-metil-3-pentenilo, 4
pentenilo, 1-metil- 4-pentenilo, 2-metil-4-pentenilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 4-hexenilo y 5-hexenilo. El
grupo alquenilo incluye también geranilo y farnesilo, y es preferentemente el anteriormente mencionado grupo al-
quenilo o de cadena lineal o de cadena ramificada que tiene de 2 a 6 atomos de carbono.

En la formula general (1) o (Il), el "grupo cicloalquilo”, como R1, Rz y Rs, se refiere a un grupo cicloalquilo que tiene
de 3 a 10 atomos de carbono, e incluye, por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo,
ciclooctilo, norbornilo, y adamantilo. Se prefiere un grupo cicloalquilo que tiene de 3 a 8 &tomos de carbono, tal como
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, o ciclooctilo. El "grupo cicloalquilo” incluye también un
grupo heterociclico en el que uno o méas grupos metileno en el anillo del grupo cicloalquilo han sido sustituidos con
atomos de oxigeno o atomos de azufre, o atomos de nitrdgeno sustituido con un grupo alquilo. Un ejemplo de grupo
heterociclico es un grupo tetrahidropiranilo.

En la formula general (1) o (l1), el "grupo arilo", como R1, Rz y Rs, se refiere a un sustituyente monovalente que tiene
de 6 a 14 4tomos de carbono que permanece después de eliminar un atomo de hidrégeno de un grupo hidrocarburo
aromatico, e incluye, por ejemplo, fenilo, indenilo, naftilo, fenantrenilo, y antracenilo. El grupo arilo puede estar susti-
tuido con uno o0 mas grupos, tales como un atomo de halégeno, un grupo alquilo inferior, un grupo hidroxilo, un gru-
po alcoxi, un grupo ariloxi, un grupo amino, un grupo nitro, trifluorometilo, y un grupo fenilo. Ejemplos del grupo arilo
opcionalmente sustituido son 2-metilfenilo, 2,6-dimetilfenilo, 2-clorofenilo, 4-clorofenilo, 2,4 diclorofenilo, 2,5 dicloro-
fenilo, 2-bromofenilo, 4 metoxifenilo, 4-cloro-2-nitrofenilo, 4-nitrofenilo, 2,4-dinitrofenilo y bifenilo. Los ejemplos prefe-
ridos son un grupo fenilo, y un grupo fenilo sustituido con un a&tomo de halégeno, un grupo alcoxi inferior, o un grupo
nitro.

En la formula general (1) o (ll), el "grupo aralquilo”, como R1, Rz y Rs, se refiere a un grupo alquilo que tiene de 1 a 6
atomos de carbono que ha sido sustituido con un grupo arilo. Ejemplos del grupo aralquilo son "grupos metilo susti-
tuidos con uno a tres grupos arilo", tal como bencilo, a-naftiimetilo, B-naftiimetilo, indenilmetilo, fenantrenilmetilo,
antracenilmetilo, difenilmetilo, trifenilmetilo, a-naftildifenilmetilo, y 9-antrilmetilo, y "grupos metilo sustituidos con uno
a tres grupos arilo que tienen un anillo arilo sustituido con un grupo alquilo inferior, alcoxi inferior, halégeno, o ciano”,
tal como 4-metilbencilo, 2,4,6-trimetilbencilo, 3,4,5-trimetilbencilo, 4-metoxibencilo, 4-metoxifenildifenilmetilo, 4,4'-
dimetoxitrifenil metilo, 2-nitrobencilo, 4-nitrobencilo, 4-clorobencilo, 4-bromobencilo, y 4-cianobencilo. Otros ejemplos
incluyen "grupos alquilo que tienen de 3 a 6 4tomos de carbono sustituidos con un grupo arilo", tales como 1-fenetilo,
2-fenetilo, 1-naftiletilo, 2 naftiletilo, 1-fenilpropilo, 2-fenilpropilo, 3-fenilpropilo, 1-naftilpropilo, 2-naftilpropilo, 3-
naftilpropilo, 1-fenilbutilo, 2-fenilbutilo, 3-fenilbutilo, 4-fenilbutilo, 1-naftilbutilo, 2-naftilbutilo, 3-naftilbutilo, 4-naftilbutilo,
1-fenilpentilo, 2-fenilpentilo, 3-fenilpentilo, 4-fenilpentilo, 5-fenilpentilo, 1-naftilpentilo, 2-naftilpentilo, 3-naftilpentilo, 4-
naftilpentilo, 5-naftilpentilo, 1-fenilhexilo, 2-fenilhexilo, 3-fenilhexilo, 4-fenilhexilo, 5 fenilhexilo, 6-fenilhexilo, 1-
naftilpentilo, 2-naftilpentilo, 3-naftilpentilo, 4-naftilpentilo, 5-naftilpentilo y 6-naftilpentilo. Son ejemplos preferidos los
"grupos metilo sustituidos con uno a tres grupos arilo", y los "grupos metilo sustituido con uno a tres grupos arilo que
tienen un anillo de arilo sustituido con un grupo alquilo inferior, alcoxi inferior, halégeno, o ciano”. Son ejemplos mas
preferidos el 4-metoxifenildifenilmetilo, y el 4,4 '-dimetoxitrifenilmetilo.

Ejemplos del "grupo acrilo”, como Ri, Rz y R3 en la férmula general (1) o (Il), son "grupos acilo alifaticos”, por ejem-
plo, grupos alquilcarbonilo, tales como formilo, acetilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, pentanoilo, pivaloilo, valerilo,
isovalerilo, octanoilo, nonanoilo, decanoilo, 3-metilnonanoilo, 8-metilnonanoilo, 3-etiloctanoilo, 3,7-dimetiloctanoilo,
undecanoilo, dodecanoilo, tridecanoilo, tetradecanoilo, pentadecanoilo, hexadecanoilo, 1-metilpentadecanoilo, 14-
metilpentadecanoilo, 13,13 dimetiltetradecanoilo, heptadecanoilo, 15 metilhexadecanoilo, octadecanoilo, 1-
metilheptadecanoilo, nonadecanoilo, eicosanoilo, y heneicosanoilo, grupos alquilcarbonilo carboxilados tales como
succinoilo, glutaroilo, y adipoilo, grupos halo alquilo inferior carbonilo tales como cloroacetilo, dicloroacetilo, triclo-
roacetilo, y trifluoroacetilo, grupos alcoxi inferior alquilo inferior carbonilo, tales como metoxiacetilo, grupos ariloxi
alquilo inferior carbonilo tales como un grupo fenoxiacetilo, y grupos alquilo insaturado carbonilo tales como (E)-2-
metil-2-butenoilo; y "grupos acilo aromaticos”, por ejemplo, grupos arilcarbonilo tales como benzoilo, a-naftoilo y -
naftoilo, y grupos haloarilcarbonilo tales como 2-bromobenzoilo y 4 clorobenzoilo, grupos arilcarbonilo alquilados con
alquilo inferior tales como 2,4,6-trimetilbenzoilo y 4-toluoilo, grupos arilcarbonilo alcoxilados con alcoxi inferior tales
como 4-anisoilo, grupos arilcarbonilo carboxilado tales como 2-carboxibenzoilo, 3-carboxibenzoilo, y 4-
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carboxibenzoilo, grupos arilcarbonilo nitrado tales como 4-nitrobenzoilo y 2 nitrobenzoilo, grupos arilcarbonilo alcoxi
inferior carbonilado tales como 2-(metoxicarbonil) benzoilo, y grupos arilcarbonilo arilados tales como 4-
fenilbenzoilo. Son ejemplos preferidos los grupos formilo, acetilo, propionilo, butirilo, isobutirilo, pentanoilo, pivaloilo,
benzoilo, y fenoxiacetilo.

Como "grupo sulfonilo”, como Ri, Rz y Rs, en la féormula general (I) o (Il), pueden mencionarse los "grupos sulfonilo
alifaticos", por ejemplo, grupos sulfonilo sustituidos con un grupo alquilo de cadena lineal o de cadena ramificada
gue tienen de 1 a 6 atomos de carbono, tales como metanosulfonilo y etanosulfonilo, y los "grupos sulfonilo aromati-
cos", por ejemplo, grupos sulfonilo sustituidos con diversos grupos arilo, tales como bencenosulfonilo y p-
toluenosulfonilo. Los ejemplos preferidos son metanosulfonilo y p-toluenosulfonilo.

Como "grupo sililo", como Ri1, Rz y Rs, en la férmula general (1) o (Il), pueden mencionarse "grupos trialquilo inferior
sililo" tales como trimetilsililo, trietilsililo, isopropildimetilsililo, terc-butildimetilsililo, metildiisopropilsililo, metildi-terc-
butilsililo, y triisopropilsililo, "grupos alquilo inferior sililo sustituido con uno o dos grupos arilo”, tales como difenilme-
tilsililo, terc-butildifenilbutilsililo, difenilisopropilsililo, y fenildiisopropilsililo. Son ejemplos preferidos el trimetilsililo,
trietilsililo, triisopropilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo. Un ejemplo mas preferido es trimetilsililo.

En la férmula general (I) o (Il), el "grupo protector" en el "grupo fosfato protegido con un grupo protector para la
sintesis de acido nucleico" como R; y Rz no esta limitado, siempre y cuando pueda proteger establemente el grupo
fosfato durante la sintesis del acido nucleico. Concretamente, se refiere a un grupo protector que es estable en con-
diciones acidas o neutras, y que puede ser segmentado por un método quimico tal como hidrogenolisis, hidrélisis,
electrolisis, o fotolisis. Son ejemplos de tal grupo protector "grupos alquilo inferior”, tal como metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, isobutilo, s-butilo, terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, 2 metilbutilo, neopentilo, 1-etilpropilo, n-hexilo,
isohexilo, 4-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-metilpentilo, 1-metilpentilo, 3,3,-dimetilbutilo, 2,2 dimetilbutilo, 1,1 dimetilbu-
tilo, 1,2-dimetilbutilo, 1,3-dimetilbutilo, 2,3 dimetilbutilo, y 2-etilbutilo; "grupos alquilo inferior cianados”, tal es como 2-
cianoetilo, y 2-ciano-1,1-dimetiletilo; "grupos etilo sustituidos con un grupo sililo", tales como 2-metildifenilsililetilo, 2-
trimetilsililetilo, y 2-trifenilsililetilo; "grupos alquilo inferior halogenado”, tales como 2,2,2-tricloroetilo, 2,2,2 tribromoeti-
lo, 2,2,2-trifluoroetilo, y 2,2,2-tricloro-1,1-dimetiletilo; "grupos alquenilo inferior", tales como etenilo, 1-propenilo, 2-
propenilo, 1-metil-2-propenilo, 1-metil-1-propenilo, 2-metil-2-propenilo, 2-etil-2-propenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 1-
metil-2-butenilo, 1-metil-1-butenilo, 3-metil-2-butenilo, 1-etil-2-butenilo, 3-butenilo, 1-metil-3-butenilo, 2-metil-3-
butenilo, 1-etil-3-butenilo, 1 pentenilo, 2-pentenilo, 1-metil-2-pentenilo, 2-metil-2-pentenilo, 3-pentenilo, 1-metil-3-
pentenilo, 2-metil-3-pentenilo, 4-pentenilo, 1-metil-4-pentenilo, 2-metil-4-pentenilo, 1-hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo,
4-hexenilo, y 5-hexenilo; "grupos cicloalquilo”, tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclohepti-
lo, norbornilo, y adamantilo; "grupos alquenilo inferior cianados", tales como 2-cianobutenilo; "grupos aralquilo", tales
como bencilo, a-naftiimetilo, B-naftiimetilo, indenilmetilo, fenantrenilmetilo, antracenilmetilo, difenilmetilo, trifenilmetilo,
1-fenetilo, 2-fenetilo, 1-naftiletilo, 2-natftiletilo, 1-fenilpropilo, 2-fenilpropilo, 3-fenilpropilo, 1-naftilpropilo, 2-naftilpropilo,
3-naftilpropilo, 1-fenilbutilo, 2-fenilbutilo, 3-fenilbutilo, 4-fenilbutilo, 1-naftilbutilo, 2-naftilbutilo, 3-naftilbutilo, 4-
naftilbutilo, 1-fenilpentilo, 2-fenilpentilo, 3-fenilpentilo, 4-fenilpentilo, 5-fenilpentilo, 1-naftilpentilo, 2-naftilpentilo, 3-
naftilpentilo, 4-naftilpentilo, 5-naftilpentilo, 1-fenilhexilo, 2-fenilhexilo, 3-fenilhexilo, 4-fenilhexilo, 5-fenilhexilo, 6-
fenilhexilo, 1-naftilpentilo, 2-naftilpentilo, 3-naftilpentilo, 4-naftilpentilo, 5-naftilpentilo, y 6-naftilpentilo; "grupos aralqui-
lo que tienen un anillo de arilo sustituido con un grupo nitro o un atomo de halégeno", tales como 4-clorobencilo, 2 -
(4-nitrofenil) etilo, o-nitrobencilo, 4-nitrobencilo, 2,4 dinitrobencilo, y 4-cloro-2-nitrobencilo; "grupos arilo", tales como
fenilo, indenilo, naftilo, fenantrenilo, y antracenilo; y "grupos arilo sustituidos con un grupo alquilo inferior, un atomo
de halégeno, o un grupo nitro", tales como 2-metilfenilo, 2,6-dimetilfenilo, 2-clorofenilo, 4-clorofenilo, 2,4-diclorofenilo,
2,5-diclorofenilo, 2-bromofenilo, 4-nitrofenilo y 4-cloro-2-nitrofenilo. Son ejemplos preferidos los "grupos alquilo infe-
rior", "grupos alquilo inferior sustituido con un grupo ciano”, "grupos aralquilo”, "grupos aralquilo que tienen un anillo
de arilo sustituido con un grupo nitro o un atomo de halégeno”, o "grupos arilo sustituidos con un grupo alquilo infe-
rior, un atomo de halégeno, o un grupo nitro". Un ejemplo mas preferido es un grupo 2-cianoetilo, un grupo 2,2,2-
tricloroetilo, un grupo bencilo, un grupo 2-clorofenilo, o un grupo 4-clorofenilo.

En la formula general (1) o (l1), el "sustituyente de unidad de molécula funcional " como Rz incluye moléculas de mar-
caje (por ejemplo, moléculas fluorescentes, moléculas quimioluminiscentes, y especies moleculares que contienen
atomos de radioisétopos), moléculas con actividad de incision de DNA o RNA, vy péptidos sefial de transferencia
intracelular o nuclear.

En la férmula general (1) o (), el grupo protector en "el grupo mercapto protegido con un grupo protector para la
sintesis de acido nucleico" como R4 y Rs y en el grupo a, no esté limitado, siempre y cuando pueda proteger esta-
blemente el grupo mercapto durante la sintesis del acido nucleico. Concretamente, se refiere a un grupo protector
gue es estable bajo condiciones acidas o neutras, y que puede ser segmentado por un método quimico tal como
hidrogenolisis, hidrdlisis, electrdlisis o fotolisis. Los ejemplos de tal grupo protector son los mencionados anterior-
mente como grupo protector para el grupo hidroxilo, asi como " grupos formadores de disulfuro”, por ejemplo, grupos
alquiltio tales como metiltio, etiltio, y terc-butiltio y grupos ariltio, tales como benciltio. Los ejemplos preferidos son
"grupos acilo alifaticos" o "grupos acilo aromaticos". Son ejemplos mas preferidos un grupo benzoilo y un grupo
bencilo.
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Ejemplos de "grupo alcoxi que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono" como R4y Rs y en el grupo a en la férmula general
() o (I), son metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, isobutoxi, s-butoxi, terc-butoxi, y n-pentoxi. Un ejemplo
preferido es un grupo metoxi o etoxi.

Ejemplos de "grupo alquiltio que tiene de 1 a 5 atomos de carbono” como R4y Rs y en el grupo a en la formula gene-
ral (1) o (II) son metiltio, etiltio, propiltio, isopropiltio, butiltio, isobutiltio, s-bultiltio, terc-butiltio, pentiltio y n-pentiltio. Un
ejemplo preferido es el grupo metiltio o etiltio.

Ejemplos de "grupo cianoalcoxi tiene de 1 a 6 atomos de carbono” como R4 y Rs en la férmula general (1) o (II) son
los anteriores "grupos alcoxi que tienen de 1 a 5 atomos de carbono" que han sido sustituidos con un grupo ciano.
Tales grupos son, por ejemplo, cianometoxi, 2-cianoetoxi, 3-cianopropoxi, 4-cianobutoxi, 3-ciano-2-metilpropoxi, y 1-
cianometil-1,1-dimetilmetoxi. Un ejemplo preferido es el grupo 2-cianoetoxi.

Ejemplos de "grupo amino sustituido con un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono”, como Rsy Rs y en
el grupo a en la formula general (1) o (Il), son los grupos metilamino, etilamino, propilamino, isopropilamino, butilami-
no, isobutilamino, s-butilamino, terc-butilamino, dimetilamino, dietilamino, dipropilamino, diisopropilamino, dibutilami-
no, diisobutilamino, di (s-butil) amino, y di (terc-butil) amino. Un ejemplo preferido es el grupo metilamino, etilamino,
dimetilamino, dietilamino, o diisopropilamino.

Como "grupo alquilo tiene de 1 a 5 atomos de carbono" en el grupo a, se puede mencionar, por ejemplo, metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, s-butilo, terc-butilo, y n- pentilo. Un ejemplo preferido es un grupo metilo o
etilo.

Como "atomo de halégeno" en el grupo a, se puede mencionar, por ejemplo, un atomo de flor, un atomo de cloro,
un atomo de bromo y un atomo de yodo, Un ejemplo preferido es un atomo de fltor o un atomo de cloro.

El "grupo fosforoamidita”" se refiere a un grupo de formula -P (OR1a) (NR1p) (€n la que Ria representa un grupo alqui-
lo que tiene 1 o méas atomos de carbono o un grupo cianoalquilo que tiene de 1 a 7 &tomos de carbono, y Rip, repre-
senta un grupo alquilo que tiene de 1 a 6 atomos de carbono). Un ejemplo preferido es un grupo de férmula -P
(OC2H4CN) (N (i-Pr)2) o un grupo de la férmula -P (OCHs) (N (i-Pr)2).

El grupo protector en el "grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico" en el gru-
po a no esta limitado, siempre y cuando pueda proteger establemente el grupo amino durante la sintesis del acido
nucleico. Concretamente, se refiere a un grupo protector que es estable bajo condiciones acidas o neutras, y que
puede ser segmentado por un método quimico tal como hidrogenolisis, hidrolisis, electrdlisis o fotolisis. Son ejemplos
de tal grupo protector los "grupos acilo alifaticos”, por ejemplo, grupos alquilcarbonilo, tales como formilo, acetilo,
propionilo, butirilo, isobutirilo, pentanoilo, pivaloilo, valerilo, isovalerilo, octanoilo, nonanoilo, decanoilo, 3-
metilnonanoilo, 8-metilnonanoilo, 3-etiloctanoilo, 3,7-dimetiloctanoilo, undecanoilo, dodecanoilo, tridecanoilo, tetra-
decanoilo, pentadecanoilo, hexadecanoilo, 1-metilpentadecanoilo, 14-metilpentadecanoilo, 13,13-
dimetiltetradecanoilo, heptadecanoilo, 15-metilhexadecanoilo, octadecanoilo, 1-metilheptadecanoilo, honadecanoilo,
eicosanoilo, heneicosanoilo, y grupos alquilcarbonilo carboxilados tales como succinoilo, glutaroilo, y adipoilo, gru-
pos halo alquilo inferior carbonilo tales como cloroacetilo, dicloroacetilo, tricloroacetilo, y trifluoroacetilo, grupos alcoxi
inferior alquilo inferior carbonilo tales como metoxiacetilo, y grupos insaturados tales alquilcarbonilo (E)-2-metil-2-
butenoilo; "grupos acilo aromaticos", por ejemplo, grupos arilcarbonilo tales como benzoilo, a-naftoilo, y B-naftoilo,
grupos halogenoarilcarbonilo tales como 2-bromobenzoilo y 4 clorobenzoilo, grupos arilcarbonilo alquilados con
alquilo inferior tales como 2,4,6-trimetilbenzoilo y 4 toluoilo, grupos arilcarbonilo alcoxilados con alcoxi inferior tales
como 4-anisoilo, grupos arilcarbonilo carboxilados tales como 2-carboxibenzoilo, 3-carboxibenzoilo, y 4-
carboxibenzoilo, grupos arilcarbonilo nitrados tales como 4-nitrobenzoilo y 2-nitrobenzoilo, grupos arilcarbonilo (al-
coxi inferior)carbonilados tales como 2-(metoxicarbonil) benzoilo, y grupos arilcarbonilo arilados tales como 4-
fenilbenzoilo; "grupos alcoxi inferior carbonilo” tales como metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-butoxicarbonilo, isobu-
toxicarbonilo y "grupos alcoxi inferior carbonilo sustituidos con halégeno o un grupo trialquilsililo inferior ", tal como
2,2,2-tricloro y 2 trimetilsililetoxicarbonilo; "grupos alqueniloxicarbonilo" tales como viniloxicarbonilo y ariloxicarbonilo;
y "grupos aralquiloxicarbonilo que tienen un anillo arilo opcionalmente sustituido con uno o dos grupos alcoxi inferior
o0 nitro", tales como benciloxicarbonilo, 4-metoxibenciloxicarbonilo, 2-nitrobenciloxicarbonilo, y 4-
nitrobenciloxicarbonilo. Un ejemplo preferido es el "grupo acilo alifatico” o el "grupo acilo aromatico”, y un ejemplo
mas preferido es el grupo benzoilo.

El "analogo de nucleédsido" se refiere a un tipo no natural de "nucleésido” que consiste en una base de purina o piri-
midina y un azucar unidos entre si, o un producto que consiste en un anillo heterociclico aromatico o un anillo de
hidrocarburo aroméatico, que es distinto de la purina y la pirimidina y que se puede usar en vez de la base de purina o
pirimidina, y un azucar unidos entre si.

El "analogo de oligonucledétido” se refiere a un derivado de tipo no natural de "oligonucleétido” que comprende de 2 a
50 "nucleésidos" o "analogos de nucleosidos” idénticos o diferentes unidos por enlaces fosfodiéster. Los ejemplos
preferidos de tales analogos son derivados de azlcar con la porcidon de azUcar modificada; derivados tioato forma-
dos en la tioacion de la porcion de fosfodiéster; ésteres formados en la esterificacion de la porcidén de acido fosférico
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terminal, y amidas formadas en la amidacidn del grupo amino en la base de purina. Son ejemplos mas preferidos los
derivados de azUlcar con la porcion de aztcar modificada.

La "sal del mismo" se refiere a una sal del compuesto (1) de la presente invencién, porque el compuesto (1) puede
ser convertido en la sal. Los ejemplos de sal preferidos son las sales de metales, por ejemplo, sales de metales
alcalinos tales como sal de sodio, sal de potasio, y sal de litio, sales de metales alcalinotérreos tales como sal de
calcio y sal de magnesio, sal de aluminio, sal de hierro, sal de zinc, sal de cobre, sal de niquel y sal de cobalto; sales
de amina, por ejemplo sales inorganicas tales como sal de amonio, y sales organicas tales como sal de t-octilamina,
sal de dibencilamina, sal de morfolina, sal de glucosamina, sal de alquil éster de fenilglicina, sal de etilendiamina, sal
de N-metilglucamina, sal de guanidina, sal de dietilamina, sal de trietilamina, sal de diciclohexilamina, sal de N, N'-
dibenciletilendiamina, sal de cloroprocaina, sal de procaina, sal de dietanolamina, sal de N-bencil-fenetilamina, sal
de piperazina, sal de tetrametilamonio, y sal de tris (hidroximetil) aminometano; sales de acidos inorganicos, por
ejemplo sales de hidroacido halogenado como hidrofluoruro, hidrocloruro, hidrobromuro, e hidroyoduro, nitrato, per-
clorato, sulfato y fosfato, sales de acidos organicos, por ejemplo, alcanosulfonatos inferiores tales como metanosul-
fonato, trifluorometanosulfonato, y etanosulfonato, arilsulfonatos, tales como bencenosulfonato y p-toluenosulfonato,
acetato, malato, fumarato, succinato, citrato, tartrato, oxalato y maleato; y sales de aminoacidos tales como sal de
glicina, sal de lisina, sal de arginina, sal de ornitina, glutamato y aspartato.

La "sal aceptable farmacol6gicamente del mismo" se refiere a una sal del analogo de oligonucleétido de la presente
invencion, porque el oligonucleétido puede ser convertido en la sal. Los ejemplos de sal preferidos son sales de
metales, por ejemplo sales de metales alcalinos tales como sal de sodio, sal de potasio, y sal de litio, sales de meta-
les alcalinotérreos tales como sal de calcio y sal de magnesio, sal de aluminio, sal de hierro, sal de zinc, sal de co-
bre, sal de niquel y sal de cobalto; sales de amina, por ejemplo, sales inorganicas tales como sal de amonio, y sales
organicas tales como sal de t-octilamina, sal de dibencilamina, sal de morfolina, sal de glucosamina, sal alquil éster
de fenilglicina, sal de etilendiamina, N-metilglucamina, sal de guanidina, sal de dietilamina, sal de trietilamina, sal de
diciclohexilamina, sal de N, N'-dibenciletilendiamina, sal de cloroprocaina, sal de procaina, sal de dietanolamina, sal
de N-bencil-fenetilamina, sal de piperazina, sal de tetrametilamonio, y sal de tris (hidroximetil) aminometano; sales
de acidos inorganicos, por ejemplo, sales de hidroacido halogenado como hidrofluoruro, hidrocloruro, hidrobromuro,
e hidroyoduro, nitrato, perclorato, sulfato y fosfato, sales de acidos organicos, por ejemplo, alcano inferior sulfonatos
tales como metanosulfonato, trifluorometanosulfonato, y etanosulfonato, arilsulfonatos, tales como bencenosulfonato
y p-toluenosulfonato, acetato, malato, fumarato, succinato, citrato, tartrato, oxalato, y maleato; y sales de aminoaci-
dos tales como sal de glicina, sal de lisina, sal de arginina, sal de ornitina, glutamato y aspartato.

De los compuestos (1) de la presente invencién y sus sales, los compuestos preferidos son los siguientes:

(1) Los compuestos y las sales de los mismos, siendo R; un atomo de hidrégeno, un grupo acilo alifatico, un
grupo acilo aromético, un grupo sulfonilo aromético o alifatico, un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo,
un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo que tienen un anillo de arilo sustituido con un grupo alquilo
inferior, alcoxi inferior, halégeno, o ciano, o un grupo sililo.

2) Los compuestos y las sales de los mismos, siendo R; un d&tomo de hidrégeno, un grupo acetilo, un grupo
benzoilo, un grupo metanosulfonilo, un grupo p-toluenosulfonilo, un grupo bencilo, un grupo p-metoxibencilo, un
grupo tritilo, un dimetoxitritilo, un grupo monometoxitritilo, o un grupo terc-butildifenilsililo.

3) Los compuestos y las sales de los mismos, siendo R, un atomo de hidrégeno, un grupo acilo alifatico, un
grupo acilo aromatico, un grupo sulfonilo alifatico o aromatico, un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo,
un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo que tiene un anillo de arilo sustituido con un grupo alquilo infe-
rior, alcoxi inferior, halégeno o ciano, un grupo sililo, un grupo fésforoamidita, un grupo fosfonilo, un grupo fosfato, o
un grupo fosfato protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido nucleico.

(4) Los compuestos y sales de los mismos, siendo R, un d&tomo de hidrégeno, un grupo acetilo, un grupo ben-
zoilo, un grupo metanosulfonilo, un grupo p-toluenosulfonilo, un grupo bencilo, un grupo p-metoxibencilo, un grupo
terc-butildifenilsililo, -P(OC2H4CN) (N(i-Pr),), -P(OCHs) (N(i-Pr)z), un grupo fosfonilo, o un grupo 2-clorofenil- o 4-
clorofenilfosfato.

(5) Los compuestos y sus sales, siendo Rz un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos
de carbono, un grupo alquenilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo arilo que tiene de 6 a 14 atomos de
carbono, un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo, un grupo sulfonilo alifatico inferior o aromatico tal
como un grupo metanosulfonilo o un grupo p-toluenosulfonilo, un grupo acilo alifatico que tiene de 1 a 5 atomos de
carbono tal como un grupo acetilo, o un grupo acilo aromatico tal como un grupo fenoxiacetilo o un grupo benzoilo, o
los compuestos y sales de los mismos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 62, siendo el susti-
tuyente de unidad de molécula funcional como Rsz una molécula de marcaja fluorescente o quimioluminiscente, un
grupo funcional con actividad de incision de acido nucleico, o un péptido sefial de transferencia intracelular o nucle-
ar.

(6) Los compuestos y sales de los mismos, siendo Base un grupo 6-aminopurin-9-ilo (es decir adeninilo), un
grupo 6-aminopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nuclei-
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co, un grupo 2,6-diaminopurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-cloropurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-cloropurin-9-ilo que
tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido nucleico, un grupo 2-amino-6-
fluoropurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-fluoropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para
la sintesis de acido nucleico, un grupo 2-amino-6-bromopurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-bromopurin-9-ilo que tiene el
grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 2-amino-6-hidroxipurin-9-
ilo (es decir, guaninilo) grupo, un grupo 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 6-amino-2-metoxipurin-9-ilo, un grupo 6-amino-2-cloropurin-9-
ilo, un grupo 6-amino-2-fluoropurin-9-ilo, un grupo 2,6-dimetoxipurin-9-ilo, un grupo 2,6-dicloropurin-9-ilo, un grupo 6-
mercaptopurin-9-ilo, un grupo 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, citosinilo), un grupo 2-oxo-4-amino-
1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nuclei-
€O, un grupo 2-oxo-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-amino-5-fluoro 1,2-dihidropirimidin-1-
ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 4-amino-2-
0x0-5-cloro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-metoxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-mercapto-
1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-hidroxi-1,2 dihidropirimidin-1-ilo (es decir, uracililo), un grupo 2-oxo-4-
hidroxi-5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, timinilo), un grupo 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo
(es decir, 5-metilcitosinilo), o 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con
un grupo protector para la sintesis de acido nucleico.

@) También cabe mencionar los compuestos y las sales de los mismos, siendo Base un grupo benzoilaminopu-
rin-9-ilo, adenilo, 2-isobutirilamino-6-hidroxipurin-9-ilo, guaninilo, 2-oxo-4-benzoilamino-1,2 dihidropirimidin-1-ilo,
citosinilo, 2-oxo-5-metil-4-benzoilamino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 5-metilcitosinilo, uracinilo, o timinilo.

Los anteriores apartados (1) a (2), (3) a (4), o (6) a (7) representan compuestos mas preferidos, a medida que au-
mentan sus ndmeros. También son preferidos los compuestos y sales de los mismos en los que, en la férmula gene-
ral (1), R1 se elige arbitrariamente entre los apartados (1) a (2), Rz se elige arbitrariamente entre los apartados de (3)
a (4), Rs se elige arbitrariamente entre el apartado (5), y Base se elige de forma arbitraria entre los apartados de (6)
a (7); o compuestos y sales de los mismos obtenidos por combinaciones arbitrarias de estos nUmeros. Son particu-
larmente preferidas las combinaciones (2) - (3)-(5)-(6), (2)-3)-B)-(7),(2)-@4)-(B)-(6),y(2)-4) - (5) - (7).

Se mencionan compuestos de la féormula general (I) y sales de los mismos, preferentemente de forma particular,
compuestos de la siguiente formula y sales de los mismos.

CrALDA|
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y e
L e TACIT

' ' HE
monamare &°, 4" -HHA Un ejermplo de estructura de poreidn

modificada 2° ,4' - en aligonusledido
modificado con 27, 47 -BHA

En la férmula estructural del grupo anterior, Base tiene los mismos significados que se han dado anteriormente.

De los analogos de oligonucleétidos que contienen uno o dos, 0 més estructuras unitarias del analogo de nucledsido
representado por la formula general (Il) de la presente invencion, y sales farmacoldégicamente aceptables de los
mismos, los ejemplos preferidos son los siguientes:

(8) Analogos de oligonucledtidos, y sales de los mismos aceptables farmacolégicamente, siendo Rz un atomo
de hidrégeno, un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono, un grupo aralquilo tal como un grupo bencilo,
un grupo acilo alifatico o aromatico tal como un grupo acetilo o un grupo benzoilo, o un grupo sulfonilo alifatico o
aromatico tal como un grupo metanosulfonilo o un grupo p-toluenosulfonilo.

9) Anélogos de oligonucledtidos, y sales de los mismos aceptables farmacolégicamente, siendo Base un grupo
6-aminopurin-9-ilo (es decir adeninilo), un grupo 6-aminopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 2,6-diaminopurin-9-ilo, un grupo 2-amino-cloropurin-9-ilo, un
grupo 2-amino-6-cloropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido
nucleico, un grupo 2-amino-6-fluoropurin-9-ilo, un grupo 2-amino-6-fluoropurin-9-ilo que tiene el grupo amino prote-
gido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 2-amino-6-bromopurin-9-ilo, un grupo 2-
amino-6-bromopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nuclei-
€O, un grupo 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo (es decir, guaninil), un grupo 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo que tiene el grupo
amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo 6-amino-2-metoxipurin-9-ilo, un
grupo 6-amino-2-cloropurin-9-ilo, un 6-amino-2-fluoropurin-9-ilo, un grupo 2,6-dimetoxipurin-9-ilo, un grupo 2,6-

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2382807 T3

dicloropurin-9-ilo, un grupo 6-mercaptopurina-9-ilo, un grupo 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, cito-
sinilo), un grupo 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector
para la sintesis de acido nucleico, un grupo 2-oxo-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-
amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de
acido nucleico, un grupo 4-amino-2-oxo-5-cloro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-metoxi-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-mercapto-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo 2-oxo-4-hidroxi -1,2-
dihidropirimidin-1-ilo (es decir, uracililo), un grupo 2-oxo0-4-hidroxi-5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, timinilo),
un grupo 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, 5-metilcitosinilo), o 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido nucleico.

(10) También cabe mencionar los analogos de oligonucledtidos, y las sales farmacolégicamente aceptables de
los mismos, siendo Base un grupo benzoilaminopurin-9-ilo, adenilo, 2-isobutirilamino-6-hidroxipurin-9-ilo, guaninilo,
2-oxo-4-benzoilamino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, citosinilo, 2-oxo-5-metil-4-benzoilamino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 5-
metilcitosinilo, uracinilo, o timinilo.

Los anteriores apartados (9) a (10) representan analogos de oligonucle6tidos mas preferidos, a medida que crecen
sus numeros. También son preferidos los analogos de oligonucleétidos y las sales farmacoldgicamente aceptables
de los mismos en los que Rz se elige arbitrariamente entre (8), Base se elige arbitrariamente entre los apartados (9)
a (10), y el R;3 elegido y Base estan combinados de forma arbitraria. Son combinaciones particularmente preferidas
en la formula general (Il) (8) - (9) y (8) - (10).

Los andlogos de nucleésidos y analogos de oligonucleétidos de la presente invencion pueden ser sintetizados
basandose en los métodos descritos en los ejemplos que se han presentado en el presente texto, y en las tecnolog-
ias convencionales en este campo de la técnica.

@) Sintesis de analogos de nucleésidos.

Los compuestos representados por la formula general (I) pueden sintetizarse basandose en los métodos descritos
en los Ejemplos y en las tecnologias convencionales en este campo de la técnica. Las condiciones de reaccion, los
reactivos para la introduccion de un grupo protector, y los reactivos de la reaccion, pueden ser determinados con
referencia a los métodos descritos en los Ejemplos. Sin embargo, estos métodos no son limitantes, y se pueden
emplear como apropiadas condiciones de reaccion y reactivos utilizables basandose en el conocimiento comun en
este campo de la técnica. Por ejemplo, se pueden citar los métodos descritos en la Solicitud de Patente Japonesa
abierta a inspeccion publica N° 2000-297097 y en la Solicitud de Patente Japonesa abierta a inspeccion publica N°
1998-304889. Ademas, si los compuestos de la férmula general (1) o (Il) tienen varias bases de acido nucleico natu-
rales o no naturales, u otros anillos aromaticos heterociclicos o anillos aromaticos hidrocarbonados como Base, los
materiales de partida para los compuestos de la presente invencion pueden ser sintetizados haciendo referencia a
los métodos descritos en la Solicitud de Patente Japonesa abierta a inspeccién publica N° 1998-304889.

2 Sintesis de anélogos de oligonucleétidos.

El analogo de oligonucledtido que contiene el analogo de nucledsido de la presente invencion puede ser sintetizado
de varias formas mediante un sintetizador de DNA publicamente conocido. Después, el analogo de oligonucleétido
resultante se purifica mediante el empleo de una columna de fase inversa, y la pureza del producto se analiza me-
diante HPLC en fase inversa o MALDI-TOF-MS, con lo que puede confirmarse la formacién de un analogo de oligo-
nucledtido purificado.

Uno o mas de los analogos de nucleodsidos de la presente invencién pueden hacerse presentes en el analogo de
oligonucleétido. Ademas, los analogos de nucleésidos pueden hacerse presentes en dos 0 mas posiciones del ana-
logo de oligonucleétido en estado espaciado a través de uno o dos o mas nucleétidos naturales. De acuerdo con la
presente invencion, es posible sintetizar un analogo de oligonucleétido en el que los analogos de nucledsidos de la
presente invencién se han introducido en nimeros necesarios (longitud) en las posiciones necesarias. La longitud
del analogo de oligonucledétido completo es de 2 a 50, preferentemente de 8 a 30 unidades de nucledtidos.

El analogo de oligonucleétido de la presente invencion es minimamente degradable por la nucleasa y, después de la
administracion in vivo, puede existir in vivo durante un periodo prolongado. El analogo de oligonucleétido forma una
doble hélice con RNA sentido, por ejemplo, para inhibir la transcripcion de un componente etiologico in vivo (protei-
na) a mRNA. Se considera también que el analogo de oligonucleétido inhibe la multiplicacién de un virus infeccioso.

Teniendo en cuenta estos hechos, cabe esperar que los analogos de oligonucledtidos de la presente invencién sean
Utiles como medicamentos, incluyendo agentes antitumorales y agentes antivirales, para inhibir la accién de los
genes para tratar enfermedades. Esto es, de acuerdo con la presente invencion, se proporcionan analogos de oligo-
nucledtidos que tienen una estable y excelente actividad antisentido o antigénica, o tienen excelentes actividades
como reactivos para la deteccion de genes particulares, o como cebadores para la iniciacion de la amplificacion
(multiplicacién), o analogos de nucledsidos que son productos intermedios para la producciéon de los analogos de
oligonucledtidos.
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Los analogos de oligonucledtidos de DNA o RNA (anélogos de oligonucledétidos), que tienen el mondémero 2 ',4'-
BNA®, como uno de los analogos de nucleésidos de la presente invencién, modificados en diversas formas, son
Utiles como materiales para diversas sustancias fisiolégicas y bioactivas y productos farmacéuticos, materiales fun-
cionales para los oligonucleétidos bicatenarios para el método de interferencia de RNA o el método del sefiuelo,
materiales funcionales para los chips de DNA o balizas moleculares que se dirigen a &cidos nucleicos monocatena-
rios, tales como cDNA, materiales funcionales para aplicaciones a varios métodos antisentido (incluyendo ribozimas
y DNAzimas), el método de antigeno, y recombinacion genética homéloga, materiales para andlisis de alta sensibili-
dad de componentes bioldgicos traza por combinaciones con sustancias fluorescentes o luminiscentes, y materiales
de partida para el desarrollo de reactivos de investigacion para el analisis y el esclarecimiento de funciones génicas.

Los analogos de nucledsidos o analogos de oligonucleétidos de la presente invencion pueden ser conformados en
preparados para administracién parenteral incorporando en el mismo coadyuvantes de uso comun, tales como tam-
pones y/o estabilizantes. Para su uso como preparados para administracién topica, se incorporan vehiculos farmac-
éuticos habituales, por lo que los analogos de nucleésidos o analogos de oligonucleétidos se pueden conformar
como pomadas, cremas, liquidos y la solucion, o emplastos.

Los analogos de nucleésidos y analogos de oligonucleétidos de la presente invencion fueron sintetizados de acuerdo
con el esquema de sintesis que se muestra mas adelante. Esta sintesis se describira con mas detalle en los Ejem-
plos. Los compuestos 16, 21, 17 y 22 son amiditas para introducir 2',4-BNA"® (NMe) y 2', 4-BNA® (NH), en las que
las porciones de base de acido nucleico son timina y metilcitosina, respectivamente, en los oligonucleétidos. Tam-
bién a partir del compuesto 28 se puede sintetizar amidita 29 de la manera usual (tritilacién, amiditacién) para la
introduccién de un derivado BNAY® (NH) de metilcitidina. También se conocen derivados del compuesto 1, en los
que las porciones de base de acido nucleico son adenina y guanina en lugar de timina. Asi pues, se considera tam-
bién que los derivados 2’,4-BNA"® de adenosina y guanosina son sintetizables por esta ruta de sintesis.

Ejemplos.

Los analogos de nucleosidos y analogos de oligonucleétidos de la presente invencién fueron sintetizados de acuerdo
con el esquema de sintesis que se expone a continuacion. Estas sintesis se describiran con mas detalle en los
Ejemplos. Las caracteristicas de los analogos de oligonucleétidos sintetizados se midieron mediante los Ejemplos
Experimentales.
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Ejemplo 1. Sintesis de analogos de nucledsidos (2’,4‘-BNANC amiditas).
(1) Sintesis del Compuesto 2.

Se afadié una solucion acuosa al 40% de metilamina (0,11 ml, 1,50 mmoles) a una solucién en tetrahidrofurano (3,5
ml) del Compuesto 1 (49 mg, 0,073 mmoles) que se muestra en el esquema de sintesis anteriormente expuesto,
bajo condiciones de enfriamiento con hielo, y la mezcla fue agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Después
de que el disolvente de la solucién de reaccién se hubo separado mediante destilacion, el residuo se extrajo con
acetato de etilo, y la capa organica se lavé con agua y una solucién acuosa saturada de cloruro sédico. La capa
organica se sec0 sobre sulfato sodico anhidro y el disolvente se separ6 mediante destilacion. Después se purificé el
residuo mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 1:1) para obtener el Com-
puesto 2 (45 mg, 99%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacién 1]

P. de f. 64 - 66° C. *H-NMR (CDCl3) &: 1,62 (3H, s); 2,43 (3H, s); 3,10 (1H, br); 3,63, 3,71 (2H, AB, J = 10 Hz ); 4,18
(2H, s); 4,24 (1H, d, J = 6 Hz); 4,33 (1H, dd, J = 5, 6 Hz); 4,52 (1H, s); 4,60, 4,67 (2H, AB, J = 12 Hz); 5,68 (1H, d, J =
5 Hz); 7.23 a 7.37 (13H, m); 7,71 (2H, d, J = 8 Hz); 8,52 (1H, br).

2 Sintesis del Compuesto 3

En una corriente de nitrégeno, se afiadio cloruro de metilsulfonilo (45 ml, 0,59 mmoles) a una solucién en piridina
(1,5 ml) del Compuesto 2 (146 mg, 0,23 mmoles), bajo condiciones de enfriamiento con hielo, y la mezcla se agitd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadié agua a la solucién de reaccidn, y la mezcla se extrajo con acetato
de etilo. La capa orgéanica se lavo con una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico, y una solucién acuosa
saturada de cloruro sédico. Entonces, la capa organica se secé sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separ6
por destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante 3 (170 mg) se us6 para una siguiente reaccion
sin purificar.

[Ecuacién 2]

"H-NMR (CDCls) &: 1,65 (3H, s); 2,43 (3H, s); 3,07 (3H, s); 3,55, 3,81 (2H, AB, J = 10 Hz); 4,13, 4,22 (2H, AB, J = 11
Hz); 4,41 (1H, d, J = 6 Hz); 4,48 (2H, s); 4,48, 4,78 (2H, AB, J = 12 Hz); 5,32 (1H, dd, J =4, 6 Hz); 5,91 (1H,d, J=4
Hz); 7,20 a 7,38 (13H, m); 7,72 (2H, d, J = 6 Hz).

) Sintesis del Compuesto 4.

Una solucion acuosa de hidréxido sédico 1M (0,70 ml, 0,70 mmoles) se afiadio, a temperatura ambiente, a una solu-
cién en agua-etanol (1:2, 6 ml) del producto crudo 3 (170 mg) obtenido en la reaccion anterior, y la mezcla se agitd
durante 1 hora. Después de neutralizar con una solucién acuosa al 10% de acido clorhidrico, la mezcla se extrajo
con acetato de etilo. La capa organica se lavd con agua y con una solucién acuosa saturada de cloruro sédico, y
después se seco sobre sulfato sddico anhidro. El disolvente se separd por destilacion bajo presion reducida, y el
producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo: metanol =
15:1) para obtener el Compuesto 4 (139 mg, 95% a partir de 2 en 2 etapas) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacion 3]

P. de f. 73 - 76° C. *H-NMR (CDCls) &: 1,65 (3H, s); 2,38 (3H, B); 3,64, 3,70 (2H, AB, J = 9 Hz); 4,12 (1H, d, J = 2
Hz): 4,15, 4,21 (2H, AB, J = 10 Hz); 4,43, 4,64 (2H, AB, J = 11 Hz); 4,49 (2H, s); 4,55 (1H, dd, J = 2, 4 Hz); 5,97 (1H,
d, J = 4 Hz); 7,19-7,36 (13H, m); 7,73 (2H, d, J = 8 Hz); 9,72 (1H, br).

(4) Sintesis del Compuesto 5.

En una corriente de nitrégeno, se afadieron hidréxido de paladio al 20% en carbono en polvo (0,60 g) y ciclohexeno
(5,2 ml, 51 mmoles) a una solucién en etanol (10 ml) del Compuesto 4 (0,80 g, 1,28 mmoles), y la mezcla se sometio
a reflujo con calentamiento durante 5 horas. Después se afiadi6 hidroxido de paladio-carbono en polvo (0,20 g), y la
mezcla se sometio a reflujo con calentamiento durante 17 horas. Una vez filtrada la solucién de reaccion, el disolven-
te se separ6 por destilacion bajo presion reducida. El producto crudo resultante 5 (0,46 g) fue utilizado para una
siguiente reaccion sin purificar.

[Ecuacién 4]

P. de f. 103 - 106 °C. *H-NMR (CDCls) 8: 1,85 (3H, d, J = 1 Hz); 2,41 (3H, s); 3,67 (2H, s); 4,14, 4,25 (2H, AB, J = 11
Hz); 4,16 (1H, dd, J = 4, 5 Hz); 4,21 (1H, d, J = 4 Hz); 5,87 (1H, d, J = 5 Hz); 7,38 (2H, d, J = 8 Hz); 7,48 (1H,d,J=1
Hz); 7,79 (2H, d, J = 8 Hz).

(5) Sintesis del Compuesto 6.
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En una corriente de nitrégeno, se afadieron 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (0,45 ml, 1,41 mmoles) e
imidazol (0,38 g, 5,63 mmoles) a una solucién en N, N-dimetilformamida (10 ml ) del Compuesto 5 (0,46 g), y la
mezcla se agité durante 5 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se extrajo con éter, y la capa orga-
nica se lavo con agua y una solucion acuosa saturada de cloruro de sodio, y a continuacion se seco la capa organica
sobre sulfato de magnesio. El disolvente se separ6 por destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resul-
tante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 2:1 — 1:1) para
obtener el Compuesto 6 (0,60 g, 68% a partir de 4 en 2 etapas) como un sélido blanco.

[Ecuacién 5]

P. de f. 97 - 99 °C. IR vmax (KBr):. 3186, 3058, 2947, 2869, 1697, 1467, 1366, 1277, 1182, 1036, 1081, 1036 cm™ *H-
NMR (CDCls) & : 0,82 - 1,29 (28H, m); 1,86 (3H, s); 2,45 (3H, s); 3,73, 4,01 (2H, AB, J = 12 Hz); 4,06, 4,29 (2H, AB, J
=11 Hz); 4,47 (1H, d, J = 7 Hz); 4,52 (1H, dd, J = 6, 7 Hz); 5,98 (1H, d, J = 6 Hz); 7,28 (1H, s); 7,43 (2H, d, J = 8
Hz); 7,81 (2H, d, J = 8 Hz).

(6) Sintesis del Compuesto 7.

En una corriente de nitrégeno, se afiadieron anhidrido trifluorometanosulfénico (0,15 ml, 0,88 mmoles) y 4- (dimeti-
lamino) piridina (7 mg, 0,06 mmoles) a una solucién en piridina (3 ml) del Compuesto 6 (200 mg, 0,29 mmoles) bajo
condiciones de enfriamiento con hielo, y la mezcla se agité durante 7,5 horas a temperatura ambiente. Se afiadio
agua a la solucién de reaccion, y se extrajo la mezcla con diclorometano. La capa organica se lavé con una solucion
acuosa saturada de bicarbonato sodico, y una solucién acuosa saturada de cloruro sddico. Después se seco la capa
organica sobre sulfato sodico anhidro. El disolvente se separ6 por destilacion bajo presion reducida, y el producto
crudo resultante 7 (0,29 g) fue utilizado para una siguiente reaccion sin purificar.

[Ecuacién 6]

IR vmax (KBr): 3178, 3069, 2948, 2874, 1695, 1465, 1424, 1365, 1281, 1214, 1143, 1088, 1038 cm™. 'H-NMR
(CDCI3) : 0,81 - 1,26 ( 28H, m); 1,92 (3H, s); 2,46 (3H, s); 3,77, 4,16 (2H, AB, J = 12 Hz); 4,15, 4,42 (2H, AB, J = 10
Hz); 5,42 (1H, d, J = Hz 7); 5,45 (1H, d, J = 7 Hz); 6,89 (1H, s); 7,37 (2H, d, J = 8 Hz); 7,82 (2H, d, J = 8 Hz ); 7,92
(1H, s).

@) Sintesis del Compuesto 8.

En una corriente de nitrégeno se afiadieron, a temperatura ambiente, N-hidroxiftalimida (67 mg, 0,41 mmoles) y 1,8-
diazabiciclo [5.4.0]-7-undeceno (61 ml, 0,41 mmoles) a una solucidn en acetonitrilo (3 ml) de producto crudo 7 (0,29
g) obtenido en la reaccidon anterior, y la mezcla se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. La solucién de
reaccion se extrajo con diclorometano, y la capa organica se lavo con agua y una solucion acuosa saturada de cloru-
ro sddico, y a continuacion se seco la capa orgénica sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separ6 por desti-
lacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de
silice (cloroformo) para obtener el Compuesto 8 (0,15 g, 61% a partir de 6 en 2 etapas) en forma de un sélido amari-
llo.

[Ecuacién 7]

P. de f. 109 - 111 °C. *H-NMR (CDCls) &: 0,99 - 1,31 (28H, m), 1,87 (3H, s), 1,42 (3H, s), 3,88, 4,19 (2H, AB, J = 13
Hz), 4,41, 4,91 (2H, AB, J = 12 Hz), 4,77 (1H, d, J = 6 Hz), 4,80 (1H, d, J = 6 Hz), 6,00 (1H, s), 7,32 -7,37 (3H, m),
7,74 - 7,90 (6H, m).

(8) Sintesis del Compuesto 9

Se afiadié hidrato de hidrazina (0,12 ml, 2,38 mmoles) a una solucién en etanol (35 ml) del Compuesto 8 (1,16 g,
1,40 mmoles), y la mezcla se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente. Una vez separado el disolvente de
la solucion de reaccion por destilacion, el residuo se filtr6 y el filtrado se extrajo con acetato de etilo. La capa orgéani-
ca se lavé con agua y una solucién acuosa saturada de cloruro sédico. Después, la capa organica se sec6 sobre
sulfato sddico anhidro. El disolvente se separ6 por destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante 9
(0,93 g) fue utilizado para una reaccion siguiente sin purificar.

[Ecuacién 8]

P. de f. 117 - 119 °C. 'H-NMR (CDCls) &: 0,87 - 1,09 (28H, m); 1,92 (3H, d, J = 1 Hz); 2,45 (3H, s); 3,83, 3,91 (2H,
AB, J = 12 Hz); 4,22, 4,57 (2H, AB, J = 16 Hz); 4,41 (1H, dd, J = 1, 7 Hz); 4,80 (1H, d, J = 7 Hz); 5,35 (1H, d, J = 1
Hz); 5,81 (1H, br); 7,12 (1H, d, J = 1 Hz); 7,33 (2H, d, J = 8 Hz); 7,81 (2H, d, J = 8 Hz); 8,75 (1H, s).

9 Sintesis del Compuesto 10.

En una corriente de nitrégeno se afiadieron una solucion acuosa saturada de bicarbonato sodico (4,0 ml, 4,2 mmo-
les) y cloroformiato de bencilo (0,30 ml, 2,1 mmoles), bajo condiciones de enfriamiento con hielo, a una solucion en
cloruro de metileno (15 ml) de producto crudo 9 (0,93 g) obtenido en la reaccién anterior, y la mezcla se agité duran-

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2382807 T3

te 1 hora. Se afiadid a la solucién de reaccién una solucidn acuosa saturada de bicarbonato sédico, y la mezcla se
extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavd con agua y una solucién acuosa saturada de cloruro sédico, y
a continuacion se secé la capa organica sobre sulfato de magnesio. El disolvente se separ6 mediante destilacion
bajo presioén reducida, y el producto crudo resultante se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice
(n-hexano: acetato de etilo = 4:1) para obtener el compuesto 10 (0,92 g, 94% a partir de 8 en 2 etapas) como un
sélido blanco.

[Ecuacién 9]

P. de f. 82 - 84 °C. IR vmax (KBr): 3319, 3059, 2948, 2874, 1691, 1464, 1365, 1245, 1180, 1098, 1034 cm™. *H-NMR
(CDCls) &: 0,86 (28H, m); 1,87 (3H, s); 2,43 (3H, s); 3,80, 3,88 (2H, AB, J = 11 Hz); 4,25, 4,53 (2H, AB, J = 11 Hz);
4,72 (1H, d, J = 6 Hz); 5,02 (1H, d, J = 6 Hz); 5,15, 5,20 (2H, AB, J = 12 Hz); 6,37 (1H, s); 7,31 (2H, d, J = 8 Hz); 7,34
(5H, s); 7,80 (2H, d, J = 8 Hz); 7,95 (1H, s); 8,48 (1H, s).

(20) Sintesis del Compuesto 11.

En una corriente de nitrégeno, se afiadié gota a gota una solucién en tetrahidrofurano (15 ml) de Compuesto 10
(3,81 g, 4,57 mmoles), bajo condiciones de enfriamiento con hielo, a una suspension en tetrahidrofurano (25 ml) de
hidruro sédico (60% en aceite, 0,55 g, 13,7 mmoles), y la mezcla se agité durante 1 hora, seguido por la agitacion de
la mezcla durante 5 horas a temperatura ambiente. Después de neutralizar en una solucién acuosa saturada de
acido oxalico, la mezcla de reaccion se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavo con agua y una solu-
cién acuosa saturada de cloruro sdédico, y acto seguido la capa orgéanica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro. El
disolvente se separ6 mediante destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo — cloroformo — metanol = 100:1) para obtener el compuesto
11 (2,87 g, 95%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacién 10]

P. de f. 61 - 64 °C. IR vmax (KBr): 3178, 3026, 2941, 2864, 1697, 1463, 1271, 1221, 1164, 1073 cm™. *H-NMR
(CDCls) &: 0,80 - 1,12 (28H, m); 1,92 (3H, s); 3,62, 3,85 (2H, AB, J = 12 Hz); 3,68, 4,11 (2H, AB, J = 13 Hz); 4,11
(1H, d, J = 4 Hz); 4,55 (1H, d, J = 4 Hz); 6,21, 5,28 (2H, AB, J = 12 Hz); 5,98 (1H, s); 7,30-7,44 (5H, m); 7,61 (1H, s );
8,80 (1H, br).

(11) Sintesis del Compuesto 12.

En una corriente de nitrégeno, se afiadié una soluciéon 1M en hexano de tricloruro de boro (5,29 ml, 5,29 mmoles),
bajo condiciones de enfriamiento con hielo, a una solucion en cloruro de metileno (10 ml) de producto crudo 11 (0,35
mg, 0,53 mmoles) obtenido en la reaccién anterior, y la mezcla se agité durante 1 hora. Se afiadié una solucion
acuosa saturada de bicarbonato sédico a la solucién de reaccién, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La
capa organica se lavé con agua y una solucion acuosa saturada de cloruro sédico, y acto seguido la capa organica
se seco sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separé mediante destilacion bajo presion reducida, y el pro-
ducto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (cloroformo: metanol = 50:1)
para obtener el compuesto 12 (0,27 g, 96%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacion 11]

P. de f. 102 - 104 °C. IR vmax (KBr): 4326, 3178, 3059, 2947, 2864, 1698, 1564, 1464, 1270, 1043 cm™. *H -NMR
(CDCl3) 8 0,99 - 1,25 (28H, m); 1,93 (3H, s); 2,54, 3,68 (2H, AB, J = 13 Hz); 3,67, 4,06 (2H, AB, J = 13 Hz); 4,10 (1H,
d, J = 2 Hz); 4,36 (1H, d, J = 2 Hz); 6,17 (1H, s); 7,73 (1H, s); 8,71 (1H, br).

(12) Sintesis del Compuesto 13.

Se afadié una solucién acuosa al 20% de formaldehido (0,06 ml, 0,40 mmoles) a una solucién 1M en p-
toluenosulfonato de piridinio-metanol (3,6 ml) del Compuesto 12 (0,19 g, 0,36 mmoles) a temperatura ambiente, y la
mezcla se agit6 durante 10 minutos. Ademas se afiadi6é cianoborohidruro sédico (45 mg, 0,72 mmoles) bajo condi-
ciones de enfriamiento con hielo, y la mezcla se agit6é durante 1 hora. La solucién de reaccién se extrajo con acetato
de etilo, el extracto se lavé con agua, una soluciéon acuosa saturada de bicarbonato sddico, y una solucién acuosa
saturada de cloruro sédico, y la capa organica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separdé median-
te destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de
gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 2:1) para obtener el Compuesto 13 (0,19 g, 100%) en forma de un sdlido
blanco.

[Ecuacién 12]
IR Vmax (KBF): 2947, 2868, 1695, 1464, 1267, 1163, 1038 cm™. 'H -NMR (CDCls) 8: 0,94 - 1,12 (28H, m); 1,92 (3H, d,

J =1 Hz); 2,60, 2,91 (2H, AB, J = 11 Hz); 2,76 (3H, s); 3,67, 4,08 (2H, AB, J = 13 Hz); 3,95 (1H, d, J = 3 Hz ); 4,33
(1H, d, J = 3 Hz); 6,24 (1H, s); 7,73 (1H, d, J = 1 Hz); 8,56 (1H, br).
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(13) Sintesis del Compuesto 14.

Se afiadio fluoruro de tetra-n-butilamonio (1M en tetrahidrofurano, 0,17 ml, 0,17 mmoles) a una solucion en tetrahi-
drofurano (2 ml) del Compuesto 13 (46 mg, 0,085 mmoles), y la mezcla se agité durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El disolvente se separd mediante destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se puri-
ficd mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo: metanol = 15:1) para obtener el Compues-
to 14 (25 mg, 100%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacion 13]

P. de f. 101 - 103 °C. *H-NMCR (CDsOD) &: 1,85 (3H, d, J = 1 Hz); 2,71 (3H, s); 2,71, 2,88 (2H, AB, J = 11 Hz); 3,69,
3,76 (2H, AB, J = 12 Hz); 3,94 (1H, d, J = 3 Hz); 4,23 (1H, d, J = 3 Hz); 6,21 (1H, s); 7,99 (1H, d, J = 1 Hz).

(14) Sintesis del Compuesto 15.

A una solucién en piridina (10 ml) del Compuesto 14 (0,16 g, 0,54 mmoles), se afiadio cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo
(0,22 g, 0,64 mmoles), y la mezcla se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. Se afiadié una solucién acuo-
sa saturada de bicarbonato sédico a la mezcla de reaccion, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa
organica se lavé con agua y una solucidn acuosa saturada de cloruro sodico, y a continuacion la capa organica se
sec6 sobre sulfato sddico anhidro. El disolvente se separé mediante destilacién bajo presion reducida, y el producto
crudo resultante se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano que contiene 1% de trieti-
lamina: acetato de etilo = 1:2 — acetato de etilo: metanol = 30:1) para obtener el Compuesto 15 (0,30 g, 93%) en
forma de un soélido blanco.

[Ecuacién 14]

P. de f. 133 - 134 °C. 'H-NMR (CDCls) &: 1,45 (3H, d, J = 1 Hz); 2,62 (1H, d, J = 9 Hz); 2,72 (3H, s); 2,77 ( 2H, s);
3,32, 3,37 (2H, AB, J = 11 Hz); 3,79 (6H, s); 4,23 (1H, dd, J = 3, 9 Hz); 4,35 (1H, d, J = 3 Hz ); 6,35 (1H, s); 6,84 (4H,
d, J =8 Hz); 7,22 - 7,46 (9H, m); 7,75 (1H, d, J = 1 Hz); 8,25 (1H, br).

(15) Sintesis del Compuesto 16.

A una solucién en acetonitrilo (6 ml) del Compuesto 15 (0,17 g, 0,28 mmoles) y 4,5-dicianoimidazol (40 mg, 0,34
mmoles), se afiadié 2-cianoetil-N, N, N ', N'-tetraisopropilfosforoamidita (0,13 ml, 0,42 mmoles), y la mezcla se agitd
durante 4 horas a temperatura ambiente. Se afiadié a la mezcla de reaccidn una solucién acuosa saturada de bicar-
bonato sddico, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé con una solucion acuosa satura-
da de bicarbonato sédico, agua y una solucidn acuosa saturada de cloruro sédico, y a continuacion la capa organica
se seco sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separé mediante destilacion bajo presion reducida, y el pro-
ducto crudo resultante se purifico mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano que contiene 1 %
de trietilamina: acetato de etilo = 1:1), seguido por la reprecipitacion (acetato de etilo-hexano) para obtener el Com-
puesto 16 (0,20 g, 88%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacién 15]
P. de f. 65 - 65 °C. *'P-MNR (acetona-d6) &: 148,69, 149,82.
(16) Sintesis del Compuesto 17

En una corriente de nitrégeno, se afiadié cloruro de fosforilo (86 ml, 0,92 mmoles), bajo condiciones de enfriamiento
con hielo, a una suspension en acetonitrilo (9 ml) de 1,2,4-triazol (278 mg, 4,03 mmoles), y el mezcla se agité vigo-
rosamente durante 10 minutos. Después se afiadid trietilamina (0,64 ml, 4,62 mmoles) y la mezcla se agit6 durante
35 minutos. Bajo condiciones de enfriamiento con hielo, se afiadié una solucién de acetonitrilo (3 ml) del Compuesto
16 (95 mg, 0,12 mmoles), y la mezcla se agit6 durante 5,5 horas. A continuacién la mezcla se siguié agitando duran-
te 2,5 horas a temperatura ambiente. Se afiadié a la mezcla de reaccion una solucién acuosa saturada de bicarbo-
nato sddico, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavoé con agua y una solucién acuosa
saturada de cloruro sodico, y a continuacion dicha capa orgénica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente
se separ0 mediante destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromato-
grafia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 1:2) y después reprecipitacion (acetato de etilo-
hexano), para obtener el Compuesto 17 (83 mg, 83%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacion 16]
P. de f.107-109 °C. *'P- NMR (acetona-ds) 5: 148,24, 149,91.
a7 Sintesis del Compuesto 18.

Se afiadio cloruro de fenoxiacetilo (29 ml, 0,21 mmoles), bajo condiciones de enfriamiento con hielo, a una solucion
en cloruro de metileno (3 ml) del Compuesto 12 (100 mg, 0,19 mmoles) y trietilamina (32 ml, 0,12 mmoles), y la
mezcla se agitd durante 30 minutos. Se afiadié a la mezcla de reaccuna solucién acuosa saturada de bicarbonato
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sédico i6n, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavd con agua y una solucién acuosa
saturada de cloruro sédico, y a continuacion se secé la capa organica sobre sulfato sddico anhidro. El disolvente se
separé mediante destilacién bajo presién reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia
en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 2:1) para obtener el Compuesto 18 (115 mg, 92%) en forma
de un sélido blanco.

[Ecuacion 17]

P. de f. 124 - 126 °C. 'H-NMR (CDCl3) 5: 1,2 — 1,13 (28H, m); 1,92 (3H, s); 3,49 (1H, AB, J = 13 Hz); 3,73 (1H, AB, J
= 14 Hz); 4,16 (1H, d, J = 3 Hz); 4,18 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,23 (1H, AB, J = 14 Hz); 4,57 (1H, d, J = 3 Hz); 4,91 (1H,
AB, J = 16 Hz); 5,00 (1H, AB, J = 16 Hz); 5,97 (1H, s); 6,92 - 7,00 (3H, m); 7.24 - 7.30 (2H, m); 7,60 (1H, s); 9,69
(1H, s ancho).

(18) Sintesis del Compuesto 19.

En una corriente de nitr6geno, se afiadio fluoruro de tetra-n-butilamonio (solucion 1M en tetrahidrofurano, 1,0 ml, 1,0
mmoles) a una solucién en tetrahidrofurano (10 ml) del Compuesto 18 (0,34 g, 0,51 mmoles) a temperatura ambien-
te, y la mezcla se agit6 durante 5 minutos. El disolvente se separ6 mediante destilacion bajo presion reducida, y el
producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (acetato de etilo: metanol =
15:1) para obtener el compuesto 19 (0,20 g, 95%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacién 18]

P. de f. 144 - 146 °C. *H-NMR (CD;OD) &: 1,85 (3H, s); 3,53 (1H, AB, J = 13 Hz); 3,77 (1H, AB, J = 13 Hz); 3,85 (1H,
AB, J = 13 Hz); 4,18 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,20 (1H, d, J = 2 Hz); 4,60 (1H, d, J = 2 Hz); 4,93 (1H, AB, J = 16 Hz);
5,04 (1H, AB, J = 16 Hz); 6,05 (1H, s); 6,91 - 6,97 (3H, m); 7.23 - 7.28 (2H, m); 7,90 (1H, s).

(29) Sintesis del Compuesto 20.

En una corriente de nitrégeno, se afiadio cloruro de 4,4 '-dimetoxitritilo (0,25 g, 0,73 mmoles) a una solucién en piri-
dina (8 ml) del Compuesto 19 (0,17 g, 0,41 mmoles) a temperatura ambiente, y la mezcla se agité durante 7 horas.
Se afiadi6 a la mezcla de reaccién una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico, y la mezcla se extrajo con
acetato de etilo. La capa organica se lavé con agua y una solucion acuosa saturada de cloruro sédico, y a continua-
cion la capa organica se seco sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separé mediante destilacion bajo pre-
sion reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-
hexano que contiene 1% de trietilamina: acetato de etilo = 1:1 — acetato de etilo: metanol = 50:1) para obtener el
Compuesto 20 (0,25 g, 86%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacion 19]

P. de f. 144 - 145 °C. "H-NMR (CDCls) 3: 1,44 (3H, s); 2,65 (1H, br); 3,40 (1H, AB, J = 11 Hz); 3,44 (1H, AB, J = 13
Hz); 3,62 (1H, AB, J = 11 Hz); 3,80 (6H, s); 4,23 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,44 (1H, d, J = 3 Hz); 4,63 ( 1H, d, J = 3 Hz);
4,86 (1H, AB, J = 16 Hz); 4,99 (1H, AB, J = 16 Hz); 6,04 (1H, s); 6,83 - 6,98 (7H, m); 7,25 - 7,43 (11H, m); 7,65 (1H,
s); 8,38 (1H, br).

(20) Sintesis del Compuesto 21.

A una solucién en acetonitrilo (7 ml) del Compuesto 20 (0,25 g, 0,35 mmoles) y 4,5-dicianoimidazol (41 mg, 0,35
mmoles), se afiadié 2-cianoetil-N, N, N ', N'-tetraisopropilfosforoamidita (0,13 ml, 0,42 mmoles), y la mezcla se agitd
durante 3 horas a temperatura ambiente. Se afiadié una solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico a la mezcla
de reaccion, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavo con una solucién acuosa saturada
de bicarbonato sddico, agua y una solucién acuosa saturada de cloruro sédico, y a continuacién la capa organica se
sec6 sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separé mediante destilacion bajo presién reducida, y el producto
crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano que contiene 1% de trieti-
lamina: acetato de etilo = 1:1), seguido por reprecipitacion (acetato de etilo-hexano) para obtener el Compuesto 21
(0,27 g, 85%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacién 20]
P. de f. 107 - 109 °C. *'P-NMR (acetona-ds) 5: 149,79; 151,04.
(21) Sintesis del Compuesto 22.

En una corriente de nitrégeno, se afiadié cloruro de fosforilo (71 ml, 0,76 mmoles), bajo condiciones de enfriamiento
con hielo, a una suspension en acetonitrilo (10 ml) de 1,2,4-triazol (229 mg, 3,32 mmoles), y la mezcla se agit6 vigo-
rosamente durante 10 minutos. Después se afiadi6 trietilamina (0,53 ml, 3,81 mmoles), y la mezcla se agit6é durante
35 minutos. Bajo condiciones de enfriamiento con hielo, se afiadié una solucion en acetonitrilo (2 ml) del Compuesto
21 (90 mg, 0,10 mmoles), y la mezcla se agit6é durante 5 horas. Se afiadié una solucion acuosa saturada de bicarbo-
nato sodico a la mezcla de reaccion, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa orgéanica se lavd con agua y
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una solucién acuosa saturada de cloruro sédico, y a continuacion la capa organica se secO sobre sulfato sédico
anhidro. El disolvente se separ6é mediante destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se puri-
fic6 mediante reprecipitacion (acetato de etilo-hexano) para obtener el Compuesto 22 (90 mg, 95%) en forma de un
sélido blanco.

[Ecuacion 21]
P. de f. 104 - 106° C. *P-NMR (acetona-ds) 5: 149,58; 151,29.
(22) Sintesis del Compuesto 23.

En una corriente de nitrégeno, se afiadid cloruro de fosforilo (0,44 ml, 4,67 mmoles), bajo condiciones de enfriamien-
to con hielo, a una suspension en acetonitrilo (61 ml) de 1,2,4-triazol (1,41 g, 20,4 mmoles), y el mezcla se agité
vigorosamente durante 10 minutos. Después se afiadio trietilamina (3,27 ml, 23,4 mmoles), y la mezcla se agitdé
durante 35 minutos. Bajo condiciones de enfriamiento con hielo, se afiadié una solucion en acetonitrilo (3 ml) del
Compuesto 11 (409 mg, 0,62 mmoles), y la mezcla se agité durante 2 horas, y se sigui6 agitando durante 3 horas a
temperatura ambiente. Se afiadié una solucion acuosa saturada de bicarbonato sddico a la mezcla de reaccion, y la
mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé con agua y una solucion acuosa saturada de cloruro
sédico, y a continuacion la capa organica se secé sobre sulfato soédico anhidro. El disolvente se separé mediante
destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante 23 (497 mg) se utilizé para una siguiente reaccion
sin purificar.

[Ecuacién 22]

TH-NMR (CDCl3) 6: 0,92 - 1,12 (28H, m); 2,47 (3H, s); 3,66 (1H, AB, J = 12 Hz); 3,72 (1H, AB, J = 13 Hz); 3,90 (1H,
AB, J =12 Hz); 4,06 (1H, d, J = 3 Hz); 4,16 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,73 (1H, d, J = 3 Hz); 6,11 ( 1H, s); 7,25 - 7,48 (5H,
m); 8,12 (1H, s); 8,24 (1H, s); 9,32 (1H, s).

(23) Sintesis del Compuesto 24.

A una solucién en 1,4-dioxano (10,6 ml) del Compuesto 23 (497 mg), se afiadié una solucién acuosa al 28% de
amoniaco (1,76 ml), y la mezcla se agit6 durante 2 horas a temperatura ambiente. El disolvente se separé mediante
destilacion bajo presién reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de
gel de silice (cloroformo: metanol = 30:1) para obtener el Compuesto 24 (343 mg, 84% a partir de 11 en 2 etapas) en
forma de un solido blanco.

[Ecuacién 23]

P. de f. 137-139 ° C. *H-NMR (CDCls) &: 0,93 - 1,11 (28H, m); 2,03 (3H, s); 3,62 (1H, AB, J = 12 Hz); 3,69 (1H, AB, J
= 13 Hz); 3,85 (1H, AB, J = 12 Hz); 4,03 (1H, d, J = 3 Hz); 4,11 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,59 (1H, d, J = 3 Hz); 5,24 (2H,
s): 6,03 (1H, s); 7,26 - 7,45 (5H, m); 7,74 (1H, s).

(24) Sintesis del Compuesto 25

Se afadieron una solucion acuosa saturada de bicarbonato sédico (0,8 ml, 0,79 mmoles) y cloruro de benzoilo (92
ml, 0,79 mmoles) a una solucién en cloruro de metileno (2,6 ml) del Compuesto 24 (175 mg, 0,26 mmoles) bajo
condiciones de enfriamiento con hielo, y la mezcla se agité durante 2 horas, y se siguié agitando durante 1,5 horas a
temperatura ambiente. Se afiadié una solucion acuosa saturada de bicarbonato sédico a la mezcla de reaccion, y la
mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé con agua y una solucion acuosa saturada de cloruro
sadico, y a continuacion la capa organica se secé sobre sulfato sodico anhidro. El disolvente se separé mediante
destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna de
gel de silice (cloroformo) para obtener el Compuesto 25 (161 mg, 80%) en forma de un sélido blanco.

[Ecuacién 24]

P. de f. 216 - 218 °C. *H-NMR (CDCls) &: 0,99 - 1,12 (28H, m); 2,12 (3H, s); 3,63 (1H, AB, J = 12 Hz); 3,70 (1H, AB, J
=13 Hz); 3,87 (1H, AB, J = 12 Hz); 4,11 (1H, d, J = 3 Hz); 4,13 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,59 (1H, d, J = 3 Hz); 5,22 (1H,
AB, J = 12 Hz); 5,29 (1H, AB, J = 12 Hz); 6,02 (1H, s); 7,31 - 7,53 (8H, m); 7,88 (1H, s ); 8,30 - 8,33 (2H, m).

(25) Sintesis del Compuesto 26.

En una corriente de nitrogeno, se afadié una solucién 1M en hexano de tricloruro de boro (1,35 ml, 1,35 mmoles),
enfriando al mismo tiempo a -78 °C, a una solucién en cloruro de metileno (7,5 ml) del Compuesto 25 (115 mg, 0,15
milimoles), y la mezcla se agité durante 1,5 horas, y se sigui6é agitando durante 2,5 horas bajo condiciones de en-
friamiento con hielo. Se afiadié a la mezcla de reaccién una solucién acuosa saturada de bicarbonato sddico, y la
mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé con agua y una solucion acuosa saturada de cloruro
sédico, y a continuacion la capa organica se seco sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente se separ6 mediante
destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante 26 (90 mg) se utilizd para una siguiente reaccion sin
purificar.
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[Ecuacion 25]

'H-NMR (CDCls) &: 0,99 - 1,13 (28H, m); 2,14 (3H, s); 2,57 (1H, AB, J = 13 Hz); 3,69 (1H, AB, J = 14 Hz); 3,70 (1H,
AB, J = 13 Hz); 4,09 (1H, AB, J = 14 Hz); 4,11 (1H, d, J = 3 Hz); 4,42 (1H, d, J = 3 Hz); 6,22 ( 1H, s); 7,42 - 7,56 (3H,
m); 7,91 (1H, s); 8,30 - 8,33 (2H, m).

(26) Sintesis del Compuesto 27.

En una corriente de nitrégeno se afiadio cloruro de fenoxiacetilo (23 ml, 0,17 mmoles), bajo condiciones de enfria-
miento con hielo, a una solucién en cloruro de metileno (1,5 ml) del Compuesto 26 (90 mg) y trietilamina (25 ml, 0,18
mmoles), y la mezcla se agité durante 45 minutos. Se afiadio a la mezcla de reaccion una solucién acuosa saturada
de bicarbonato sddico, y la mezcla se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se lavé con agua y una solucion
acuosa saturada de cloruro sdédico, y después la capa organica se secé sobre sulfato sédico anhidro. El disolvente
se separ6 mediante destilacion bajo presion reducida, y el producto crudo resultante se purific6 mediante cromato-
grafia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato de etilo = 2:1) para obtener el Compuesto 27 (49 mg, 42% a
partir de 23 en 2 etapas) en forma de un solido blanco.

[Ecuacion 26]

P. de f. 224 - 226 °C. *H-NMR (CDCls) &: 0,99 - 1,14 (28H, m); 2,13 (3H, s); 3,52 (1H, AB, J = 13 Hz); 3,75 (1H, AB, J
=13 Hz); 4,17 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,18 (1H, d, J = 3 Hz); 4,23 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,61 (1H, d, J = 3 Hz); 4,92 (1H,
AB, J = 16 Hz); 5,05 (1H, AB, J = 16 Hz); 6,01 (1H, s); 6,95 - 7,02 (3H, m); 7,29 (2H, m ); 7,42 - 7,57 (4H, m); 7,79
(1H, s); 8,30 — 8,33 (2H, m).

(27) Sintesis del Compuesto 28.

En una corriente de nitrégeno se afiadié fluoruro de tetra-n-butilamonio (solucién 1M en tetrahidrofurano, 0,12 ml,
0,12 mmoles) a temperatura ambiente a una solucion en tetrahidrofurano (1,2 ml) del Compuesto 27 (45 mg, 0,06
mmoles), y la mezcla se agité durante 10 minutos. El disolvente se separ6 mediante destilacion bajo presion reduci-
da, y el producto crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice (n-hexano: acetato
de etilo = 1:1) para obtener el Compuesto 28 (31 mg, 100%) en forma de un soélido blanco.

[Ecuacién 27]

P. de f. 148 - 150 ° C. *H-NMR (piridina-ds) &: 1,94 (3H, s); 4,08 (1H, AB, J = 13 Hz); 4,23 (1H, AB, J = 12 Hz); 4,30
(1H, AB, J = 12 Hz); 4,73 (1H, AB, J = 13 Hz); 5,21 (1H, AB, J = 16 Hz); 6,28 (1H, d, J = 3 Hz); 5,42 ( 1H, AB, J = 16
Hz); 5,42 (1H, d, J = 3 Hz); 6,61 (1H, s); 6,95 - 7,00 (1H, m); 7,27 - 7,36 (4H, m); 7,45 — 7,54 (3H, m); 7,73 (1H, s);
8,54 - 8,56 (2H, m).

[Ejemplo 2] Sintesis y purificacién de analogos de oligonucledtidos.
(1) Sintesis de oligonucledtidos modificados con 2’,4’- BNANC.

Analogos de oligonucledtidos (1) a (22) que contienen unidades de mondémero 2’,4'- BNANC se sintetizaron mediante
un sintetizador automatico de acidos nucleicos Expedite™ 8909 (ABI) en una escala de 0,2 mmoles de acuerdo con
un protocolo de fésforoamidita estandar. El tiempo de acoplamiento para la amidita y el grupo hidroxilo 5'-terminal se
ajustdé en 94 segundos para la amidita de nucledsido natural y en 300 segundos para las amiditas 2',4'-BNANC (16,
17y 21).

Para los oligonucleétidos modificados con 2’,4’- BNAN© gue tienen el terminal 5' protegido con un grupo DMTr y
soportados en una fase sélida, se llevé a cabo la eliminacién (1,5 h) desde una columna usando amoniaco acuoso al
28%. Los analogos de oligonucledtidos separados se hicieron reaccionar durante 16 horas a 60 °C en amoniaco
acuoso al 28% para la desproteccién de todos los grupos protectores.

Se llevo a cabo la purificacion simple mediante una columna NAP-10, y las correspondientes fracciones obtenidas se
sometieron a andlisis de UV.

Basandose en los resultados de las medidas con UV, las fracciones que contienen oligo se liofilizaron, y los materia-
les liofilizados se purificaron adicionalmente mediante HPLC en fase inversa (columna WakoPak ® WS-DNA, 10,0
mm x 250 mm) (condiciones: elucién en gradiente con 8 a 16% de acetonitrilo durante 30 minutos a una velocidad
de 3 ml/min en tampén de acetato de trietilamonio 0,1 M (pH 7,0)). La pureza de los analogos de oligonucle6tidos
sintéticos se confirmé mediante HPLC en fase inversa (columna WakoPak ® WS-DNA, 4,6 mm x 250 mm) (condi-
ciones: elucién en gradiente con 8 a 16% de acetonitrilo durante 30 minutos a una velocidad de 1 ml/ min en tampon
de acetato de trietilamonio 0,1 M (pH 7,0)). Los pesos moleculares se determinaron mediante la medida de MALDI-
TOF-MASS.

Los analogos de oligonucleétidos sintéticos (1) a (22) se indican a continuacion.

[Férmula quimica 7]
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@ 5-GCGTTXTTTGCT-3

@ 5-GCGTTXTXTGCT-3'

@ 5-GCGXTXTXTGCT-3'

@ 5-GCGTTXXXTGCT-3'

® 5-GCXXXXXXGCT-3'

® 5-TTTTT"CTXT"CT"CT"CT-3'
@ 5-TTTIX"CTXT"CX"CT™CT-3'
® §-TTTTIT"CXXX"CT"CT™CT-3'
@ 5-XTXTX"CXTX"CX"CX™CT-3
@ 5-TXTTX"CTXT"CX"CTX'T-3'
@ 5-XTTTX"CTTX"CT"CX"CT-3'
@ 5-TTTTTTTTXT-3'

@ 5-GCGTTYTTTGCT-3

@ 5-GCGTTYTYTGCT-3

® 5-GCGYTYTYTGCT-3

® 5-GCGTTYYYTGCT-3'

@ 5-GCAYYYYYYGCT-3'

@ S-TITIT"CTYT"CT"CT"CT-3'
® 5-TTTTY"CTYT"CY™CT CT-3'
@ S-TTTIT"CYYY"CT"CT"CT-3'
(21) S-YTYTY"CYYY™CY"CY™CT-3'
(22) &-TTTTTTTTYT-2

§
0
T
X=
N--l'—’
the
X* =
§
0
T
0
Y=
~,
f A

Las cantidades y rendimientos de los oligonucledtidos modificados con 2',4’- BNAN® obtenidos se muestran a conti-

nuacion.

[Tabla 1]

Oligonuecl edtido

- Cantidad obtenida

Reendimiarto [Ya]

_ [nrnoles)
D E-GCETTATITGCT-F 8481 475
@ §-GCETTXTHTGOT. 3 118,67 LEE]
@ 5-OCEXTXTXTECT3 12812 &3
o E-GCaTTEXXTGET. 58,54 345
3 F-GCEDOMNNGECT-3 B0 497
® &-TTITITCTXTCTCT"CT-3 7244 28,2
O BT CTET N CT Ty &1.07 an.e
o S-TTITC K T e T C T3 E0.40 307
D E-XTXTX " CXTHCX e ™ CT. 3 41,60 0.8
@ E-TXTTE CTXT O O T T- 2540 12.7
O SXTTTXCTTXY " CTCX Oy B1.80 409

B 5-TTTTITITAT-3 100.13 501

Ademas, los resultados de la medida por MALDI-TOF MS de los oligonucleétidos sintéticos modificados con 2’,4’-

BNANC se tabulan a continuacion.

[Tabla 2]
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Oligonucledtidos (M-H)"
® 5-GCGTTXTTTGCT-3 3689.47 3688.52
@ 5-GCGTTXTXTGCT-3' 3746.52 3746.89
@ 5-GCGXTXTXTGCT-3' 3803.57 3804.93
@ 5-GCGTTXXXTGCT-3' 3803.57 3803.18
® 5-GCEXXXXXXGCT-3' 3974.73 3975.31
® 5-TTTTTCTXT"CT"CT"CT-3' 4553,11 4552.67
@ 5-TTTTX"CTXT"CX™CT"CT-3' 4667.21 4667.36
® 5-TTTTT"CXXX"CT"CT"CT-3' 4667.21 4666.86
@ 5-XTXTX"CXTX"CX"CX"CT-2' 4895.42 4896.42
@ 5-TXTTX"CTXT"CX™CTX*T-3' 4781,32 4781.18
@ §-XTTTX"CTTX"CT"CX"CT-3' 4724.26 4723.73
@ 5-TITITTTTXT-3' 3036.06 3036.36
® 5-GCGTTYTTTGCT-3' 3675.44 3675.80
@ 5-GCGTTYTYTGCT-3' 3718.47 3717.15
® 5-GCGYTYTYTGCT-3' 3761.49 3762.64
@® 5-GCGTTYYYTGCT-3 3761.49 3761.24
@ 5-GCGYYYYYYGCT-3' 3890.57 3890.62
@ 5-TITTT"CTYT"CT"CT™CT-3' 4539.08 4540.11
@ 5-TTTTY"CTYT"CY™"CT™CT-3' 4825,13 4625.74
@ §-TTTTT™CYYY "CT CT™CT-3' 4625.13 4625.71
(21) 5-YTYTY"CYYY"CY"CY"CT-3' 4797.23 4797.80
(22) 5-TTTTTTITYT-3 3022.03 3021.93

[Ejemplo Experimental 1]. Medida de los puntos de fusién (Tm) de los oligonucleétidos modificados con 2°,4’- BNAN©
(evaluacion de la capacidad formadora de dobles hélices).
Los analogos de oligonucleétidos (1) a (5) y (13) a (17) sintetizados en los Ejemplos (es decir, cadenas antisentido),

y una cadena sentido de un oligonucleétido de DNA o RNA natural fueron reasociados. Se midieron los puntos de
fusién (Tm) de los productos de la reasociacion para investigar la capacidad de formacion de dobles hélices de las

cadenas antisentido.

Soluciones de muestra (500 pL) con concentraciones finales de NaCl de 100 mM, tampén fosfato sddico (pH 7,2) 10
mM, cadena antisentido 4 uM, y cadena sentido 4 uM, se sumergieron en agua hirviendo, y se enfriaron a tempera-
tura ambiente en el curso de 10 horas. Se pasé una corriente de nitrégeno a través de una camara celular de un
espectrofotdémetro (Beckman, DU-650) para evitar la formacion de condensacion, y las soluciones de muestra se
enfriaron gradualmente hasta 5 °C. Ademas, las soluciones de muestra se mantuvieron a 10 °C durante 20 minutos
y después se comenzaron las medidas. La temperatura se elevo hasta 90 °C a razén de 0,5 °C/min, y se midio la

absorcion ultravioleta a 260 nm.

Los resultados se muestran en las Tablas 3y 4.

[Tabla 3]
Capacidad de formacion de dobles hélices con la cadena de DNA (5-AGCAAAAAACGC-3’) (evaluacioén del valor de
Tm): °C
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Cadena antisentido Tm ATmimod.
5-GCGTITTTTIGCT 2 50 Natural

D 5-GCGTIXTITGCT-3' 49 -1

@ 5 GCGTIXIXTGCT-3 49 05

(3 5-GCGXTXTXTGCT-3 51 03

@ 5-GLGT IXXXTGCT-3 50 0

® 5-GCEXXXXXXGCT-3 61 18

D 5-GCGTIYTTTGCT.3 51 +1

W 5-GLETIYTYIGCT-3 52 )

S GCGYTYTYIGCT-3 55 +1.7
§-GCGTIYYYTGGT-3 57 +2.3
5-GLGYYYYYYGCT-3' 73 +38

Condiciones: NaCl 100 mM, tampo6n de Na;HPO4 10 mM (pH 7,2), [cadena] = 4 uM. Tm era el valor medio de 3
experimentos 0 mas.

[Tabla 4]

Capacidad de formacién de dobles hélices con la cadena de RA (5-AGCAAAAAACGC-3’) (evaluacién del valor de
Tm): °C

‘ Cadena antisehtido Tm ATm/mod.
5-GCGTTTTTTGCT-3' 45 Natural
D 5-GCGTTXTTTGCT-3' 50 +5

@ 5-GCGTTXTXTGCT-3' 56 +5.5
@ 5-GCGXTXTXTGCT-3 63 +6
@ 5-GCGTTXXXTGCI-3 59 +4.7
® 5-GCEXXXXXXGCT-3' 80 +5.8
) 5-GCGTTYTTTGCT-3 51 +6
09 5-GCGTTYTYTGCT-3' 56 _+55
49 5-GCGYTYTYTGCT-3' 64 +6.3

c% 5-GCGTTYYYTGCT-3' 61 +5.3
§-GCGYYYYYYGCT-3 83 _ _  +63

Condiciones: NaCl 100 mM, tamp6n de Na2HPO4 10 mM (pH 7,2), [cadena] = 4 yM. Tm era el valor medio de 3
experimentos 0 mas.

Basandose en los hallazgos anteriores, los analogos de nucleétidos de la presente invencién tienen una capacidad
de formacion de doble hélice con un RNA monocatenario (cadena sentido) mucho mayor que su capacidad de for-
macion de dobles hélices con DNA monocatenario (cadena sentido), y se considera que son adecuados para el
método antisentido.

[Ejemplo Experimental 2]

Medida de Tm de oligonucledtidos modificados con 2',4’-BNANC (evaluacion de la capacidad de formacion de triples
hélices).

En relacién con los analogos de oligonucleétidos (6) a (11) y (18) a (21) sintetizados en los Ejemplos, fue investigada
la capacidad de formacion de triples hélices los DNAs bicatenarios diana que se indica a continuacién, por el mismo
método que en el Ejemplo Experimental 1. Las concentraciones de sal y el pH durante la medida cumplian con las
condiciones que se describen a continuacion de las correspondientes tablas.

Los resultados y las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 5.
[Tabla 5-1]
Tabla 5-1. Valores de Tm de oligonucleétidos 2’,4’-BNANC con DNA ds
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5'.d(GCTAAAAAGAAAGAGAGATCG) -3'

diana: 3'-d(CGATTTTTCTTTCTCTCTAGC) -5’
Oligonucledtidos T (ATl madifizacian (°C)
§-TTTTT"CTTT CT"CT"CT-3' 33
® 5-TTTTT™CTXTCT"CT"CT-3 38 (+5.0)
@ 5-TTTTX"CTXT"CX"CT"CT-3 47 (+4.6)
® S5-TTTTT"CXXX"CT"CT"CT-3' 42 (+3.0)
@ 5-XTXTX"CXTX"CX"CX™CT-3 59 (+3.7)
@ 5-TXTTX"CTXT"CX"CTX*T-3 50 (+3.4)
@ 5-XTTTX"CTTX"CT"CX"CT-8' 45 (+3.0)
@ S-TTTTT"CTYT"CT™CT™CT-3 44 (+11.0)
@ 5-TTTTY"CTYT"CY"CT"CT-3' 60 (+8.0)
@ 5-TTTTT"CYYY"CT™CT"CT-3' 59 (+8.7)
(21) 5-YTYTY"CYTY"CY"CY"CT-3 78 (+6.4)

Condiciones: KCI 140 mM, tampén de Na;HPO,4 7 mM (pH 7,0), cada cadena 1,5 uM, 5 °C a 90 °C (0,5 °C /min). X
2', 4-BNA"® (N-Me)-"C.

[Tabla 5-2]

Tabla 5-2. Valores de Tm de oligonucleoétidos 2’,4’-BNANC con DNA ds

5!-d(GCTGCTAAAAAGAAAGAGAGATCGTCG) -3

diana :
3'-d(CGACGATTTTTCTTTCTCTCTAGCAGC) -5"'
oligonucleétidos Ten (4 T/ modificacion) (°C)
S-TTTTT™CTTT"CT"CT"CT-3 43
® §-TTTTT"CTXT"CT"CT"CT-3' 49 (+6.0)
@ 5-TTTTX"CTXT"CX"CT"CT-3' 61 (+6.0)
® &-TTTTTTCXXX"CT"CT™CT-8' 54 (+3.6)
® &-XTXTX"CXTX"CX"CX"CT-3' >80 (>+5)
@ 5-TXTTX"CTXT"CX"CTX'T-3' 63 (+4.0)
@ 5-XTTTX"CTTX"CT"CX"CT-3' 59 (+4.0)
@ 5-TITIT"CTYT"CT"CT"CT-3' S5 (+12.0)
@ 5-TITTY"CTYT"CY"CT"CT-&' 73 (+10.0)
@ 5-TITIT"CYYY"CT"CT"CT-3' 71 (+9.3)
(21) 8-YTYTY"CYTY"CY"CY"CT-3' >B0 (>+5)

Condiciones: Kg:l 140 mM, MgCl, 10 mM, tampdén de Na;HPO4 7 mM (pH 7,0), cada cadena 1,5 uM, 5 °C a 90 °C
(0,5 °C /min). X": 2", 4'-BNAY® (N-Me)-"C.

[Tabla 5-3]

Tabla 5-3. Formacién de triples hélices selectiva de secuencia de oligonucleétidos 2’,4’-BNANC.
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st-d(rrrrricreT CcTCcT™CT) -3¢
5'-d(GCTAAAAAGAMAGAGAGATCG) -3

diana:
3'-d(CGATTTTTCTNTCTCTCTAGC) -5
2 Tm (ATm = Tinmi = Tmgmaicn) ) (*C)
M-N- AT G-C C-G T-A
natural-T 43 21 (-22) 25 (-18) 18 (:25)
® X |[2',4"-BNANC (N-Me)] S0 24 (-26) 22 (-28) 14 (-36)
@ Y [2,4'-BNA"® (N-H)] 55 30 (-25) 28 {-27) 25 (-30)

Condiciones: KCI 140 mM, tampon de fosfato sédico 7 mM (pH 7,0), cada cadena 1,5 uM, 5 °C a 90 °C (0,5 °C /min).
C: 2’-desoxi-5-metilcitidina.

Como se muestra en la Tabla 5, se encontré que los anélogos de oligonucleétidos (6) a (11) y (18) a (21) de la pre-
sente invencién tenian una excelente capacidad de formacion de triples hélices. Su selectividad de secuencia fue
también superior a la de la cadena antisentido natural. Asi pues, se cree que son también muy Utiles para el método
del antigeno.

Ejemplo Experimental 3: Medida de la resistencia a enzimas.

Los oligonucledtidos naturales (oligonucledtido de DNA) y no naturales indicados a continuacion fueron examinados
en relacion con la resistencia a la exonucleasa que degrada el oligonucledétido desde el lado 3 .

1) Se afiadio cada oligonucleotido y fosfodiesterasa de veneno de serpiente (Boehringer Mannheim) como 3'-
exonucleasa, a concentraciones de 25 mg/mL y 0,5 mg/mL, en 400 mL de tampdn Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) que
contenia MgCl, 10 mM, y la mezcla se mantuvo a 37 °C.

2) Después de un periodo de tiempo constante, se midi6 la tasa de supervivencia de cada oligonucledtido,
mediante HPLC.

Las secuencias de los oligonucle6tidos usados en la medida se indican a continuacion.

5-TTTTTTTTXT-3

o=p—0" onlL— o
D-gl 2'.4°-BNA
D -
X = X =
RN.-D
o=p—5"
E °=|il-|o‘
)
Soligo 2 4-BNANG

en donde, cuando X es un mondémero de DNA, el oligonucleétido es un oligonucleétido de DNA completamente
natural, y el oligonucleétido que contiene otro analogo de nucleétido es un oligonucleétido parcialmente no natural;
ademas, el analogo de oligonucleétido en el que X es 2',4'-BNANC (N-Me) es el analogo de oligonucleétido de la
presente invencion.

Los cambios a lo largo del tiempo en las tasas de supervivencia de los oligonucle6tidos respectivos, medidos me-
diante HPLC, se muestran en la Tabla 6 y la Fig. 1.
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En la Tabla 6 y la Fig. 1, “% de oligonucledtido intacto" se refiere a la tasa de supervivencia (%) (determinacion me-
diante HPLC) del oligonucle6tido no degradado a los valores del tiempo de medida, respecto de la del oligonucleéti-
do no degradado a un valor del tiempo 0.

[Tabla 6]

Evaluacion de la resistencia a la enzima.

% e oligonucledtido intacto

oligonucle dtido = p p—n e 2omin — gm!m
D-olige 100 0 o o o o
2" 4'-BNA 100 w 24 5 1 0
s-aligo 100 94 92 9n 83 70
2',4"-BNAS 100 100 93 98 94 B0

Los resultados de la Tabla 6 y la Fig. 1 indican que el analogo de oligonucleétido de la presente invencion tenia una
excelente resistencia a la enzima en comparacion con los oligonucleétidos naturales y otros no naturales.
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Lista de secuencias.

<110> Imanishi Takeshi
<120> Novel Artificial Nucleic Acids of N-O Bond Crosslinkage Type
<130> [-352-17

<160> 22
<210> 1
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> hase modificada
<222>
<223> Antisentido
<400> 1
gegtintttget
<210> 2
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> base modificada
<222>
<223> Antisentido
<400 2
geglintnlget
<210> 3
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> base modificada
<222>
<223> Antisentido
<400> 3
gegntntntget
<210> 4
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> base modificada
<222>
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<223» Antisentido
<400 4
gcplinnnlgst
<210 5
<211 10
<212= DNA
<213 Secnencia artificial
<220
<221> hase modificada
222>
<223 Antisentidn
<400 5
geomnannngel
<210 o
<211> 15
«212» DNA
<213 Secuencia artificial
<220
<221> hase modificada
<222>
<223> Antisentido
<40 b
tititninininint
<210> 7
<21l 15
<212> DNA
<213» Secuencia artificial
<220
<221> base modificada
<222>
=723 Antisentido
<400 ¥
tiltaninlnnolnt
<210= 21
<Z11l=> 15
212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
w221 hase maodificada
222>
223> Antisentido
<4 (> 8
tittinpmoninint
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210> g

<211> 15

<212> DNA

«213» Secnencia artificial

<220

<7221 hase modificada

<222>

<223 Antisentidn _

<400 9
nintonninonnnnl

<210k 190

<211> 15

<212 DbNA

<213> Secuencia artificial

<220

<221>  hase modificada

<222

<Z223>  Antisentido

<400 10
intinnintnnnint

=210> 11

<211> 15

<212> DNA

213> Secuencia artificial

<220

<221> hage modificada

<222

<223> Antisentidn

<400 11
ntlinnttrnintint

=210 12

<211 10

<212 DNA

<213 Secuencia martificial

<220>

<221> hase modificada

«d22>

<223> Antisentidn

<400 12

(witirimt
<210> 13
<21l> 12
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<LlL> LIMNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> base modificada
<222=
<223> Antisentido
<400> 13

gcglintitget
<210> 14
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> base modificada
<222>
<223> Antisentido
<400> 14

Ecgtintntgcl
<210> 15
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> hase modificada
<222>
<223> Antisentido
<400> 15

gcgninintgel
<210> 16
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial :
<220>
<221> base modificada
<222>
<223> Antisentido
<400> 16

gegitnnntget

<210> 17
<211> 12
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
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<221> hase modificada

<222>

<223> Antisentido

<400> 17

gegnnnnnngct

<210> 18

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> base modificada

<222>

<223>  Antisentido

<400 18
tttitnintntntnt

<210> 19

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> base modificada

<222>

<223> Antisentido

<400=> 19
tttiinnintnnatnt

<210> 20

<211> 15

<212> DNA

<213> Secnencia artificial

<220>

<221> base modificada

<222>

<223> Antisentido

<400> 20
tttttnnnnntntnt

<210> 21

<211> 15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220=

<221> base modificada

<222>

<223> Antisentide
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<400> 21
nintnnntnnnnnnt

<210> 22

<211> 10

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> hase modificada

<222>

<223> Antisentido

<400> 22

tietttttnt
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REIVINDICACIONES

12, Un compuesto de la féormula general (1) siguiente y una sal del mismo:
R0 Base
O
(CHz]n\ OR; (CHam )]
i
Ry

en la que Base representa un grupo heterociclico aromatico o un grupo de anillo de hidrocarburo aromatico que tiene
opcionalmente un sustituyente,

R: y Rz son iguales o diferentes, y cada uno de ellos representa un atomo de hidrégeno, un grupo protector para un
grupo hidroxilo para la sintesis de acido nucleico, un grupo alquilo, un grupo alquenilo, un grupo cicloalquilo, un
grupo arilo, un grupo aralquilo, un grupo acilo, un grupo sulfonilo, un grupo sililo, un grupo fosfato, un grupo fosfato
protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, o -P(R4)Rs [en donde R4 y Rs son iguales o dife-
rentes, y cada uno de ellos representa un grupo hidroxilo, un grupo hidroxilo protegido con un grupo protector para la
sintesis de acido nucleico, un grupo mercapto, un grupo mercapto protegido con un grupo protector para la sintesis
de acido nucleico, un grupo amino, un grupo alcoxi que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo alquiltio que
tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo cianoalcoxi tiene de 1 a 6 atomos de carbono, o un grupo amino susti-
tuido con un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono],

R3 representa un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo alquenilo, un grupo cicloalquilo, un grupo arilo, un
grupo aralquilo, un grupo acilo, un grupo sulfonilo, o un sustituyente de unidad de molécula funcional, y

m indica un nimero entero de 0 a 2, y n indica un nimero entero de 1 a 3.

22, El compuesto y las sales del mismo segun la reivindicacion 12, en el que R, es un atomo de hidrégeno, un
grupo acilo alifatico, un grupo acilo aromatico, un grupo sulfonilo alifatico o aromatico, un grupo metilo sustituido con
uno a tres grupos arilo, un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo que tienen un anillo de arilo sustituido
con un grupo alquilo inferior, alcoxi inferior, halégeno, o ciano, o un grupo sililo.

32 El compuesto y la sal del mismo segin la reivindicaciéon 12, en el que R; es un atomo de hidrégeno, un
grupo acetilo, un grupo benzoilo, un grupo metanosulfonilo, un grupo p-toluenosulfonilo, un grupo bencilo, un grupo
p-metoxibencilo, un grupo tritilo, un grupo dimetoxitritilo, un grupo monometoxitritilo, o un grupo terc-butildifenilsililo.

42 El compuesto y las sales del mismo segin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 32, en el que Rz es un
atomo de hidrégeno, un grupo acilo alifatico, un grupo acilo aromatico, un grupo sulfonilo alifatico o aroméatico, un
grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo, un grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo que tienen
un anillo de arilo sustituido con un grupo alquilo inferior, alcoxi inferior, halégeno o ciano, un grupo sililo, un grupo
fésforoamidita, un grupo fosfonilo, un grupo fosfato, o un grupo fosfato protegido con un grupo protector para la
sintesis de &cido nucleico.

52, El compuesto y la sal del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 32, en el que R, es un
atomo de hidrégeno, un grupo acetilo, un grupo benzoilo, un grupo metanosulfonilo, un grupo p-toluenosulfonilo, un
grupo bencilo, un grupo p-metoxibencilo, un grupo terc-butildifenilsililo, -P(OC2H4CN) (N (i-Pr)2), -P(OCHs) (N (i-Pr)),
un grupo fosfonilo, o un grupo 2-clorofenil- o 4-clorofenil-fosfato.

62. El compuesto y la sal del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 52, en el que Rs es un
atomo de hidrégeno, un grupo fenoxiacetilo, un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono, un grupo alque-
nilo que tiene de 1 a 5 a&tomos de carbono, un grupo arilo que tiene de 6 a 14 atomos de carbono, un grupo metilo
sustituido con uno a tres grupos arilo, un grupo sulfonilo alifatico inferior o aromatico tal como un grupo metanosulfo-
nilo, o un grupo p-toluenosulfonilo, un grupo acilo alifatico que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono, tal como un grupo
acetilo, o0 un grupo acilo aromatico tal como un grupo benzoilo.

78, El compuesto y la sal del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 62, en el que el sustitu-
yente de la unidad de molécula funcional como Rs es una molécula de marcaje fluorescente o quimioluminiscente,
un grupo funcional con actividad de incision de &cido nucleico, o un péptido sefial de transferencia nuclear o intrace-
lular.
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82, El compuesto y la sal del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 72, en el que Base es un
grupo purin-9-ilo, un grupo 2-oxopirimidin-1-ilo, 0 un grupo purin-9-ilo 0 un grupo 2-oxopirimidin-1-ilo que tienen un
sustituyente elegido entre el siguiente grupo a:

grupo a: un grupo hidroxilo, un grupo hidroxilo protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un
grupo alcoxi que tiene de 1 a 5 &tomos de carbono, un grupo mercapto, un grupo mercapto protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo alquiltio que tiene de 1 a 5 a&tomos de carbono, un grupo ami-
no, un grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo amino sustituido
con un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 4&tomos de carbono, un grupo alquilo tiene de 1 a 5 4tomos de carbono, y un
atomo de haldgeno.

92, El compuesto y la sal del mismo seguin una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 82, en el que Base es 6-
aminopurin-9-ilo (es decir, adeninilo), 6-aminopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector
para la sintesis de &cido nucleico, 2, 6-diaminopurin-9-ilo, 2-amino-6-cloropurin-9-ilo, 2-amino-6-cloropurin-9-ilo que
tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2-amino-6 -fluoropurin-9-ilo,
2-amino-6-fluoropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nu-
cleico, 2-amino-6-bromopurin-9-ilo, 2-amino-6- bromopurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico, 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo (es decir, guaninilo), 2-amino-6-hidroxipurin-
9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido nucleico, 6-amino-2-
metoxipurin-9-ilo, 6-amino-2-cloropurin-9-ilo, 6-amino-2-fluoropurin-9-ilo, 2,6-dimetoxipurin-9-ilo, 2,6-dicloropurin-9-
ilo, 6-mercaptopurin-9-ilo, 2-oxo0-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, citosinilo), 2-oxo-4-amino-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2-
0Xx0-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo0-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo
amino protegido con un grupo protector para la sintesis de &cido nucleico, 4-amino-2-oxo-5-cloro-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-metoxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-mercapto-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-
hidroxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, uracililo), 2-oxo0-4-hidroxi-5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, timini-
l0), 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, 5-metilcitosinilo), o 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de 4cido nucleico.

102, El compuesto y la sal del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 93, enel que mes 0,y n
es 1.
112 Un anélogo de oligonucle6tido, como un andlogo de oligonuclettido de DNA o de oligonucleétido de RNA,

gue contiene uno, o dos, 0 mas de uno o0 mas tipos de estructuras unitarias de los analogos de nucledsidos repre-
sentados por la férmula general (II) que sigue, o una sal farmacolégicamente aceptable del mismo, siempre y cuan-
do una forma de unién entre respectivos nucleésidos en el analogo de oligonucleétido pueda contener uno, o dos, o
mas enlaces fosforotioato [-OP(O) (S)O-] aparte de un enlace fosfodiéster [-OP (O,)O-] idéntico al de un acido nu-
cleico natural, y, si estan contenidos dos 0 mas de uno o mas tipos de estas estructuras, el grupo Base puede ser
igual o diferente entre estas estructuras

0 Base

(CH2)» © (CH2)m ()
N_ |

3

en la que Base representa un grupo heterociclico aromético o un grupo de anillo de hidrocarburo aromatico que tiene
opcionalmente un sustituyente,

R3 representa un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo alquenilo, un grupo cicloalquilo, un grupo arilo, un
grupo aralquilo, un grupo acilo, un sulfonilo, un grupo sililo, o un sustituyente de unidad de molécula funcional, y

m indica un namero entero de 0 a 2, y n indica un nimero entero de 1 a 3.

122, El analogo de oligonucleétido o la sal farmacolégicamente aceptable del mismo, segun la reivindicacién 112,
en el que Rz es un atomo de hidrégeno, un grupo fenoxiacetilo, un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbo-
no, un grupo alquenilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo arilo que tiene 6 a 14 atomos de carbono, un
grupo metilo sustituido con uno a tres grupos arilo, un grupo sulfonilo alifatico inferior o aroméatico tal como un grupo
metanosulfonilo o un grupo p-toluenosulfonilo, un grupo acilo alifatico que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, tal
como un grupo acetilo, o un grupo acilo aromatico tal como un grupo benzoilo.

132, El andlogo de oligonucleétido o la sal del mismo aceptable farmacolégicamente, segun una cualquiera de
las reivindicaciones 112 a 122, en el que el sustituyente de unidad de molécula funcional como R3 es una molécula
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de marcaje fluorescente o quimioluminiscente, un grupo funcional con actividad de incision de &cido nucleico, o un
péptido sefial de transferencia intracelular o nuclear.

142, El analogo de oligonucleétido o la sal del mismo aceptable farmacolégicamente, segun una cualquiera de
las reivindicaciones 112 a 132, en el que Base es un grupo purin-9-ilo, un grupo 2-oxopirimidin-1-ilo, o un grupo purin-
9-ilo 0 un grupo 2-oxopirimidin-1-ilo que tiene un sustituyente elegido entre el grupo a que sigue:

grupo a: un grupo hidroxilo, un grupo hidroxilo protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un
grupo alcoxi que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo mercapto, un grupo mercapto protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo alquiltio que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo ami-
no, un grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, un grupo amino sustituido
con un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono, un grupo alquilo que tiene de 1 a 5 atomos de carbono,
y un atomo de halégeno.

152, El analogo de oligonucleodtido o la sal del mismo aceptable farmacolégicamente, segin una cualquiera de
las reivindicaciones 112 a 142, en el que Base es el 6-aminopurin-9-ilo (es decir adeninilo), 6-aminopurin-9-ilo que
tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2,6-diaminopurin-9-ilo, 2-
amino-6-cloropurin-9-ilo, 2-amino-6-cloropurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para
la sintesis de acido nucleico, 2-amino -6-fluoropurin-9-ilo, 2-amino-6-fluoropurin-9-ilo que tiene el grupo amino prote-
gido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2-amino-6-bromopurin-9-ilo, 2-amino- 6-bromopurin-9-
ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2-amino-6-
hidroxipurin-9-ilo (es decir, guaninilo), 2-amino-6-hidroxipurin-9-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico, 6-amino-2-metoxipurin-9-ilo, 6-amino-2-cloropurin-9-ilo, 6-amino-2-
fluoropurin-9-ilo, 2,6-dimetoxipurin-9-ilo, 2,6-dicloropurin-9-ilo, 6-mercaptopurin-9-ilo, 2-0x0-4-amino-1,2-
dihidropirimidin-1-ilo (es decir, citosinilo), 2-oxo-4-amino-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido
con un grupo protector para la sintesis de acido nucleico, 2-oxo-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, un grupo
2-0xo-4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo protector para la
sintesis de &cido nucleico, 4-amino-2-0xo0-5-cloro-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-metoxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo,
2-0x0-4-mercapto-1,2-dihidropirimidin-1-ilo, 2-oxo-4-hidroxi-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, uracililo), 2-oxo-4-
hidroxi-5-metil-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir, timinilo), 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo (es decir,
5-metilcitosinilo), o 4-amino-5-metil-2-oxo-1,2-dihidropirimidin-1-ilo que tiene el grupo amino protegido con un grupo
protector para la sintesis de acido nucleico.

162. El analogo de oligonucleodtido o la sal del mismo aceptable farmacolégicamente, segin una cualquiera de
las reivindicaciones 112 a 158, enelque mes 0,y nes 1.

38



ES 2382807 T3

Fig. 1

Evaluacion de la resistencia a la enzima
(oligonucledtido 2’ 4'-BNAN®, SVPDE 0.5 ug/ml)
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