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ANALOGOS DE ACIDO NUCLEICO DE TETRAHIDROPIRANO
Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

En el presente documento se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano, compuestos
oligoméricos preparados a partir de los mismos y métodos de uso de los compuestos oligoméricos. Mas
concretamente, cada uno de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano tiene un anillo de tetrahidropirano
sustituido que reemplaza al anillo de pentofuranosa natural. En determinadas formas de realizacién, los compuestos
oligoméricos hibridan con una porcién de un ARN diana que da como resultado la pérdida de la funcién normal del
ARN diana.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La tecnologia antisentido es un medio eficaz para reducir la expresion de uno o mas productos génicos
especificos y por lo tanto puede resultar excepcionalmente Gtil en varias aplicaciones terapéuticas, de diagnostico y
de investigacion. Se utilizan de manera rutinaria nucledsidos quimicamente modificados para su incorporacion en
secuencias antisentido para mejorar una 0 mas propiedades, tales como, por ejemplo, afinidad y resistencia a
nucleasas. Uno de tales grupos de nucledsidos modificados quimicamente incluye analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano en los que el anillo de furanosa esta reemplazado con un anillo de tetrahidropirano.

Se ha notificado en la literatura la sintesis de diversos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano, véase
por ejemplo: Verheggen et al., J. Med. Chem., 1995, 38, 826-835; Altmann et al., Chimia, 1996, 50, 168-176;
Herdewijn et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 1996, 6 (13), 1457-1460; Verheggen et al., Nucleosides &
Nucleotides, 1996, 15 (1-3), 325-335; Ostrowski et al, J. Med. Chem., 1998, 41, 4343-4353; Allart et al.,
Tetrahedron, 1999, 55, 6527-6546; Wouters et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 1999, 9, 1563-1566;
Brown, et al., Drug Development Res., 2000, 49, 253-259, solicitud PCT publicada: WO 93/25565, WO 02/18406 y
WO 05/049582; patentes de EE.UU. 5.314.893, 5.607.922 y 6.455.507.

Se han descrito diversos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano como mondémeros y también se han
incorporado a compuestos oligoméricos (véase, por ejemplo: solicitud PCT publicada, documento WO 93/25565,
publicado el 23 de diciembre de 1993; Augustyns et al., Nucleic Acids Res., 1993., 21 (20), 4670-4676; Verheggen et
al, J. Med. Chem., 1993, 36, 2033-2040; Van Aerschol et al, Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34 (12),
1338-1339; Anderson et al., Tetrahedron Letters, 1996, 37 (45), 8147-8150; Herdewijn et al., Liebigs Ann., 1996,
1337-1348; De Bouvere et al., Liebigs Ann./Recueil, 1997, 1453-1461; 1513-1520; Hendrix et al., Chem. Eur. J.,
1997, 3 (1), 110-120; Hendrix et al., Chem. Eur. J., 1997, 3 (9), 1513-1520; Hossain et al., J. Org Chem., 1998, 63,
1574-1582; Allart et al., Chem. Eur. J., 1999, 5 (8), 2424-2431; Boudou et al., Nucleic Acids Res., 1999, 27 (6),
1450-1456; Kozlov et al., J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 1108-1109; Kozlov et al., J. Am. Chem. Soc., 1999, 121,
2653-2656; Kozlov et al., J. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 5856-5859; Pochet et al., Nucleosides & Nucleotides, 1999,
18 (4 y 5), 1015-1017; Vastmans et al., Collection Symposium Series, 1999, 2, 156-160; Froeyen et al., Helvetica
Chimica Acta, 2000, 83, 2153-2182; Kozlov et al., Chem. Eur. J., 2000, 6 (1), 151-155; Atkins et al., Parmazie, 2000,
55 (8), 615-617; Lescrinier et al., Chemistry & Biology, 2000, 7, 719-731; Lescrinier et al., Helvetica Chimica Acta,
2000, 83, 1291-1310; Wang et al., J. Am. Chem., 2000, 122, 8595-8602; solicitud de patente de EE.UU.
N? 2004/0033967; solicitud de patente de EE.UU. publicada N°2008/0038745; patente de EE.UU. publicada y
expedida N°7.276.592). También se han revisado analogos de ADN en un articulo (véase: Leumann, J.C.,
Bioorganic & Medicinal Chemistry, 2002, 10, 841-854) que incluia un andlisis general de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano (con el nombre: familia de acidos nucleicos de hexitol).

Se han preparado compuestos oligoméricos que tienen andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-H
unidos a fosfodiéster (también denominados en la técnica HNA - acidos nucleicos de hexitol o acidos nucleicos de
1,5-anhidroexitol) para su evaluacion en ensayos celulares. Los diferentes motivos que se han evaluado estan
completamente modificados, en los que cada mondmero es un analogo nucleosidico de tetrahidropirano 3'-H unido a
fosfodiéster e interrumpido en el que cada uno de los monémeros en las regiones externas 3’ y 5’ del compuesto
oligomérico es un analogo nucleosidico de tetrahidropirano 3'-H unido a fosfodiéster y cada monémero en la regién
interna es un desoxirribonucledsido unido a fosforotioato (véase: Kang et al., Nucleic Acids Research, 2004, 32(14),
4411-4419; Vandermeeren et al., 2000, 55, 655-663; Flores et al., Parasitol Res., 1999, 85, 864-866; y Hendrix et al.,
Chem. Eur. J. 1997, 3(9), 1513-1520).

A. Van Aerschot et al. "Increased RNA affinity of HNA analogues by introducing alkoxy substituents at the
C-1 or C-3 position" Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids, vol. 20, 2001, paginas 781-784, describen
congéneres de nucleodsidos de 1,5-anhidrohexitol con sustituyentes alcoxi.

Se han preparado y evaluado tanto estructuralmente como in vitro compuestos oligoméricos que tienen

andalogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-OH unido a fosfodiéster (también denominados en la técnica ANA o
acidos nucleicos D-altritol) (Allart ef al., Chem. Eur. J., 1999, 5 (8), 2424-2431).
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Se han preparado y ensayado ARNip quimicamente modificados que tienen nucleétidos de hexitol
incorporados (también conocidos en la técnica como acidos nucleicos HNA) para determinar la capacidad de
silenciamiento (véase: solicitud PCT publicada, WO 06/047842, publicada el 11 de mayo de 2006).

En consecuencia, sigue existiendo la necesidad, detectada hace tiempo, de agentes que regulen
especificamente la expresion génica por medio de mecanismos antisentido. En el presente documento se describen
andalogos nucleosidicos de 5-hidroxi-6-hidroximetil-tetrahidropirano sustituidos en la posicién 4 que son utiles en la
preparacion de compuestos antisentido para modular las vias de expresion génica, incluidas aquellas que dependen
de mecanismos de accién tales como enzimas ARNasaH, de ARNi y de ARNbc, asi como otros mecanismos
antisentido basados en la degradacién de la diana o la ocupacion de la diana. Un experto en la materia, una vez
provisto de la presente descripcién, sera capaz, sin excesiva experimentacién, de identificar, preparar y aprovechar
compuestos antisentido para estos usos.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

En el presente documento se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano, compuestos
oligoméricos que comprenden los analogos tetrahidropirano y métodos para utilizar los compuestos oligoméricos.
Los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano proporcionan propiedades mejoradas a los compuestos oligoméricos
a los que se incorporan.

En el presente documento las variables se definen individualmente con mayor detalle. Debe entenderse que
los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano, los compuestos oligoméricos y los métodos de uso de los mismos
proporcionados en el presente documento incluyen todas las combinaciones de las formas de realizacién descritas y
las variables definidas en el presente documento.

En determinadas formas de realizacidn, se proporcionan anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Formula XVI:

XVI

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts es un grupo protector de hidroxilo;

L1 es H, halégeno, alquilo C1-Cg 0 alquilo C1-Ce sustituido;

Z1 esQOu OE1;

Z, es OH, OE; o N(E+)(E2);

cada uno de E; y E: es, independientemente, alquilo o alquilo sustituido;

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cs, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJiJ2, Sd1, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de Js, J2 y J3 es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O,
S o NJs.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Formula XVI en la que g1 g2, gs, G4, 95, Gs Y g7 son cada uno H. En determinadas formas de realizacion, al
menos uno de g1 gz, gs, 94, 95, Js Y g7 €s distinto de H. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de gy
Q2, 03, Q4, 05, 9s Y g7 €S metilo.

En determinadas formas de realizacidn, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que

tienen la Férmula XVI, en la que Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, timina,
2'-tio-timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-citosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina, 2,6-diaminopurina, 1H-
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pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-aminoetoxi)-H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona o H-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-
ona. En determinadas formas de realizacion, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 2,6-
diaminopurina, adenina o guanina.

En determinadas formas de realizacidn, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Férmula XVI en la que Ts es acetilo, t-butilo, t-butoximetilo, metoximetilo, tetrahidropiranilo, 1-etoxietilo,
1-(2-cloroetoxi)etilo,  2-trimetilsililetilo, p-clorofenilo,  2,4-dinitrofenilo, bencilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo,
2,6-diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo, trifenilmetilo(tritilo), 4-metoxitritilo, 4,4’-dimetoxitritilo, trimetilsililo,
trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, trifenilsililo, triisopropilsililo, benzoilformiato, cloroacetilo, tricloroacetilo,
trifluoroacetilo, pivaloilo, carbonato de 9-fluorenilmetilo, mesilato, tosilato, triflato, tritlo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo, trimetoxitritilo o pixilo sustituido. En determinadas formas de realizacién, Ts es acetilo, bencilo,
t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo o dimetoxitritilo.

En determinadas formas de realizacidn, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Formula XVI en la que L1 es F. En determinadas formas de realizacién, L es H.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Férmula XVI en la que Zy es O y Z» es OH. En determinadas formas de realizacién, Z; es O(CHz)2CN, Z»
es N[CH2(CHs)2]2 y Ts es 4,4’-dimetoxitritilo. En determinadas formas de realizacién, Z; es O y Z» es OH que
proporciona un grupo fosfonato H en la posicién 4’ del analogo nucleosidico de tetrahidropirano que también puede
escribirse como 3'-O-P(=0)(H) (OH u O'amina®). En determinadas formas de realizacion, Z; es O(CH2)2CN, Z> es
N[CH2(CHs)2]2 y Ts es 4,4’ -dimetoxitritilo que proporciona una fosforamidita en la posicién 3'.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Formula XVIy que tienen la configuracién que se ilustra en la Férmula XVII:

Qg™

Z]_]r F
Z,
XVIIL.

En determinadas formas de realizacidn, se proporcionan anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Férmula XVII en la que g1 g, g3, Q4, 95, s ¥ g7 son cada uno H; Bx es uracilo, 5-metiluracilo, timina,
citosina, 5-metilcitosina, 2,6-diaminopurina, adenina o guanina; Ts es 4,4’-dimetoxitritilo; Z1 es O(CH2)2.CN y Z» es
N[CH2(CHs)2]2.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula X:

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula X:

Bx es un resto de base heterociclica;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cs, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJsC(=X)NJ1J2 y CN,
en los que X es O, S o NJy y cada uno de J1, J2 y Jz es, independientemente, H o alquilo C4-Cs; y

en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas unidas por grupos de unién internucleosidicos y al menos un grupo de unién
internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos comprenden al menos dos analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano de Formula X. En determinadas formas de realizaciéon, los compuestos
oligoméricos comprenden al menos dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X que
estan unidos por un grupo de unioén internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos comprenden al menos un analogo
nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula Xy al menos un (-D-2’-desoxirribonucleésido. En determinadas formas
de realizacion, los compuestos oligoméricos comprenden al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Formula X que estd unido a un B-D-2’-desoxirribonucledsido mediante un grupo de union internucleosidico de
fosforotioato.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos comprenden al menos una region de
2 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X. En determinadas
formas de realizacion, los compuestos oligoméricos comprenden al menos una region de 2 a aproximadamente 5
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula Xy al menos una regiéon adicional de 1 a
aproximadamente 5  subunidades monoméricas  contiguas distintas de  B-D-ribonucledsidos vy
B-D-2'-desoxirribonucledsidos en los que la region adicional esta separada de la al menos una regién mediante al
menos un B-D-2'-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos
oligoméricos que comprenden al menos dos regiones, teniendo cada regiéon de 1 a aproximadamente 5 analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Formula Xy en los que las dos regiones estan separadas por al
menos una subunidad monomérica en las que cada subunidad monomérica es, independientemente, un nucleésido
0 un nucledsido modificado.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden un
compuesto oligomérico interrumpido que comprende al menos dos regiones, teniendo cada regién de 1 a
aproximadamente 5 andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X en los que una de dichas al
menos dos regiones de andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X esta situada en el
extremo 5’ y la otra de dichas al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de
Formula X esta situada en el extremo 3'y en los que las dos regiones estan separadas por una regién interna que
comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 18 subunidades monoméricas en las que cada subunidad
monomérica es, independientemente, un nucleésido o un nucledsido modificado.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos comprenden al menos un grupo de
unién internucleosidico de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacion, cada grupo de union
internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada g1 gz,
gs, 04, 05, Qs Y g7 €s H. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de g1 gz, g3, G4, gs, s O Q7 €s distinto
de H. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de qi gz, gs, g4, gs, gs 0 g7 €s metilo.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la configuracion de Formula XI:
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En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula XII:

?Oﬁ

72{ H Bx
F
XIIL

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden una
longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 21 subunidades monoméricas. En determinadas formas de
realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden una longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 16 subunidades monoméricas. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan
compuestos oligoméricos que comprenden una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 14
subunidades monomeéricas. En determinadas formas de realizacion, la expresion que comprende se incluye
Unicamente para proporcionar grupos sustituyentes adicionales afadidos de manera rutinaria a los compuestos
oligoméricos tales como, pero no limitados a, grupos protectores tales como grupos protectores de hidroxilo, grupos
conjugados unidos opcionalmente, grupos terminales 5’ y/o 3' y/u otros grupos sustituyentes.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano de Férmula XIII:

A q
T,—0 o g3
q7 Qs
g Bx
8]

Vs R Qs

v R Ry
X111

en la que independientemente para cada uno de dichos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Formula XllI:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, halégeno, alquilo C1-Ce, alquilo C1-Ce sustituido,
alcoxi C1-Cg 0 alcoxi C1-Cg sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que X es O, S o NJy y cada uno de J1, J2 ¥ Js es, independientemente, H o alquilo C-Cs;

en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas; y

al menos dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula XIIl estan unidos por un grupo de
unién internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que uno de Rz y
R4 es Hy el otro de Rz y R4 es H, OCH3 o F para al menos un andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula
Xill.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos un B-D-2-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos
oligoméricos que comprenden al menos un [-D-2-desoxirribonucleésido en los que al menos un
B-D-2’-desoxirribonucledsido esta unido a un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula XlII mediante un
grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.
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En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos una region de 2 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula XIlII.
En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al menos una
region de 2 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula Xlll y al menos
una region adicional de 1 a aproximadamente 5 subunidades monoméricas contiguas distintas de
B-D-ribonucleésidos o B-D-2'-desoxirribonucledsidos en los que la region adicional esta separada de la al menos una
region por al menos un B-D-2’-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan
compuestos oligoméricos que comprenden al menos una region de 2 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos
de tetrahidropirano contiguos de Férmula XIll y al menos una regién adicional de 1 a aproximadamente 5 analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Formula XIll en los que la al menos un regiéon de 2 a
aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula XlIl esta separada de la region
adicional de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula XlII por al
menos un nucleésido o nucledsido modificado.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula
XIlI que comprenden un compuesto oligomérico interrumpido en el que una de dichas al menos dos regiones de
andalogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Formula Xl estd situada en el extremo 5’ y la otra de
dichas al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula XlII esta situada
en el extremo 3' y en la que las dos regiones estan separadas por una regidén interna que comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas en las que cada subunidad monomeérica es,
independientemente, un nucledsido o un nucledsido modificado.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan
compuestos oligoméricos en los que cada grupo de unién internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico
de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada g1 g,
Qs, 04, 95, Je Y g7 €s H. En determinadas formas de realizacién, en las que al menos uno de g1 gz, g3, 94, s, s O Q7
es distinto de H. En determinadas formas de realizacién, en las que al menos uno de g1 Qe, g3, Q4, 05, s O Q7 €S
metilo.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula XlII tiene la configuracion de Formula XIV:

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que al menos un
andlogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Formula XV:

en la que:
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Bx es un resto de base heterociclica; y
Rs es H, OCHs o F.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Formula XV. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan
compuestos oligoméricos en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula XV y cada Rs es
H. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada andalogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula XV y cada Rs es OCHs. En determinadas formas de realizacion, se
proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula
XVycadaRsesF.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden una
longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 21 subunidades monoméricas. En determinadas formas de
realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden una longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 16 subunidades monoméricas. En determinadas formas de realizaciéon, se proporcionan
compuestos oligoméricos que comprenden una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 14
subunidades monomeéricas. En determinadas formas de realizacion, la expresion que comprende se incluye
Unicamente para proporcionar grupos sustituyentes adicionales anadidos de manera rutinaria a los compuestos
oligoméricos tales como, pero no limitados a, grupos protectores tales como grupos protectores de hidroxilo, grupos
conjugados unidos opcionalmente, grupos terminales 5’ y/o 3' y/u otros grupos sustituyentes.

En determinadas formas de realizacién, en el presente documento se proporcionan compuestos
oligoméricos para su uso en un tratamiento. En determinadas formas de realizacién, el tratamiento es tratar una
enfermedad caracterizada por una expresién génica no deseada. En determinadas formas de realizacion, el
tratamiento es tratar una enfermedad inhibiendo la expresion génica. En determinadas formas de realizacién, se
pone en contacto una célula en un animal con el compuesto oligomérico. En determinadas formas de realizacién, los
compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento se utilizan en la fabricacion de un medicamento
para tratar una enfermedad caracterizada por una expresion génica no deseada. En determinadas formas de
realizacién, los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento se utilizan en la fabricacién de
un medicamento para tratar una enfermedad inhibiendo la expresion génica. En determinadas formas de realizacién,
se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos oligoméricos proporcionados en el
presente documento y vehiculos farmacéuticamente aceptables.

También se describen andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula I:

ql q2
T]_O 0 q3
q7 Q4
96 Bx
L R, R, 9
T,
I

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

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

cada Qg1 g2, Qs, 94, Os, Qs Y Q7 €s, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido; y

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJ1J2, Sd1, Nsz, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
NJ3sC(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de J+, J2 y Jsz es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O,
S o NJs.

En determinadas formas de realizacion, el otro de Ry y Rz es H. En determinadas formas de realizacion, Ry
y Rz son cada uno fluoro. En determinadas formas de realizacién, el otro de Ry y Rz es alquilo C4-Cs 0 alquilo C1-Cs
sustituido. En determinadas formas de realizacién, el otro de Ry y Rz es metilo, etilo, metilo sustituido o etilo
sustituido. El otro de Ry y Rz es metilo.
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En determinadas formas de realizacién, g1 gz, gs, 94, Qs, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas
de realizacién, al menos uno de g1 g2, g3, 94, gs, 9s Y g7 €S alquilo C+4-Cs 0 alquilo C1-Cs sustituido. En determinadas
formas de realizacion, al menos uno de g1 gz, gs, 94, s, Js Y g7 €S metilo. En determinadas formas de realizacion, al
menos uno de g1 y g2 es metilo. En determinadas formas de realizacién, al menos uno de gs y g4 es metilo. En
determinadas formas de realizacién, al menos uno de gs, gs ¥ g7 €s metilo.

En determinadas formas de realizacion, T1 y T> son cada uno H. En determinadas formas de realizacion, al
menos uno de Ty y T2 es un grupo protector de hidroxilo. En determinadas formas de realizacién, cada grupo
protector de hidroxilo es, independientemente, acetilo, t-butilo, t-butoximetilo, metoximetilo, tetrahidropiranilo,
1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, 2-trimetilsililetilo, p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo, bencilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo,
2,6-diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo, trifenilmetilo(tritilo), 4-metoxitritilo, 4,4’-dimetoxitritilo, trimetilsililo,
trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, trifenilsililo, triisopropilsililo, benzoilformiato, cloroacetilo, tricloroacetilo,
trifluoroacetilo, pivaloilo, carbonato de 9-fluorenilmetilo, mesilato, tosilato, ftriflato, tritlo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo, trimetoxitritilo o pixilo sustituido.

En determinadas formas de realizacion, Ti es acetilo, bencilo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo,
4-metoxitritilo 0 4,4’-dimetoxitritilo. En determinadas formas de realizacion, uno de T1 y T2 es un grupo protector de
hidroxilo y el otro de T1 y T» es diisopropilcianoetoxi fosforamidita o H-fosfonato. En determinadas formas de
realizacién, Ty es 4,4’-dimetoxitritilo y T» es diisopropilcianoetoxi fosforamidita.

En determinadas formas de realizacién, Bx es uracilo, timina, citosina, adenina o guanina. En determinadas
formas de realizacién, Bx es una pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida en el que dicha
sustitucion es distinta de un intercalador o un grupo unido que no interacciona con una diana de acido nucleico
cuando el andlogo nucleosidico de tetrahidropirano se encuentra en un compuesto oligomérico. En determinadas
formas de realizacion, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, timina, 2'-tio-
timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-citosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina, 2,6-diaminopurina, 1H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-aminoetoxi)-H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona o H-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-
ona. Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-propiniluracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-propinil-citosina, adenina o
guanina.

También se describen analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la configuracion mostrada en
la Férmula la:

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

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

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cs, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido; y

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJiJ2, Sd1, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
NJsC(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de J+, J2 y Jz es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O,
S o NJs.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la configuracion mostrada en la Férmula la en la que R: es fluoro. En determinadas formas de realizacion, se
proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la configuracién mostrada en la Formula la en la
que Ri es H y Ry es fluoro. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano que tienen la configuracién mostrada en la Férmula la en la que Ry es H, Rz es fluoro y g1 gz, s, g4,
gs, s Y g7 son cada uno H.
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En determinadas formas de realizacion, se proporcionan anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la configuracion mostrada en la Férmula la en la que Ry es alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Ce sustituido. En
determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la
configuracién mostrada en la Férmula la en la que Ri es metilo, etilo, metilo sustituido o etilo sustituido. En
determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la
configuracién mostrada en la Férmula la en la que R1 y Rz son cada uno fluoro.

En determinadas formas de realizacidn, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Férmula Il:

P
NC(CH.),0” “N[CH(CH3),l,
11

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica.
También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos un analogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula Ill:

4 g
T3—0 o a3
97 4
qs Bx
0

/" Ry Ry %

T 12
I1I

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula 1

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’;

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+4-Cs 0 alquilo C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1Jz, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1;y

en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas.

En determinadas formas de realizacion, el otro de Ry y Rz es H. En determinadas formas de realizacion, Ry
y Rz son cada uno fluoro. En determinadas formas de realizacion, el otro de Ry y Rz es alquilo C4-Cs 0 alquilo C+1-Cs
sustituido. En determinadas formas de realizacién, el otro de Ry y R> es metilo, etilo, metilo sustituido o etilo
sustituido. En determinadas formas de realizacion, el otro de Ry y Rz es metilo.

En determinadas formas de realizacién, g1 gz, gs, 94, 9s, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas

de realizacién, al menos uno de g1 g2, g3, 94, g5, 9s Y g7 €S alquilo C+4-Cs 0 alquilo C+-Cs sustituido. En determinadas
formas de realizacion, al menos uno de g1 g2, gs, 94, s, s Y g7 €S metilo. En determinadas formas de realizacion, al

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

menos uno de g1 y g2 es metilo. En determinadas formas de realizaciéon, al menos uno de qs y g4 es metilo. En
determinadas formas de realizacion, al menos uno de gs, s Yy g7 €s metilo.

En determinadas formas de realizacién, al menos uno de T3 y T4 es un grupo conjugado unido.

En determinadas formas de realizacién, cada grupo de unién internucleosidico es, independientemente, un
grupo de unién internucleosidico de fosforotioato o de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacion, cada
grupo de unién internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacion, cada Bx es, independientemente, uracilo, timina, citosina, adenina
0 guanina. En determinadas formas de realizacién, cada Bx es, independientemente, una pirimidina, pirimidina
sustituida, purina o purina sustituida en el que dicha sustitucion es distinta de un intercalador o un grupo unido que
no interacciona con una diana de 4&cido nucleico. En determinadas formas de realizacién, Bx es,
independientemente, uracilo, 5-metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, timina, 2'-tio-timina,
citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-citosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina, 2,6-diaminopurina, 1H-pirimido[5,4-
b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-
b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-pirimido[4,5-bjJindol-2-ona o H-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona. En
determinadas formas de realizacion, cada Bx es, independientemente, uracilo, 5-metiluracilo, 5-propinil-uracilo,
timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-propinil--citosina, adenina o guanina.

También se describen compuestos oligoméricos en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano
de Formula lll tiene la configuracién mostrada en la Férmula llla:

en la que

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+4-Cs 0 alquilo C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1Jz, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1; y

en la que el compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos,
nucleésidos modificados y o analogos nucleosidicos de tetrahidropirano.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que
tienen la Férmula Illa en la que Rz es fluoro. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula llla en la que R es fluoro y Ry es H. En determinadas
formas de realizacion, se proporcionan analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula llla en la
que R: es fluoro, Ry es Hy g1, g2, g3, 94, 05, Qs Y g7 SOn cada uno H.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula IV:
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en la que:
Bx es un resto de base heterociclica.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligomeéricos que tienen al menos una
region contigua de 1 a aproximadamente 5 andalogos nucleosidicos de tetrahidropirano en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula llla. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan
compuestos oligoméricos que tienen al menos una regidon contigua de 1 a aproximadamente 5 analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula llla y el
compuesto oligomérico comprende un blocamero. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan
compuestos oligoméricos que tienen al menos una regidon contigua de 1 a aproximadamente 5 analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula llla y el
compuesto oligomérico comprende un hemimero 3’ 0 5.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos una

region contigua de 1 a aproximadamente 5 andalogos nucleosidicos de tetrahidropirano en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula IV:

oo
©

Bx

i

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

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos dos
regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos que tienen la Férmula llla
que estan separadas por al menos un nucleésido o nucleésido modificado. En determinadas formas de realizacion,
se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos que tienen la Férmula llla que comprenden un compuesto oligomérico
interrumpido en los que una de dichas al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta
situada en el extremo 5 y la otra region de dichas al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano esta situada en el extremo 3’ y en los que las dos regiones de anélogos nucleosidicos de
tetrahidropirano estan separadas por una regién interna que comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente
14 subunidades monomeéricas seleccionadas independientemente de entre nucledsidos, nucledsidos modificados y
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacion, basicamente cada subunidad
monomérica en la region interna es un B-D-2’-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacion, la
region interna comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En
determinadas formas de realizacion, la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, la region interna comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 14 B-D-2'-desoxirribonucledsidos.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos dos
regiones de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos que
tienen la Férmula llla que comprenden un compuesto oligomérico interrumpido en los que una de dichas al menos
dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 5’ y la otra region de dichas
al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 3' y en los que las
dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan separadas por una regién interna que comprende
de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas seleccionadas independientemente de
entre nucledsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas
de realizacion, cada region de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano comprende independientemente 2
andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacion, cada region de analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano comprende independientemente 2 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y la
region interna comprende 10 B-D-2'-desoxirribonucleoésidos.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos interrumpidos, en los
que cada regién de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano comprende independientemente 2 analogos
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nucleosidicos de tetrahidropirano y la region interna comprende 10 B-D-2'-desoxirribonucledsidos y cada anélogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula IV:

Lo 0
°

Bx

i

v

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

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que tienen al menos dos
regiones de aproximadamente 2 a aproximadamente 3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos que
tienen la Férmula llla que comprenden un compuesto oligomérico interrumpido en los que una de dichas al menos
dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 5’ y la otra region de dichas
al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 3'y en los que las
dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan separadas por una regién interna que comprende
14 3-D-2’-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, cada region de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano comprende independientemente 2 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas
formas de realizacion, cada andlogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Formula IV:

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

En determinadas formas de realizaciéon, se proporcionan compuestos oligoméricos interrumpidos que
comprenden adicionalmente un grupo terminal 3. En determinadas formas de realizacion, el grupo terminal 3’
comprende de 1 a aproximadamente 4 nucledsidos modificados o sin modificar.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden una
longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 21 subunidades monoméricas. En determinadas formas de
realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden una longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 16 subunidades monoméricas. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan
compuestos oligoméricos que comprenden una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 14
subunidades monoméricas.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos de Férmula V:

G g,

T,—0 0 a4
qz G4
Qs Bx
P R; Ry &
Ty
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en la que independientemente para cada uno de dichos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula V:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cs 0 alcoxi C4-Cs sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJy;

dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 subunidades
monomeéricas; y

en la que al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan
unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de
fosfodiéster.

En determinadas formas de realizacién, al menos uno de g1 g, gs, 94, Os, gs Y g7 €s alquilo C4-Cs 0 alquilo
C1-Cs sustituido. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de g1 gz, g3, Q4, Os, s Y 07 €s metilo. En
determinadas formas de realizacién, al menos uno de qi1 y ge es metilo. En determinadas formas de realizacién, al
menos uno de gz y g4 s metilo. En determinadas formas de realizacion, al menos uno de gs, gs Y g7 €s metilo.

En determinadas formas de realizacién, g1 gz, gs, 94, Qs, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas
de realizacioén, g1 gz, gs, 04, 9s, gs Y g7 son cada uno H y Rs es H. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, gs,
04, 05, gs Y g7 son cada uno H, Rz es H y R4 es H. En determinadas formas de realizacion, qi1 gz, gs, G4, s, Js Y Q7
son cada uno H, Rs es H y R4 es OCHs. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, gs, 94, Os, Qs ¥ g7 Son cada
uno H, Rs es Hy R4 es fluoro. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, gs, g4, 9s, gs Y g7 Son cada uno H, Rz es
H y R4 es hidroxilo. En determinadas formas de realizacion, qi gz, g3, g4, 95, 0s ¥ g7 Son cada uno H, Rs es H y cada
R4 es H, OCHjs, fluoro o hidroxilo.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula V en los que al menos uno de Tz y Ta
es un grupo conjugado unido y en los que al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de union
internucleosidico de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacién, al menos dos de dichos al menos dos
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de unién internucleosidico de
fosforotioato. En determinadas formas de realizacién, al menos dos de dichos al menos dos anélogos nucleosidicos
de tetrahidropirano contiguos estdn unidos por un grupo de unién internucleosidico que contiene fésforo. En
determinadas formas de realizacion, al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que no contiene fésforo. En
determinadas formas de realizacion, al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de unién internucleosidico neutro. En determinadas formas de
realizacién, cada grupo de unién internucleosidico es independientemente un grupo de uniéon internucleosidico de
fosforotioato o de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacion, cada grupo de unién internucleosidico es un
grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula V en los que al menos dos de dichos al
menos dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de union
internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en los que cada Bx es,
independientemente, uracilo, timina, citosina, adenina o guanina. En determinadas formas de realizacién, cada Bx
es, independientemente, una pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida en el que dicha sustitucion es
distinta de un intercalador o un grupo unido que no interacciona con una diana de acido nucleico. En determinadas
formas de realizacion, cada Bx es, independientemente, uracilo, 5-metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo,
5-propinil-uracilo, timina, 2'-tio-timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolocitosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina,
2,6-diaminopurina, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-
aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona 0o H-pirido[3’,2":4,5]-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona. En determinadas formas de realizacion, cada Bx es, independientemente, uracilo,
5-metiluracilo, 5-propinil-uracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-propinil-citosina, adenina o guanina.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de

tetrahidropirano contiguos de Férmula V en los que al menos dos de dichos al menos dos anélogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de union
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internucleosidico de fosfodiéster y en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V tiene la
configuracién mostrada en la Férmula Va:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

qi, 02, O3, Q4, Os, Qs Y Q7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C1-Cg, alquilo C4-Cs sustituido,
alquenilo C,-Cg, alquenilo Co-Cg sustituido, alquinilo C2-Cg 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cg 0 alcoxi C1-Cg sustituido; y

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula Va en los que al menos dos de dichos
al menos dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de union
internucleosidico que es distinto de un grupo de union internucleosidico de fosfodiéster y en los que el compuesto
oligomérico comprende al menos una region contigua de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién, el compuesto oligomérico comprende un blocamero. En
determinadas formas de realizacion, el compuesto oligomérico comprende un hemimero 3’ 0 5'.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula Va en los que al menos dos de dichos
al menos dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de union
internucleosidico que es distinto de un grupo de union internucleosidico de fosfodiéster y en los que el compuesto
oligomérico comprende al menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 andlogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos que estan separadas por al menos un nucledsido o nucleésido modificado. En
determinadas formas de realizacién, el compuesto oligomérico comprende un compuesto oligomérico interrumpido
en el que una regiéon externa de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 5’ y una
segunda regién externa de andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 3' en el que las
dos regiones externas estan separadas por una region interna que comprende de aproximadamente 6 a
aproximadamente 14 subunidades monoméricas seleccionadas independientemente de entre nucleédsidos,
nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién,
basicamente cada subunidad monomérica en la region interna es un B-D-2’-desoxirribonucleésido. En determinadas
formas de realizacion, la region interna comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, la region interna comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 12 B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion,
la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 14 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En
determinadas formas de realizacién, cada regién externa comprende independientemente de 2 a aproximadamente
3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizaciéon, cada regién externa
comprende independientemente 2 andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de
realizacién, cada regidén externa comprende independientemente 2 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y la
region interna comprende 10 B-D-2'-desoxirribonucledsidos.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos de Férmula V en los que al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de union
internucleosidico de fosfodiéster y en los que cada andlogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la formula y la
configuracién mostradas en la Férmula Vb:
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en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’; y

R4 es H, hidroxilo, fluoro u OCHs;.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula V en los que al menos dos de dichos al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estdn unidos por un grupo de unién
internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en los que cada analogo
nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula Vb y Rs es H. En determinadas formas de realizaciéon, R4 es
hidroxilo. En determinadas formas de realizacién, R4 es OCHs. En determinadas formas de realizacion, R4 es fluoro.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula V en los que al menos dos de dichos al
menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estdn unidos por un grupo de unién
internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en los que cada compuesto
oligomérico comprende una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 21 subunidades monoméricas. En
determinadas formas de realizacién, cada compuesto oligomérico comprende una longitud de aproximadamente 10
a aproximadamente 16 subunidades monoméricas. En determinadas formas de realizacién, cada compuesto
oligomérico comprende una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas.

También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula en un animal con un
compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un andlogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula V:

q I q2
T3 -0 e q3
qz da
ds Bx
0
7 R Qs
T 3 Ra

\Y

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula V:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C1-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cs 0 alcoxi C4-Cs sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1J2 NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en
los que cada uno de J4, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O, So NJy; y
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en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas y es complementario de un ARN diana.

En determinadas formas de realizacion, la célula se encuentra en un ser humano. En determinadas formas
de realizacion, el ARN diana esta seleccionado de entre ARNm, pre-ARNm y micro ARN. En determinadas formas
de realizacion, el ARN diana es ARNm. En determinadas formas de realizacion, el ARN diana es ARNm humano. En
determinadas formas de realizacién, el ARN diana se escinde inhibiendo de este modo su funcién.

En determinadas formas de realizacién, el método comprende adicionalmente evaluar la actividad
antisentido del compuesto oligomérico en dicha célula. En determinadas formas de realizacion, la evaluacién
comprende detectar los niveles de ARN diana. En determinadas formas de realizacién, la evaluacién comprende
detectar los niveles de una proteina. En determinadas formas de realizacién, la evaluacién comprende detectar uno
0 mas efectos fenotipicos.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula en un animal con un compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un
andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V en la que g1 gz, 93, 94, Qs, s ¥ g7 Son cada uno H. En
determinadas formas de realizacién, g1 gz, g3, 94, s, s Y g7 Son cada uno H y Rs es H. En determinadas formas de
realizacién, g1 gz, g3, G4, 9s, Qs Y g7 Son cada uno H, Rz es H'y R4 es OCHs. En determinadas formas de realizacion,
Q1 92, 93, 94, 05, gs Y g7 Son cada uno H, Rz es Hy R4 es fluoro. En determinadas formas de realizacién, q1 gz, g3, g4,
gs, s Y g7 son cada uno H, Rs es H y R4 es hidroxilo. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, s, Q4, 9s, 0s Y Q7
son cada uno H, Rz es H y cada R4 es H, OCHjs, fluoro o hidroxilo.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula en un animal con un compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un
andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V en el que cada grupo de union internucleosidico es
independientemente un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato o de fosfodiéster. En determinadas formas
de realizacion, cada grupo de unién internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula en un animal con un
compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un andlogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula V en el que cada andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V tiene la
configuracién mostrada en la Férmula Vb:

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+4-Cs, alquilo C+4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cg 0 alcoxi C1-Cg sustituido; y

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula en un animal con un compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un
anélogo nucleosidico de tetrahidropirano en el que el compuesto oligomérico comprende al menos una regién
contigua de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropiranos que tienen la Férmula Va. En
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determinadas formas de realizacion, el compuesto oligomérico es un blocamero. En determinadas formas de
realizacién, el compuesto oligomérico es un hemimero 3’ 0 5.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula en un animal con un compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos dos
regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos que estan separadas por
al menos un nucledsido o nucle6sido modificado. En determinadas formas de realizacién, el compuesto oligomérico
comprende un compuesto oligomérico interrumpido en el que una regiéon externa de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano esta situada en el extremo 5 y una segunda region externa de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano esta situada en el extremo 3' en el que las dos regiones externas estan separadas por una region
interna que comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas seleccionadas
independientemente de entre nucledsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En
determinadas formas de realizacion, cada subunidad monomérica en la regién interna es un
B-D-2’-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacién, la region interna comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 [3-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacién,
la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En
determinadas formas de realizacion, la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 14
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, cada regidon externa comprende
independientemente de 2 a aproximadamente 3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas
formas de realizacién, cada regidon externa comprende independientemente 2 andlogos nucleosidicos de
tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién, cada regién externa comprende independientemente 2
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y la region interna comprende 10 B-D-2'-desoxirribonucledsidos.

También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula en un animal con un
compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un analogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula V en el que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la féormula y la
configuracién mostradas en la Figura Vb:

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’; y

R4 es H, hidroxilo, fluoro u OCHs. En determinadas formas de realizacion, R4 es H. En determinadas formas
de realizacion, R4 es hidroxilo. En determinadas formas de realizacion, R4 es OCHs. En determinadas formas
de realizacion, R4 es fluoro.

También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula con un compuesto
oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos dos anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano
contiguos de Férmula V:

a9 a9

T,—0 o /B
qz Qa
% Bx
o]
/ R qs
T/ 3 Ry

v

en la que independientemente para cada uno de dichos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula V:

Bx es un resto de base heterociclica;
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Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cs, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Ce 0 alcoxi C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJy;

dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 subunidades
monomeéricas y es complementario de un ARN diana; y

en la que al menos dos de dichos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por
un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster. En
determinadas formas de realizacién, la célula se encuentra en un animal. En determinadas formas de
realizacién, la célula se encuentra en un ser humano. En determinadas formas de realizacion, el ARN diana
esta seleccionado de entre ARNm, pre-ARNm y micro ARN. En determinadas formas de realizacion, el ARN
diana es ARNm. En determinadas formas de realizacién, el ARN diana es ARNm humano. En determinadas
formas de realizacion, el ARN diana se escinde inhibiendo de este modo su funcion.

En determinadas formas de realizacién, el método comprende adicionalmente evaluar la actividad
antisentido de dicho compuesto oligomérico en dicha célula. En determinadas formas de realizacién, la evaluacién
comprende detectar los niveles de ARN diana. En determinadas formas de realizacién, la evaluacion comprende
detectar los niveles de una proteina. En determinadas formas de realizacion, la evaluacién comprende detectar uno
0 mas efectos fenotipicos.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto oligomérico que comprende al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
contiguos de Férmula V en los que al menos dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por
un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en los
que g1, 92, 03, G4, 95, s Y g7 Son cada uno H. En determinadas formas de realizacién, Rs es H. En determinadas
formas de realizacion, R4 es OCHjs. En determinadas formas de realizacién, R4 es fluoro. En determinadas formas de
realizaciéon, R4 es hidroxilo. En determinadas formas de realizacién, cada R4 es OCHs, fluoro o hidroxilo.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto oligomérico que comprende al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
contiguos de Férmula V en los que al menos dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por
un grupo de union internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosido fosfodiéster y en los que al
menos dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por un enlace internucleosidico de
fosforotioato. En determinadas formas de realizacién, al menos dos de dichos al menos dos anélogos nucleosidicos
de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un enlace internucleosidico que contiene fosforo que es distinto de un
enlace internucleosidico de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacién, al menos dos de dichos al menos
dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un enlace internucleosidico que no
contiene fésforo. En determinadas formas de realizacién, al menos dos de dichos al menos dos analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan unidos por un enlace internucleosidico neutro. En determinadas
formas de realizacién, cada grupo de unién internucleosidico es independientemente un grupo de union
internucleosidico de fosforotioato o de fosfodiéster. En determinadas formas de realizacion, cada grupo de union
internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula con un compuesto
oligomérico que comprende al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos en los que al menos
dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que es
distinto de un grupo de union internucleosidico de fosfodiéster y en los que cada andlogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula V tiene la configuracién mostrada en la Férmula Vb:
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en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C4-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cs 0 alcoxi C1-Cg sustituido; y

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto oligomérico que comprende al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
contiguos en el que al menos dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por un grupo de
unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en el que el
compuesto oligomérico segun la reivindicacién comprende al menos una regién contigua de 1 a aproximadamente 5
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Féormula Vb. En determinadas formas de realizacion, el
compuesto oligomérico comprende un blocamero. En determinadas formas de realizacion, el compuesto oligomérico
comprende un hemimero 3’ 0 5’.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto oligomérico que comprende al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
contiguos en el que al menos dos de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por un grupo de
unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en el que el
compuesto oligomérico segun la reivindicacion comprende al menos dos regiones contiguas de 1 a
aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Féormula Vb en el que las regiones
estan separadas por al menos un nucleésido o nucledsido modificado. En determinadas formas de realizacion, el
compuesto oligomérico comprende un compuesto oligomérico interrumpido en el que una region externa de
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 5’ y una segunda region externa de analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 3' en el que las dos regiones externas estan separadas
por una regién interna que comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas
seleccionadas independientemente de entre nucledsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacion, cada subunidad monomérica en la region interna es un
B-D-2’-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacién, la regién interna comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 -D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion,
la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En
determinadas formas de realizacion, la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 14
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, cada regidon externa comprende
independientemente de 2 a aproximadamente 3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas
formas de realizacién, cada regidon externa comprende independientemente 2 analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién, cada regién externa comprende independientemente 2
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y la region interna comprende 10 B-D-2'-desoxirribonucledsidos.

También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula con un compuesto
oligomérico que comprende al menos dos anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos en el que al menos
dos de los anédlogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que es
distinto de un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster y en el que cada analogo nucleosidico de
tetrahidropirano tiene la Formula V y la configuracion mostrada en la Formula Vb que se presenta a continuacion:

o

T =
4 Rq

Vb

Bx

en la que
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Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’; y

R4 es H, hidroxilo, fluoro u OCHs. En determinadas formas de realizacion, R4 es H. En determinadas formas
de realizacién, R4 es hidroxilo. En determinadas formas de realizacién, R4 es OCHs. En determinadas formas
de realizacioén, R4 es fluoro.

También se describen métodos para reducir el ARN mensajero diana que comprenden poner en contacto
una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que comprende al menos un analogo
nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V:

Q4 q,

T3‘-0 e) qds
q7 Q4
4s Bx

O
/ R qs
T/ 3 Ry
Bx es un resto de base heterociclica; v

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C4-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cs 0 alcoxi C4-Cs sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1; y

en la que el compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucleésidos,
nucledsidos modificados y o andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de
realizacién, g1 gz, s, 94, 05, s Y g7 Son cada uno H. En determinadas formas de realizacién, q1 gz, gs, g4, gs,
Qs Y g7 son cada uno H y Rs es H. En determinadas formas de realizacién, q1 gz, gs, g4, 9s, Qs ¥ g7 Son cada
uno H. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, gs, 94, s, Qs ¥ g7 son cada uno H, R3 es Hy R4 es
OCHs. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, s, Q4, s, Os ¥ g7 Son cada uno H, Rs es Hy R4 es
fluoro. En determinadas formas de realizacién, q1 g2, g3, Q4, Os, s ¥ Q7 Son cada uno H, Rz es Hy R4 es
hidroxilo. En determinadas formas de realizacién, g1 gz, g3, 4, Os, ge Y g7 SOn cada uno H, Rz es Hy cada R4
es H, OCHg, fluoro o hidroxilo.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos para reducir el ARN mensajero diana que
comprenden poner en contacto una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que
comprende al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V en el que cada grupo de unién
internucleosidico es, independientemente, un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato o de fosfodiéster. En
determinadas formas de realizacion, cada grupo de unién internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico
de fosforotioato.

También se describen métodos para reducir el ARN mensajero diana que comprenden poner en contacto
una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que comprende al menos un anélogo
nucleosidico de tetrahidropirano en el que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula Vb:
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Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

a1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C4-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C+-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cg 0 alcoxi C1-Cg sustituido; y

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1Jz, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos para reducir el ARN mensajero diana que
comprenden poner en contacto una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que
comprende al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que comprende al menos una region contigua de 1
a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y en el que cada analogo nucleosidico de
tetrahidropirano tiene la Férmula Vb. En determinadas formas de realizacion, el compuesto oligomérico comprende
un blocamero. En determinadas formas de realizacién, el compuesto oligomérico comprende un hemimero 3’ 0 5.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos para reducir el ARN mensajero diana que
comprenden poner en contacto una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que
comprende al menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos
que estan separadas por al menos un nucledsido o nucledsido modificado y en el que cada analogo nucleosidico de
tetrahidropirano tiene la Férmula Vb. En determinadas formas de realizacion, el compuesto oligomérico comprende
un compuesto oligomérico interrumpido en el que una region externa de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
esta situada en el extremo 5’ y una segunda region externa de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta
situada en el extremo 3' en el que las dos regiones externas estan separadas por una region interna que comprende
de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas seleccionadas independientemente de
entre nuclebsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas
de realizacion, basicamente cada subunidad monomérica en la region interna es un 3-D-2’-desoxirribonucledsido. En
determinadas formas de realizacion, la regién interna comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, la region interna comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 12 B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion,
la regién externa comprende independientemente de 2 a aproximadamente 3 analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién, cada regién externa comprende independientemente 2
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacion, cada regién externa comprende
independientemente 2 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y la regi6on interna comprende 10
B-D-2'-desoxirribonucleosidos.

También se describen métodos para reducir el ARN mensajero diana que comprenden poner en contacto
una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que comprende al menos un anélogo
nucleosidico de tetrahidropirano en el que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula Vb:

@\
oV ™ Bx

T z
4 R,

Vb
en la que

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’; y

R4 es hidroxilo, fluoro u OCHs. En determinadas formas de realizacion, R4 es hidroxilo. En determinadas
formas de realizacion, R4 es OCHs. En determinadas formas de realizacion, R4 es fluoro.

También se describen analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula I:
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en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

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

cada g1 g2, g3, 94, Os, Qs Y Q7 €S, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C4-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido; y

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJiJ2, Sd1, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de Js, J2 y J3 es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O,
S o NJ1.

En determinadas formas de realizacion, uno de Ry y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H. En determinadas
formas de realizacion, R y Rz son cada uno fluoro. En determinadas formas de realizacion, uno de R1 y Rz es fluoro
y el otro de Ry y Rz es alquilo C1-Cg 0 alquilo C+-Cs sustituido. En determinadas formas de realizacién, uno de Rty
Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es metilo, etilo, metilo sustituido o etilo sustituido. En determinadas formas de
realizacién, uno de Ry y Rz es fluoro y el otro de R1 y Rz es metilo.

En determinadas formas de realizacién, g1 gz, gs, 94, 9s, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas
de realizacién, al menos uno de g1 g2, g3, 94, g5, 9s Y g7 €s alquilo C+4-Cs 0 alquilo C+-Cs sustituido. En determinadas
formas de realizacion, al menos uno de g1 g2, gs, 94, s, Js Y g7 €S metilo. En determinadas formas de realizacion, al
menos uno de g1 y g2 es metilo. En determinadas formas de realizaciéon, al menos uno de qs y g4 es metilo. En
determinadas formas de realizacion, al menos uno de gs, s Yy g7 €s metilo.

En determinadas formas de realizacion, T1 y T» son cada uno H. En determinadas formas de realizacion, al
menos uno de Ty y T2 es un grupo protector de hidroxilo. En determinadas formas de realizacion, cada grupo
protector de hidroxilo es, independientemente, acetilo, t-butilo, t-butoximetilo, metoximetilo, tetrahidropiranilo,
1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, 2-trimetilsililetilo, p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo, bencilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo,
2,6-diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo, trifenilmetilo(tritilo), 4-metoxitritilo, 4,4’-dimetoxitritilo, trimetilsililo,
trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, trifenilsililo, triisopropilsililo, benzoilformiato, cloroacetilo, tricloroacetilo,
trifluoroacetilo, pivaloilo, carbonato de 9-fluorenilmetilo, mesilato, tosilato, ftriflato, tritlo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo, trimetoxitritilo o pixilo sustituido. En determinadas formas de realizacién, T1 es acetilo, bencilo,
t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, 4-metoxitritilo o 4,4’-dimetoxitritilo. En determinadas formas de realizacion, uno de
T1y T2 es un grupo protector de hidroxilo y el otro de T y T» es diisopropilcianoetoxi fosforamidita o H-fosfonato. En
determinadas formas de realizacion, T1 es 4,4’-dimetoxitritilo y T» es diisopropilcianoetoxi fosforamidita.

En determinadas formas de realizacién, Bx es uracilo, timina, citosina, adenina o guanina. En determinadas
formas de realizacién, Bx es una pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida en el que dicha
sustitucion es distinta de un intercalador o un grupo unido que no interacciona con una diana de &cido nucleico
cuando el andlogo nucleosidico de tetrahidropirano se encuentra en un compuesto oligomérico. En determinadas
formas de realizacion, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, timina,
2'-tio-timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-citosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina, 2,6-diaminopurina, 1H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-aminoetoxi)-H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona o H-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-
ona. En determinadas formas de realizacion, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-propinil-uracilo, timina, citosina,
5-metilcitosina, 5-propinil-citosina, adenina o guanina.

También se describen analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la configuracion mostrada en
la Férmula la:
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en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

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

cada g1 g2, g3, 94, Os, Qs Y Q7 €S, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido; y

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJiJ2, Sd1, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de J+, J2 y Jsz es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O,
S o NJs.

En determinadas formas de realizacion, se proporciona un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que
tiene la configuracion mostrada en la Férmula la en la que Rz es fluoro. En determinadas formas de realizacién, se
proporciona un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que tiene la configuracion mostrada en la Férmula la en la
que Ri es H y Ry es fluoro. En determinadas formas de realizacién, se proporciona un analogo nucleosidico de
tetrahidropirano que tiene la configuracion mostrada en la Férmula la en la que Ry es H, Rz es fluoro y g1 e, g3, Q4,
gs, s Y g7 son cada uno H.

En determinadas formas de realizacion, se proporciona un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que
tiene la configuracién mostrada en la Férmula la en la que Ry es alquilo C1-Cg 0 alquilo C+-Cs sustituido y R2 es
fluoro. En determinadas formas de realizacién, se proporciona un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que tiene
la configuracion mostrada en la Férmula la en la que R1 es metilo, etilo, metilo sustituido o etilo sustituido y Rz es
fluoro.

En determinadas formas de realizacion, se proporciona un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que
tiene la configuracion mostrada en la Férmula la en la que R1 y Rz son cada uno fluoro.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden cada uno al menos un andlogo
nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula Il:

q1 g,

T;~0 o. /%
Q7 Ga
ge Bx

O q
/0 R R, Y5
T | k2
1T

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’;

cada Qg1 g2, g3, 94, 95, Qs Y Q7 €s, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+4-Cs 0 alquilo C1-Ce sustituido;
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cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1;y

en la que el compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos,
nucleésidos modificados y o analogos nucleosidicos de tetrahidropirano.

En determinadas formas de realizacion, uno de Ry y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H. En determinadas
formas de realizacion, R y Rz son cada uno fluoro. En determinadas formas de realizacién, uno de R1 y Rz es fluoro
y el otro de Ry y Rz es alquilo C1-Cg 0 alquilo C+-Cs sustituido. En determinadas formas de realizacién, uno de Rty
Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es metilo, etilo, metilo sustituido o etilo sustituido. En determinadas formas de
realizacién, uno de Ry y Rz es fluoro y el otro de R1 y Rz es metilo.

En determinadas formas de realizacién, g1 gz, gs, 94, Qs, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas
de realizacién, al menos uno de g1 gz, gs, ds, 9s, ds Y 97 €s alquilo C1-Cs 0 alquilo C+-Cs sustituido. En determinadas
formas de realizacion, al menos uno de g1 gz, gs, 94, s, gs Y g7 €S metilo. En determinadas formas de realizacion, al
menos uno de g1 y g2 es metilo. En determinadas formas de realizaciéon, al menos uno de qs y g4 es metilo. En
determinadas formas de realizacion, al menos uno de gs, s Yy g7 €s metilo.

En determinadas formas de realizacion, al menos uno de T3y T4 es un grupo conjugado unido.

En determinadas formas de realizacién, cada grupo de unién internucleosidico es, independientemente, un
fosfodiéster o un fosforotioato. En determinadas formas de realizacion, cada grupo de unién internucleosidico es un
fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, Bx es uracilo, timina, citosina, adenina o guanina. En determinadas
formas de realizacién, Bx es una pirimidina, pirimidina sustituida, purina o purina sustituida en el que dicha
sustitucion es distinta de un intercalador o un grupo unido que no interacciona con una diana de &cido nucleico
cuando el analogo nucleosidico de tetrahidropirano se encuentra en un compuesto oligomérico. En determinadas
formas de realizacion, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, timina, 2'-tio-
timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-citosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina, 2,6-diaminopurina, 1H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-aminoetoxi)-H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-pirimido[4,5-blindol-2-ona o H-pirido[3’,2’:4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-
ona. En determinadas formas de realizacion, Bx es uracilo, 5-metiluracilo, 5-propinil-uracilo, timina, citosina,
5-metilcitosina, 5-propinil-citosina, adenina o guanina.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos un analogo nucleosidico de
tetrahidropirano que tiene la configuracion mostrada en la Férmula lla:

en la que

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’;

cada Qg1 g2, Qs, 94, Os, Qs Y Q7 €s, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+4-Cs 0 alquilo C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1; y

en la que el compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos,
nucleésidos modificados y o analogos nucleosidicos de tetrahidropirano.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al

menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que tiene la configuracion mostrada en la Férmula lla en la que
Rz es fluoro. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
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menos un andalogo nucleosidico de tetrahidropirano que tiene la configuracion mostrada en la Férmula lla en la que
Ry es H y Rz es fluoro. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que
comprenden al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano que tiene la configuracién mostrada en la
Formula lla en la que R1 es H, Rz es fluoro y g1 gz, s, G4, 95, s Y g7 son cada uno H.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos una region contigua de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano, teniendo cada
uno la configuracion mostrada en la Formula lla. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan
compuestos oligoméricos que comprenden un motivo blocaAmero que tiene al menos una regiéon contigua de 1 a
aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano, teniendo cada uno la configuracion mostrada en la
Férmula lla. En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden un
motivo hemimero 3’ 0 5’ que tiene al menos una regién contigua de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos
de tetrahidropirano, teniendo cada uno la configuracion mostrada en la Féormula lla.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al

menos una region contigua de 1 a aproximadamente 5 andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano, teniendo cada
uno la Férmula y la configuracion:

Bx

Ty

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden al
menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos, teniendo cada
uno la Férmula 1l, que estén separadas por al menos un nucledsido o nucledsido modificado. En determinadas
formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden un motivo interrumpido que tiene
al menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos, teniendo
cada uno la Férmula Il, en los que una regiéon de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el
extremo 5’ y la otra regién de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en el extremo 3’ y en los que
las dos regiones de andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan separadas por una region interna que
comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas seleccionadas
independientemente de entre nucledsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En
determinadas formas de realizacion, cada subunidad monomérica en la regién interna es un
B-D-2’-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacién, la region interna comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 [3-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacién,
la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En
determinadas formas de realizacion, cada regién de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano comprende
independientemente de 2 a aproximadamente 3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas
formas de realizacion, cada region de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano comprende independientemente 2
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién, la regién interna comprende 10
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion, la region interna comprende 10
B-D-2'-desoxirribonucleésidos y cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula y la configuracion:

%0 0

o Y Bx
F

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden un
motivo interrumpido que tiene al menos dos regiones de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos, teniendo cada uno la Férmula Il, en los que una regién de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano esta situada en el extremo 5’ y la otra region de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta
situada en el extremo 3’, las dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan separadas por una
region interna que comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas
seleccionadas independientemente de entre nucledsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano y los compuestos oligoméricos comprenden adicionalmente un grupo terminal 3'. En determinadas
formas de realizacién, el grupo terminal 3' comprende de 1 a aproximadamente 4 nucledsidos modificados o sin
modificar.
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En determinadas formas de realizacién se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada
compuesto oligomérico incluye al menos un anélogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula Il que comprende
una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 21 nucledsidos y/o analogos nucleosidicos. En
determinadas formas de realizacion, cada compuesto oligomérico que incluye al menos un analogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula Il comprende una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 16 nucledsidos
y/o analogos nucleosidicos. En determinadas formas de realizacion, cada compuesto oligomérico que incluye al
menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula Il comprende una longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 14 nucledsidos y/o analogos nucleosidicos.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan métodos para reducir el ARN mensajero diana que
comprenden poner en contacto una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que incluye
al menos un andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de Formula Il.

También se describen métodos para reducir el ARN mensajero diana que comprenden poner en contacto
una o mas células, un tejido o un animal con un compuesto oligomérico que comprende al menos un analogo
nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula Ill:

4 q
T3=0O o a3
q7 qs
96 Bx
/0 Ri Ry s
Ty

I

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’;

cada Qg1 g2, Qs, 94, 95, Qs Y Q7 €s, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

cada Rs y R4 es, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alcoxi Ci-Cs, alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Ce
sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 més grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1; y

en la que el compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos,
nucledsidos modificados y o analogos nucleosidicos de tetrahidropirano.

En determinadas formas de realizacién, g1 gz, gs, 94, Qs, s Y g7 son cada uno H. En determinadas formas
de realizacién, g1 gz, gs, 04, 9s, gs Y g7 son cada uno H y Rs es H. En determinadas formas de realizacion, qi gg, gs,
Q4, 05, 9s Y g7 Son cada uno H, Rz es H y R4 es OCHs. En determinadas formas de realizacién, g1 gz, s, 94, Os, Qs Y
g7 son cada uno H, Rz es H y R4 es fluoro. En determinadas formas de realizacion, g1 gz, gs, 94, s, s Y Q7 Son cada
uno H, Rz es H y R4 es hidroxilo.

También se describen compuestos en los que cada analogo nucleésido tetrahidropirano en cada uno de los
compuestos oligoméricos utilizados en los métodos tiene la Férmula y la configuracion:
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en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 €s H, un grupo protector, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

cada g1 g2, g3, 94, Os, Qs Y Q7 €S, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cs sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

cada Rs y R4 es, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alcoxi C4-Cs, alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Ce
sustituido; y

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos utilizados en los métodos
comprenden un motivo interrumpido en el que una region externa de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta
situada en el extremo 5’ y una segunda region externa de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano esta situada en
el extremo 3' en el que los dos regiones externas estan separadas por una region interna que comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 subunidades monoméricas seleccionadas independientemente de entre
nucleédsidos, nucledsidos modificados y analogos nucleosidicos de tetrahidropirano.

En determinadas formas de realizacion, basicamente cada subunidad monomeérica en la regién interna es
un B-D-2’-desoxirribonucledsido. En determinadas formas de realizacion, la regién interna comprende de
aproximadamente 6 a aproximadamente 14 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En determinadas formas de realizacion,
la region interna comprende de aproximadamente 10 a aproximadamente 12 (-D-2'-desoxirribonucledsidos. En
determinadas formas de realizacién, cada regidén externa comprende independientemente de 2 a aproximadamente
3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizaciéon, cada regién externa
comprende independientemente 2 andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de
realizacién, la regién interna comprende 10 3-D-2'-desoxirribonucleésidos.

En determinadas formas de realizacion, cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano utilizado en los
presentes métodos tiene la Férmula y la configuracion:

o' ™

Bx
T =
* Rq

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 €s H, un grupo protector, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3'; y

R4 es hidroxilo, fluoro u OCHs.

En determinadas formas de realizaciéon, R4 es hidroxilo. En determinadas formas de realizacion, R4 es
OCHs. En determinadas formas de realizacion, R4 es fluoro.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. En el presente documento se proporcionan
andalogos nucleosidicos de tetrahidropirano, compuestos oligoméricos que incluyen tales analogos y métodos para
utilizar los compuestos oligoméricos. También se incluyen productos intermedios y métodos para preparar los
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano y los compuestos oligoméricos. Cada uno de los analogos nucleosidicos
de tetrahidropirano tiene una estructura central que comprende un anillo de tetrahidropirano. Fijado a uno de los dos
atomos de carbono que flanquean el atomo de oxigeno, hay un primer grupo capaz de formar un enlace
internucleosidico y fijado al &tomo de carbono al lado del otro atomo de carbono flanqueador (un carbono eliminado
del atomo de oxigeno), hay un resto de base heterociclica. El resto de base heterociclica puede estar opcionalmente
sustituido con grupos para potenciar la afinidad por una base complementaria en una segunda cadena tal como una
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diana de éacido nucleico. En determinadas formas de realizacién, los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
comprenden adicionalmente al menos un atomo de flior adyacente a la base heterociclica en el carbono mas
alejado del atomo de oxigeno del anillo. EI atomo de carbono con el atomo de flior puede estar sustituido
adicionalmente o no estarlo.

En determinadas formas de realizacion, los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano tienen la Formula
XVI:

XVI

en la que: Bx es un resto de base heterociclica; Ts es un grupo protector de hidroxilo; L1 es H, halégeno, alquilo
C1-Ce 0 alquilo C4-Ce sustituido; Z1 es O u OEq; Zo es OH, OE; o N(E1)(Ez); cada uno de Ei y E» es,
independientemente, alquilo o alquilo sustituido; g+ gz, g3, g4, Os, 9s Y g7 Son cada uno, independientemente, H,
alquilo C4-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo C»-Cs, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Ce 0 alquinilo C2-Csg
sustituido; en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJs, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1d2, NJ3C(=X)NJ1J2
y CN, en los que cada uno de J1, J2 ¥ Js es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O, S 0 NJ1.

En determinadas formas de realizacién, los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano tienen la
configuracién de Férmula XVII:

/" F

XVIL

En determinadas formas de realizacion, se define adicionalmente el andlogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula XVII en la que: g1 g2, g3, 94, g5, G ¥ g7 Son cada uno H; Bx es uracilo, 5-metiluracilo,
timina, citosina, 5-metilcitosina, 2,6-diaminopurina, adenina o guanina; Ts es 4,4’-dimetoxitritilo; Z; es O(CH2)2CN, y
Zz es N[CH2(CH3)2]2.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente
documento comprenden al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula X:

q q,
T3“"0 o d3
q7 Qa4
Qe Bx
/O R| R, s
T,
X

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula X: Bx es un resto de base heterociclica; Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Tz y T4 es
un grupo de union internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y
el otro de Tz y T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’; g1 Qa,
gs, 04, 05, Os Y Q7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C1-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo C-Ce,
alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C»2-Cs sustituido; uno de Ry y Rz es fluoro y el otro de R1y Rz es
H, halégeno, alquilo Ci1-Ce¢ o alquilo C4-Ce sustituido; cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos
sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1d2, SJ1, N3,
OC(=X)J1, OC(=X)NJ1d2, NJsC(=X)NJ1J2 y CN, en la quexes O, S o NJ1 y cada uno de Ji, Jo y J3 es,
independientemente, H o alquilo C1-Cs; y en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8
a aproximadamente 40 subunidades monomeéricas unidas por grupos de union internucleosidicos y al menos un
grupo de unién internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

En determinadas formas de realizacién, cada uno de los compuestos oligoméricos proporcionados en el
presente documento comprende al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula XI:

En determinadas formas de realizacion, cada uno de los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano en
cada uno de los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento tiene la Formula XII:

o o

X1

T

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano de Férmula XIlII:

N q
T3_O o) q3
97 a
% Bx

9]
/7 Ry Ry
T e R4

XHI

en la que independientemente para cada uno de dichos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula XIlII:
Bx es un resto de base heterociclica; Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Tz y T4 es
un grupo de union internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y
el otro de Tz y T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’; g1 Qa,
ds, J4, 05, s Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C4-Cs, alquilo C4-Cg sustituido, alquenilo C»-Ce,
alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Ce 0 alquinilo C2-Ce sustituido; Rs y R4 son cada uno, independientemente, H,
hidroxilo, halégeno, alquilo C4-Ce, alquilo C1-Cg sustituido, alcoxi C4-Cs 0 alcoxi C4-Cs sustituido; cada grupo
sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados independientemente
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de entre halégeno, OJ1, NJ1Jz, Sd1, N3, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz, NJsC(=X)NJ1J2 y CN, en los que X es O, So NJ1 y
cada uno de Ji, J2 y J3 es, independientemente, H o alquilo C1-Ce; en la que dicho compuesto oligomérico
comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 subunidades monoméricas; y al menos dos de los
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula XllI estan unidos por un grupo de union internucleosidico de
fosforotioato.

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano de Foérmula Xlll, en los que cada analogo nucleosidico de tetrahidropirano también tiene la
configuracién de Férmula XIV:

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano de Férmula Xlll en los que al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula

XV:
pe!
Q{O‘c : Bx

Rs
XV
en la que: Bx es un resto de base heterociclica; y Rs es H, OCHsz o F.
También se describen métodos que comprenden poner en contacto una célula en un animal con uno o mas
de los compuestos oligoméricos descritos en el presente documento. En determinadas formas de realizacién, la

célula se encuentra en un ser humano.

También se describen analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula I:

a q,

T|_O 0 q3
q7 Qs
Qs Bx

Q
/7 Ry Ry ¥
) 1 Ra
1

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

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

cada Qg1 g2, g3, O4, Os, Qs Y Q7 €s, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C1-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido; y

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJ1J2, Sd1, Nsz, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
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NJsC(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de J+, J2 y Jz es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O,
S o NJs.

También se describen nucledsidos tetrahidropirano que tienen la configuracion mostrada en la Férmula la:

En la que se ha definido la configuracién, pero las variables se definen igual que para la Férmula |
anteriormente indicada.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan nucleésidos tetrahidropirano que tiene la Férmula

P
NC(CH),0” N[CH(CH3),l,
11

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

También se describen compuestos oligoméricos que comprenden al menos un analogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula Ill:

Ch qz
T;"'O 0 Q3

97 Ja
% Bx
0
/7 Ry Ry 9
T 1 Ra

I1I

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula 1

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’;
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g1 92, 93, G4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C+-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C1-Cs 0 alquilo C1-Cg sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1;y

en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas.

También se describen compuestos oligoméricos en los que cada anélogo nucleosidico de tetrahidropirano

de Formula lll tiene la configuracion mostrada a continuacion en la Férmula llla:

En la que se ha definido la configuracion, pero las variables se definen igual que para la Férmula Il

anteriormente indicada.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos en los que cada analogo

nucleosidico de tetrahidropirano tiene la Férmula IV:

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica.

También se describen compuestos oligoméricos que tienen al menos dos andlogos nucleosidicos de

tetrahidropirano contiguos de Férmula V:

T3—'0 0 q3
q7 Q4
q Bx
O
/ R Qs
T 3 Re
v

en la que independientemente para cada uno de dichos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula V:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unioén internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ o 3’;
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g1 92, 93, 4, s, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Cs 0 alcoxi C4-Cs sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJy;

dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 subunidades
monomeéricas; y

en la que al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan
unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de
fosfodiéster.

También se describen compuestos oligoméricos que tienen al menos dos andlogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos de Férmula Va:

En la que se ha definido la configuracion, pero las variables se definen igual que para la Férmula V
anteriormente indicada y en la que cada compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a
aproximadamente 40 subunidades monomeéricas; y en la que para cada compuesto oligomérico al menos dos de los
andalogos nucleosidicos de tetrahidropirano estan unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de
un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster.

También se describen compuestos oligoméricos que tienen al menos dos andlogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos de Férmula Vb:

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Tz y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’; y

R4 es H, hidroxilo, fluoro u OCHs.

También se describen métodos de uso de los compuestos oligoméricos que comprenden poner en contacto

una célula en un animal con un compuesto oligomérico, comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos un
analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V:
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4 q
T,—0 0 a3
q7 G4
Tg Bx
0
R’ 9s
T: 3 Ry
Vv

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un andlogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula V:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C4-Cs, alquilo C+4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C+-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Ce 0 alcoxi C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJ1;y

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

Se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una célula con un compuesto oligomérico,

comprendiendo dicho compuesto oligomérico al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de
Férmula V:

4 %
T3_0 o I3
4z Q4
Js Bx
P R; Ry &
T,
v

en la que independientemente para cada uno de dichos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano de Férmula V:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de unién
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 Son cada uno, independientemente, H, alquilo C+4-Cs, alquilo C+4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C»-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Cg, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Ce 0 alcoxi C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S 0 NJy;

dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 subunidades
monomeéricas y es complementario de un ARN diana; y

en la que al menos dos de dichos al menos dos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos estan
unidos por un grupo de unién internucleosidico que es distinto de un grupo de unién internucleosidico de
fosfodiéster.
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Se proporcionan métodos que comprenden poner en contacto una o mas células, un tejido o un animal con
un compuesto oligomérico que comprende al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula V:

q' qZ
T],-"O 0 qds
q7 94
Js Bx
P Ry Ry 95
4
A%

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Ce, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

Rs y R4 son cada uno, independientemente, H, hidroxilo, fluoro, alquilo C1-Ce, alquilo C+-Cs sustituido, alcoxi
C1-Ce 0 alcoxi C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que cada uno de J1, J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs, y X es O, S o NJ1; y

en la que el compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucledsidos,
nucleésidos modificados y o analogos nucleosidicos de tetrahidropirano.

En determinadas formas de realizacion, los métodos se llevan a cabo cuando la célula se encuentra en un
ser humano y el ARN diana es un ARNm.

Los grupos capaces de formar enlaces internucleosidicos pueden ser variables. En determinadas formas de
realizacién, los grupos capaces de formar enlaces internucleosidicos incluyen grupos fésforo reactivos y alcoholes
primarios y secundarios opcionalmente protegidos. En determinadas formas de realizaciéon, uno de los grupos
capaces de formar un enlace internucleosidico es un hidroximetileno opcionalmente protegido y el otro grupo es un
grupo fosforo reactivo o hidroxilo opcionalmente protegido.

Se incorporaron dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano diferentes en las alas (wings) de
compuestos oligoméricos interrumpidos 2/10/2 y se compararon con un compuesto oligomérico interrumpido 2/10/2
que tenia nucledsidos modificados 2’-O-MOE en las alas. En cada uno de los compuestos oligoméricos, cada uno de
los 10 nucledsidos en la interrupcién es un D-2'-desoxirribonucleésido, las alas estan modificadas de manera
uniforme y cada enlace internucleosidico es un fosforotioato. Se evaluaron los compuestos oligoméricos
interrumpidos para determinar su capacidad para inhibir PTEN tanto in vitro como in vivo. A continuacién se muestra
la Formula y la configuracion de los andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano y del nucledsido modificado

2’-O-MOE:
§—0\<27’Bx §—O\C)l §—Oﬁ
S y Bx " Y TBx

) : z
wl, ~NOCH; % OCH; ., F
2-0-MOE 3-0-CH 3-F

Los compuestos oligoméricos que tienen analogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-F y 3'-O-CHs
demostraron una potenciacion de la actividad in vitro e in vivo en comparacién con los nucledsidos modificados
2’-O-MOE, demostrando el 3'-F el mayor nivel de reduccién en comparacion con el control no tratado (véanse los
ejemplos 31 y 33). La potenciacion de la actividad in vitro de los compuestos oligoméricos que incorporan los
andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-F o 3'-O-CHsz no fue predicha por las afinidades de unién de las
modificaciones (Tm: 2’-O-MOE > 3'-F > 3'-O-CHgz). Cada uno de los compuestos oligoméricos que tiene los analogos
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nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-F o 3'-O-CHjs tiene una Tm mas baja que la del compuesto oligomérico que tiene
nucledsidos modificados 2’-O-MOE.

Este nivel de actividad también es inesperado en base a los datos in vitro anteriormente publicados. Segun
la solicitud de patente de EE.UU. N? 2004/0033967, se determind la Tm de un compuesto oligomérico que tenia
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-H uniformes frente al ARN. Cada andlogo nucleosidico de
tetrahidropirano 3'-O-CHs incorporado en el compuesto oligomérico 3'-H uniforme aumentaba la Tm para el ARN

s6lo 0,4°C por modificacion.
3 Bx

1{0

3-H

Se ha notificado anteriormente (Kang et al., Nucleic Acids Research, 2004, 32 (14), 4411-4419) que se
comparé la actividad de un compuesto oligomérico interrumpido que tiene analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano 3'-H unidos a fosfodiéster en las alas y p-D-2'-desoxirribonucledsidos unidos a fosforotioato en la
interrupcion con la de un compuesto oligomérico interrumpido similar que tenia enlaces internucleosidicos
fosforotioato completos y nucledsidos modificados 2’-O-MOE en las alas. Se notific6 que el gapmero (gapmer) que
tenia analogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3’-H presentaba actividad in vitro similar a la del gapmero MOE. Se
notificd adicionalmente que el gapmero que tenia analogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3’-H presentaba
toxicidad a concentraciones mas altas (Kang, ibid). Kang et al., sugirieron que la eliminacion de los enlaces
internucleosidicos fosforotioato del segmento de interrupcion de desoxirribonucleotidos podria reducir la citotoxicidad
observada mientras se mantiene la union a la diana y la resistencia a nucleasas requerida.

Los datos in vitro notificados en el presente documento para los compuestos oligoméricos interrumpidos
(gapmeros unidos a fosforotioato completos) que tienen B-D-2'-desoxirribonucledsidos en la interrupcién y analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano, 3'-F o 3'-OCHg en las alas, demostraron un aumento moderado de la actividad con
respecto a los gapmeros que tenian nucleésidos 2’-O-MOE en las alas. El gapmero 2’-O-MOE tenia una Clso de 37
en comparacion con los valores de Clso de 23 y 16 para los gapmeros que tenian andlogos nucleosidicos de
tetrahidropirano 3'-O-CH y 3'-F, respectivamente. La Clso mas baja para cada uno de los analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano en comparacién con el oligémero 2’-O-MOE es inesperada porque las estructuras y los datos de Tm
para cada uno de estos analogos nucleosidicos de tetrahidropirano son similares al analogo nucleosidico 3-H
notificado en Kang.

Ademaés de poseer una mayor actividad in vitro en comparacion con el gapmero 2'-O-MOE, los gapmero
que tienen andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-F o 3'-OCHjz en las alas y B-D-2'-desoxirribonucledsidos en
la interrupcién presentaron una potencia in vivo que, para la dosis mas alta en el estudio, no fue predicha por la Tm o
la actividad in vitro de los compuestos. En comparacién con el gapmero 2’-O-MOE el gapmero 3'-O-CHz mostr6 una
potencia dos veces superior y el gapmero 3'-F mostr6é una potencia ocho veces superior.

También fue inesperado el nivel de actividad in vitro e in vivo de los compuestos oligoméricos interrumpidos
que tenian analogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-F en comparaciéon con los compuestos oligoméricos
interrumpidos con nucledsidos bloqueados que tenian azlcares con puentes 4'-CH»-O-2’. Los compuestos
oligoméricos interrumpidos que tienen estos motivos (ejemplos 32 y 35) presentan niveles muy altos de actividad in
vitro e in vivo y en cada estudio los niveles entre las dos quimicas es basicamente igual. La Tm para el ARN
complementario, como se muestra en el presente documento, es de 60,51°C para el compuesto oligomérico
interrumpido que tiene los nucledsidos bloqueados y 52,6 (50,7 con/sin grupos 5'-CHs en los mondémeros en el
motivo 2/10/2 de las alas) para el compuesto oligomérico interrumpido que tiene los andlogos nucleosidicos
modificados tetrahidropirano 3'-F. Esta es una diferencia de 8°C-10°C para el compuesto oligomérico con los
nucledsidos bloqueados que tienen azlcares con puentes 4'-CH»-O-2’. El nivel de actividad in vitro e in vivo de los
compuestos oligoméricos que tienen analogos nucleosidicos de tetrahidropirano 3'-F y nucledsidos bloqueados que
tienen azucares con puentes 4'-CH»-O-2’ en las alas es inesperado en base a la diferencia de 8°C-10°C en la Tm.

Ademas de la actividad potenciada, los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano también presentan una
menor toxicidad cuando se comparan con un nucledsido bloqueado como queda demostrado en los ejemplos in vivo.
Los niveles de ALT y AST son extremadamente elevados en el grupo de dosis alta para los nucledsidos bloqueados
que tienen el puente 4'-CH»-O-2' (Ejemplo 35). La ALT y las AST para los diferentes compuestos oligoméricos
interrumpidos (motivos 2/10/2 y 2/14/2) que tienen el andlogo nucleosidico de tetrahidropirano seleccionado no
muestran un aumento significativo.
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Ademas de tener actividad potenciada, también se espera que los analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano sean utiles para mejorar las propiedades deseadas de los compuestos oligoméricos en los que se
incorporan, tal como la resistencia a nucleasas. También se espera que los compuestos oligoméricos que
comprenden tales analogos nucleosidicos de tetrahidropirano sean Utiles como cebadores y sondas en diversas
aplicaciones de diagnéstico.

En determinadas formas de realizacion, los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano son utiles para
modificar compuestos oligoméricos en una o mas posiciones. Tales compuestos oligoméricos modificados pueden
ser descritos como poseedores de un motivo concreto. En determinadas formas de realizacion, los motivos incluyen,
sin limitacién, un motivo interrumpido, un motivo hemimero, un motivo blocamero, un motivo completamente
modificado, un motivo modificado posicionalmente y un motivo alterno. Junto con estos motivos también puede
utilizarse una amplia variedad de enlaces, incluidos pero no limitados a, enlaces fosfodiéster y fosforotioato utilizados
de manera uniforme o en combinaciones. Pueden optimizarse facilmente el posicionamiento de los analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano y el uso de estrategias de enlace para potenciar la actividad de una diana
seleccionada. Pueden modificarse adicionalmente tales motivos incluyendo un grupo terminal 5’ o 3’, tal como un
grupo conjugado.

El término "motivo" se refiere al patrébn de nucledsidos en un compuesto oligomérico. El patrén viene
determinado por el posicionamiento de los nucleésidos que tienen B-D-2'-desoxirribonucledsidos y/o
B-D-ribonucleésidos sin modificar, y/o grupos de azucares modificados dentro de un compuesto oligomérico. El tipo
de base heterociclica y de enlaces internucleosidicos utilizados en cada posicién es variable y no es un factor que
determine el motivo de un compuesto oligomérico. La presencia de uno o mas de otros grupos, incluidos pero no
limitado a, grupos de proteccién terminal y grupos conjugados tampoco es un factor que determine el motivo.

Las patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacién de motivos
representativos incluyen, pero no se limitan a, las N°25.013.830, 5.149.797, 5.220.007, 5.256.775, 5.366.878,
5.403.711, 5.491.133, 5.565.350, 5.623.065, 5.652.355, 5.652.356 y 5.700.922, algunas de las cuales son del mismo
solicitante que la presente solicitud. Los motivos también se describen en las solicitudes internacionales
PCT/US2005/019219, presentada el 2 de junio de 2005 y publicada como WO 2005/121371, el 22 de diciembre de
2005 y la PCT/US2005/019220, presentada el 2 de junio de 2005 y publicada como WO 2005/121372 el 22 de
diciembre 2005.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "motivo alterno” incluye una secuencia contigua
de nucleosidos que comprende dos subunidades monoméricas diferentes que se alternan basicamente por toda la
secuencia del compuesto oligomérico. El patrén de alternancia puede describirse mediante la férmula:
5'-A(-L-B-L-A)n(-L-B)nn-3’ en la que uno de cada A o cada B es un analogo nucleosidico de tetrahidropirano y el otro
de cada A o B es una subunidad monomérica que es distinta de un nucleédsido tetrahidropirano, cada L es un grupo
de unién internucleosidico, nn es 0 6 1 y n es de aproximadamente 4 a aproximadamente 12. Esto permite alternar
compuestos oligoméricos de aproximadamente 9 a aproximadamente 26 subunidades monoméricas de longitud.
Este intervalo de longitudes no pretende ser limitativo, ya que también son abordables por la presente invencion
compuestos oligoméricos mas largos y mas cortos. Esta formula también permite longitudes pares e impares para
alternar compuestos oligoméricos.

En determinadas formas de realizacion, el otro de cada A o B estd seleccionado de entre
B-D-ribonucledsidos, nucleésidos  modificados en 2, nucledsidos  4'-tio-modificados,  nucledsidos
4'-tio-2'-modificados, nucledsidos modificados con azlcares biciclicos y otros nucledsidos modificados. EI motivo
alterno no esta definido por la secuencia de bases nitrogenadas o las enlaces internucleosidicos.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "motivo completamente modificado" incluye una
secuencia contigua de subunidades monoméricas que tienen el mismo grupo de azicar o grupo sustituto de azucar.
En determinadas formas de realizacion, el motivo completamente modificado incluye una secuencia contigua de
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacion, los extremos terminales 3’ y 5'
comprenden nucledsidos sin modificar.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "motivo hemimero" incluye un compuesto
oligomérico que tiene una secuencia contigua de subunidades monomeéricas de un tipo con una secuencia contigua
de subunidades monoméricas de un segundo tipo situada en uno de los extremos terminales. Los dos tipos de
subunidades monoméricas se diferencian por el tipo de grupo de azucar o grupo sustituto de azicar que comprende
los nucledsidos y es independiente del tipo de base y enlace utilizados. Los grupos sustitutos de azucares incluyen
azucares diferentes de los de tipo ribosa, tales como los anélogos nucleosidicos de tetrahidropirano que se
describen mas adelante en los que se utiliza un anillo de tetrahidropirano en lugar del anillo de ribosa. En
determinadas formas de realizacion, el grupo sustituto de azlcar es un resto tetrahidropirano que comprende un
analogo nucleosidico de tetrahidropirano. En determinadas formas de realizacién, el motivo hemimero comprende
una secuencia contigua de aproximadamente 10 a aproximadamente 28 subunidades monoméricas de un tipo que
tiene de 1 a 5 0 de 2 a 5 subunidades monoméricas de un segundo tipo situadas en uno de los extremos terminales.
En determinadas formas de realizacién, el hemimero es una secuencia contigua de aproximadamente 8 a
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aproximadamente 20 B-D-2'-desoxirribonucledsidos que tienen de 1-12 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
contiguos situados en uno de los extremos terminales. En determinadas formas de realizacion, el hemimero es una
secuencia contigua de aproximadamente 8 a aproximadamente 20 3-D-2'-desoxirribonucleésidos que tienende 1 a5
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos situados en uno de los extremos terminales. En determinadas
formas de realizacion, el hemimero es una secuencia contigua de aproximadamente 12 a aproximadamente 18
B-D-2'-desoxirribonucledsidos que tienen de 1 a 3 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos situados en
uno de los extremos terminales.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "motivo blocamero" incluye un compuesto
oligomérico que tiene una secuencia contigua de subunidades monoméricas de un tipo con una secuencia contigua
de subunidades monoméricas de un segundo tipo situada en el interior. Los dos tipos de subunidades monoméricas
se diferencian por el tipo de grupo de azucar o grupo sustituto de azlcar que comprende los nucledsidos y es
independiente del tipo de base y enlace utilizados. La definicion de blocamero se solapa un poco con la de gapmero,
pero por lo general en un blocamero sélo las subunidades monoméricas en el bloque estan modificadas y en un
gapmero sélo las subunidades monomeéricas en las regiones externas estan modificadas. En determinadas formas
de realizacién, los blocameros pueden tener otros tipos de subunidades monoméricas modificadas por todo el
compuesto oligomérico en las posiciones no ocupadas por el bloque.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "motivo modificado posicionalmente" incluye una
secuencia de subunidades monoméricas de un tipo que esta interrumpida con dos o mas regiones de 1 a
aproximadamente 5 subunidades monoméricas modificadas de un tipo. En determinadas formas de realizacion, un
compuesto oligomérico modificado posicionalmente es una secuencia de 8 a 20 3-D-2'-desoxirribonucledsidos que
incluye adicionalmente dos o tres regiones de 2 a aproximadamente 5 nucledsido tetrahidropirano contiguos de cada
uno. Los compuestos oligoméricos modificados posicionalmente se distinguen de los motivos interrumpidos, los
motivos hemimeros, los motivos blocameros y los motivos alternos porque el patron de la sustitucién regional
definido por cualquier motivo posicional no esta definido por estos otros motivos. Los motivos modificados
posicionalmente no estan determinados por la secuencia de bases nitrogenadas o la situacion o los tipos de enlaces
internucleosidicos. La expresion “compuesto oligomérico modificado posicionalmente” incluye muchos patrones de
sustitucion especificos diferentes.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término " gapmero” o la expresion "compuesto oligomérico
interrumpido” incluye una secuencia contigua de nucledsidos que se divide en 3 regiones, una region interna que
tiene una regién externa en cada uno de los extremos terminales 5’ y 3'. Las regiones se diferencian unas de otras al
menos por tener diferentes grupos de azlcares o grupos sustitutos de azicares que comprenden los nucledsidos.
En determinadas formas de realizacién, cada una de las regiones exteriores tiene, independientemente, de 1 a
aproximadamente 5 nucleésidos modificados y la region interna tiene de 6 a 18 nucledsidos. Los tipos de
nucledsidos que se utilizan generalmente para diferenciar las regiones de un compuesto oligomérico interrumpido
incluyen, pero no se limitan a, B-D-ribonucledsidos, B-D-2'-desoxirribonucleésidos, nucledsidos modificados en 2’,
nucleédsidos 4'-tio-modificados, nucledsidos 4'-tio-2'-modificados, nucledsidos modificados con azlcares biciclicos y
sustitutos de azucares que contiene nucledsidos tales como analogos nucleosidicos de tetrahidropirano. Cada una
de las regiones de un compuesto oligomérico interrumpido esta modificada de manera basicamente uniforme por
ejemplo, los grupos de azucares o grupos sustitutos de azicares son idénticos, teniendo al menos la region interna
grupos de azucares diferentes a los de cada una de las regiones externas. La regién interna o la interrupcién
comprende generalmente 3-D-2'-desoxirribonucledsidos, pero puede ser una secuencia de nucleésidos modificados
en el azucar.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos interrumpidos comprenden una region
interna de B-D-2'-desoxirribonucledsidos, comprendiendo una de las regiones externas analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano como se describe en el presente documento. En determinadas formas de realizacion, los
compuestos oligoméricos interrumpidos comprenden una regi6on interna de B-D-2'-desoxirribonucledsidos,
comprendiendo ambas regiones externas analogos nucleosidicos de tetrahidropirano como se describe en el
presente documento. En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos interrumpidos
comprenden una region interna de -D-2'-desoxirribonucledsidos, comprendiendo ambas regiones externas
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula Il. En los Ejemplos 32 y 35 se muestra un ejemplo
adicional de motivo interrumpido, en el que un compuesto oligomérico que comprende 14 nucledsidos tiene 2
nucleésidos biciclicos situados en cada uno de los extremos 3 y 5 e incluye adicionalmente 10
B-D-2'-desoxirribonucledsidos sin modificar en la region interna. Este compuesto oligomérico tiene un motivo
interrumpido en el que las regiones externas terminales de los nucleédsidos biciclicos se consideran las alas y la
region interna de B-D-2'-desoxirribonucledsido se considera la interrupcion.

En determinadas formas de realizaciéon, se proporcionan compuestos oligoméricos interrumpidos que
comprenden uno o dos andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano en el extremo 5, dos o tres analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano en el extremo 3' y una region interna de 10 a 16 nucledsidos. En determinadas
formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos interrumpidos que comprenden un analogo
nucleosidico de tetrahidropirano en el extremo 5’, dos analogos nucleosidicos tetrahidropirano en el extremo 3'y una
region interna de 10 a 16 nucledsidos. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos
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oligoméricos interrumpidos que comprenden un analogo nucleosidico de tetrahidropirano en el extremo 5, dos
andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano en el extremo 3' y una region interna de 10 a 14 nucledsidos. En
determinadas formas de realizacion, la regidon interna es basicamente una secuencia contigua de
B-D-2'-desoxirribonucledsidos. En otra forma de realizacion, se proporcionan compuestos oligoméricos que incluyen
adicionalmente, pero no se limitan a, uno o mas grupos terminales 5’ o 3’ tales como nucledsidos modificados o sin
modificar, grupos conjugados con enlaces y otros grupos adicionales conocidos para el experto en la materia.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos interrumpidos que se proporcionan
tienen una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 21 nucleésidos. En otra forma de realizacion, los
compuestos oligoméricos interrumpidos que se proporcionan tienen una longitud de aproximadamente 12 a
aproximadamente 16 nucledsidos. En una forma de realizacion adicional, los compuestos oligoméricos interrumpidos
que se proporcionan tienen una longitud de aproximadamente 12 a aproximadamente 14 nucleésidos.

En un aspecto, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano que tienen la Férmula lll. En otro aspecto, se proporcionan compuestos oligoméricos que
comprenden analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula Illa. En otro aspecto, se proporcionan
compuestos oligoméricos que comprenden analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la férmula IV. En
otro aspecto, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden analogos nucleosidicos de tetrahidropirano
que tienen la Férmula V. En otro aspecto, se proporcionan compuestos oligoméricos que comprenden analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula Va. En otro aspecto, se proporcionan compuestos
oligoméricos que comprenden analogos nucleosidicos de tetrahidropirano que tienen la Férmula Vb.

El término "sustituyente" y la expresion "grupo sustituyente", tal como se utilizan en el presente documento,
incluyen grupos que se ariaden por lo general a otros grupos o compuestos precursores para mejorar las
propiedades deseadas o proporcionar efectos deseados. Los grupos sustituyentes pueden estar protegidos o sin
proteger y pueden anadirse a un sitio disponible 0 a muchos sitios disponibles en un compuesto precursor. Los
grupos sustituyentes pueden también estar sustituidos adicionalmente con otros grupos sustituyentes y pueden estar
unidos directamente o por medio de un grupo de unién tal como un grupo hidrocarbilo o alquilo a un compuesto
precursor. Tales grupos incluyen, sin limitacion, halégeno, hidroxilo, alquilo, alquenilo, alquinilo, acilo (-C(O)Raa),
carboxilo (-C(O)O-Raa), grupos alifaticos, grupos aliciclicos, alcoxi, oxi sustituido (-0-Raa), arilo, aralquilo,
heterociclicos, heteroarilo, heteroarilalquilo, amino (-NRpwRcc), imino  (=NRpb), amido (-C(O)NRppRee ©
-N(Rob)C(O)Raa), azido (-Ns), nitro (-NOy), ciano (-CN), carbamido (-OC(O)NRupRcc 0 -N(Rbb)C(O)ORaa), ureido
(-N(Rob)C(O)NRupRcc),  tioureido  (-N(Reb)C(S)NRwbRee),  guanidinilo  (-N(Rob)C(=NRop)NRpbRec),  amidinilo
(-C(=NRup)NRpbRec 0 -N(Rob)C(NRop)Raa), tiol (-SRep), sulfinilo (-S(O)Reb), sulfonil (-S(O)2Reb), sulfonamidilo
(-S(0)2NRpoRec 0 -N(Rub)S(0)2Rub) y grupos conjugados. En los que cada Raa, Rob ¥ Rec €8, independientemente, H,
un grupo funcional quimico opcionalmente unido o un grupo sustituyente adicional, incluyendo una lista preferente
sin limitaciéon H, alquilo, alquenilo, alquinilo, alifatico, alcoxi, acilo, arilo, aralquilo, heteroarilo, aliciclico, heterociclico y
heteroarilalquilo. Los sustituyentes seleccionados dentro de los compuestos descritos en el presente documento
estan presentes en un grado recursivo.

En este contexto, "sustituyente recursivo" significa que un sustituyente puede relatar otro ejemplo de si
mismo. Debido a la naturaleza recursiva de tales sustituyentes, teéricamente puede haber un gran numero en
cualquier reivindicacion determinada. Un experto en la técnica de la quimica médica y la quimica organica entiende
que el nimero total de tales sustituyentes esta razonablemente limitado por las propiedades deseadas del
compuesto previsto. Tales propiedades incluyen, a modo de ejemplo y no de limitacion, propiedades fisicas tales
como el peso molecular, la solubilidad o el log P, propiedades de aplicacién tales como la actividad frente a la diana
prevista, y propiedades practicas tales como la facilidad de sintesis.

Los sustituyentes recursivos son un aspecto pretendido de la invencion. Un experto en la técnica de la
quimica médica y organica entiende la versatilidad de tales sustituyentes. En la medida en que haya sustituyentes
recursivos en una reivindicacion de la invencion, el nimero total se determinara como se ha expuesto anteriormente.

El término "alquilo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical de hidrocarburo
lineal o ramificado, saturado, que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono. Los ejemplos de grupos alquilo
incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, isopropilo, n-hexilo, octilo, decilo, dodecilo y similares. Los
grupos alquilo incluyen por lo general de 1 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas habitualmente de 1 a
aproximadamente 12 atomos de carbono (alquilo Ci-Cs2) siendo mas preferente que tengan de 1 a
aproximadamente 6 a&tomos de carbono. La expresion "alquilo inferior", tal como se utiliza en el presente documento,
incluye de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Grupos alquilo tal como se utiliza en el presente documento
pueden incluir opcionalmente uno 0 mas grupos sustituyentes adicionales.

El término "alquenilo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical de cadena de
hidrocarburo lineal o ramificada que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un doble
enlace carbono-carbono. Los ejemplos de grupos alquenilo incluyen, pero no se limitan a, etenilo, propenilo, butenilo,
1-metil-2-buten-1-ilo, dienos tales como 1,3-butadieno y similares. Los grupos alquenilo incluyen por lo general de 2
a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas habitualmente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono,
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siendo mas preferente que tengan de 2 a aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquenilo tal como se
utilizan en el presente documento pueden incluir opcionalmente uno o0 méas grupos sustituyentes adicionales.

El término "alquinilo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical de hidrocarburo
lineal o ramificado que contiene hasta veinticuatro atomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace
carbono-carbono. Los ejemplos de grupos alquinilo incluyen, pero no se limitan a, etinilo, 1-propinilo, 1-butinilo, y
similares. Los grupos alquinilo incluyen por lo general de 2 a aproximadamente 24 atomos de carbono, mas
habitualmente de 2 a aproximadamente 12 atomos de carbono, siendo mas preferente que tengan de 2 a
aproximadamente 6 atomos de carbono. Los grupos alquinilo tal como se utilizan en el presente documento pueden
incluir opcionalmente uno o0 méas grupos sustituyentes adicionales.

El término "acilo", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical formado por la
eliminacion de un grupo hidroxilo de un acido organico y tiene la formula general C-(O)-X en la que X es por lo
general alifatico, aliciclico o aromatico. Los ejemplos incluyen carbonilos alifaticos, carbonilos aromaticos, sulfonilos
alifaticos, sulfinilos aromaticos, sulfinilos alifaticos, fosfatos aromaticos, fosfatos alifaticos y similares. Los grupos
acilo tal como se utilizan en el presente documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

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

El término "alifatico”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical de hidrocarburo
lineal o ramificado que contiene hasta veinticuatro &tomos de carbono en el que la saturacién entre dos atomos de
carbono cualesquiera es un enlace sencillo, doble o triple. Un grupo alifatico contiene preferentemente de 1 a
aproximadamente 24 atomos de carbono, mas habitualmente de 1 a aproximadamente 12 atomos de carbono,
siendo mas preferente que tengan de 1 a aproximadamente 6 atomos de carbono. La cadena lineal o ramificada de
un grupo alifatico puede estar interrumpida con uno o mas heteroatomos que incluyen nitrégeno, oxigeno, azufre y
fosforo. Tales grupos alifaticos interrumpidos por heteroatomos incluyen, sin limitacién polialcoxis, tales como
polialquilenglicoles, poliaminas y poliiminas. Los grupos alifaticos tal como se utilizan en el presente documento
pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "alcoxi", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical formado entre un
grupo alquilo y un atomo de oxigeno en el que el atomo de oxigeno se utiliza para fijar el grupo alcoxi a una
molécula precursora. Los ejemplos de grupos alcoxi incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi,
n-butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, n-pentoxi, neopentoxi, n-hexoxi y similares. Los grupos alcoxi tal como se utilizan en
el presente documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "aminoalquilo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical alquilo
aminosustituido. Este término incluye grupos alquilo C1-C+2 que tienen un sustituyente amino en cualquier posicién y
en los que el grupo alquilo fija el grupo aminoalquilo a la molécula precursora. Las porciones alquilo y/o amino del
grupo aminoalquilo pueden estar sustituidas adicionalmente con grupos sustituyentes.

Los términos "aralquilo” y "arilalquilo”, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a un
radical formado entre un grupo alquilo y un grupo arilo en el que el grupo alquilo se utiliza para fijar el grupo aralquilo
a una molécula precursora. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, bencilo, fenetilo y similares. Los grupos
aralquilo tal como se utilizan en el presente documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes
adicionales fijados al alquilo, al arilo o0 a ambos grupos que forman el grupo radical.

Los términos "arilo” y "aromatico", tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a radicales del
sistema de anillo carbociclico mono o policiclico que tienen uno 0 mas anillos aromaticos. Los ejemplos de grupos
arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo, tetrahidronaftilo, indanilo, indenilo y similares. Los sistemas de
anillo de arilo preferentes tienen de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos de carbono en uno 0 mas
anillos. Los grupos arilo tal como se utilizan en el presente documento pueden incluir opcionalmente grupos
sustituyentes adicionales.

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

Los términos "heteroarilo" y "heteroaromatico”, tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a
un radical que comprende un sistema de anillo condensado, sistema de anillo o anillo aromatico mono o policiclico,
en el que al menos uno de los anillos es aromatico e incluye uno o mas heteroatomos. Heteroarilo también incluye
sistemas de anillo condensado, incluidos sistemas en los que uno o mas de los anillos condensados no contienen
heteroatomos. Los grupos heteroarilo incluyen por lo general un atomo en el anillo seleccionado de entre azufre,
nitrogeno u oxigeno. Los ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, piridinilo, pirazinilo,
pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, furanilo,
quinolinilo, isoquinolinilo, bencimidazolilo, benzooxazolilo, quinoxalinilo, y similares. Los radicales heteroarilo pueden

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

fijarse a una molécula precursora directamente o a través de un resto de unién tal como un grupo alifatico o
heteroatomo. Los grupos heteroarilo tal como se utilizan en el presente documento pueden incluir opcionalmente
grupos sustituyentes adicionales.

El término "heteroarilalquilo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un grupo heteroarilo
como se ha definido anteriormente que tiene un radical alquilo que puede fijar el grupo heteroarilalquilo a una
molécula precursora. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, piridinilmetilo, pirimidiniletilo, naftiridinilpropilo y
similares. Los grupos heteroarilalquilo tal como se utilizan en el presente documento pueden incluir opcionalmente
grupos sustituyentes adicionales en una o ambas de las porciones heteroarilo o alquilo.

La expresion "radical heterociclico", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un radical de
sistema de anillo mono o policiclico que incluye al menos un heteroatomo y esta insaturado, parcialmente saturado o
completamente saturado, por lo que incluye grupos heteroarilo. Heterociclico también incluye sistemas de anillo
condensado en los que uno o més de los anillos condensados contiene al menos un heteroatomo y los demas anillos
pueden contener uno o mas heteroatomos o pueden, opcionalmente, no contener heteroatomos. Un grupo
heterociclico incluye por lo general al menos un atomo seleccionado de entre azufre, nitrdgeno u oxigeno. Los
ejemplos de grupos heterociclicos incluyen, [1,3]dioxolano, pirrolidinilo, pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolinilo,
imidazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, oxazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo,
quinoxalinilo, piridazinonilo, tetrahidrofurilo y similares. Los grupos heterociclicos tal como se utilizan en el presente
documento pueden incluir opcionalmente grupos sustituyentes adicionales.

El término "hidrocarbilo" incluye grupos que contienen C, O y H. Quedan incluidos los grupos lineales,
ramificados y ciclicos con cualquier grado de saturacion. Tales grupos hidrocarbilo pueden incluir uno o mas
heteroatomos seleccionados de entre N, O y S y pueden estar adicionalmente mono o polisustituidos con uno o mas
grupos sustituyentes.

La expresidn "estructura mono o policiclica", tal como se utiliza en el presente documento, incluye todos los
sistemas de anillo que son sencillos o policiclicos que tienen anillos que estan fusionados o unidos e incluye
sistemas de anillo sencillos y mixtos seleccionados individualmente de entre alifatico, aliciclico, arilo, heteroarilo,
aralquilo, arilalquilo, heterociclico, heteroarilo, heteroaromatico, heteroarilalquilo. Tales estructuras mono vy
policiclicas pueden contener anillos que son uniformes o que tienen diferentes grados de saturacion, incluidos
completamente saturados, parcialmente saturados o completamente insaturados. Cada anillo puede comprender
atomos de anillo seleccionados de entre C, N, O y S para dar lugar a anillos heterociclicos, asi como anillos que
comprenden solamente atomos de C en el anillo que pueden estar presentes en un motivo mixto tal como, por
ejemplo bencimidazol, en el que un anillo tiene solamente atomos de C en el anillo y el anillo condensado tiene dos
atomos de nitrégeno. Las estructuras mono o policiclicas pueden estar sustituidas adicionalmente con grupos
sustituyentes tales como, por ejemplo, ftalimida, que tiene dos grupos =0 fijados a uno de los anillos. En otro
aspecto, las estructuras mono o policiclicas pueden estar fijadas a una molécula precursora directamente a través de
un atomo en el anillo, a través de un grupo sustituyente o un resto de unién bifuncional.

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

Las expresiones "acido nucleico biciclico (BNA)" y "nucledsido biciclico" se refieren a un nucleésido en el
que la porcién furanosa del nucleésido incluye un puente que conecta dos atomos de carbono en el anillo de
furanosa, formando asi un sistema de anillo biciclico.

La expresion "andlogo nucleosidico biciclico" se refiere a nucledsidos similares a BNA en los que el azicar
ribosa se ha reemplazado o modificado. Tal como se utiliza en la presente solicitud, analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano se refiere a analogos nucleosidicos de tetrahidropirano en los que la porcién ribosa del nucledsido
se remplaza con un anillo de tetrahidropirano.

Las expresiones "compuesto estable" y "estructura estable" indican un compuesto que es suficientemente
robusto para sobrevivir al aislamiento hasta un grado Util de pureza a partir de una mezcla de reaccion, y la
formulacion en un agente terapéutico eficaz. En el presente documento sélo se contemplan los compuestos
estables.

Los grupos de unién o restos de unién bifuncionales, tales como los conocidos en la técnica, son utiles para
fijar grupos quimicos funcionales, grupos conjugados, grupos indicadores y otros grupos a sitios selectivos en un
compuesto precursor, tal como por ejemplo un compuesto oligomérico. En general, un resto de unién bifuncional
comprende un resto hidrocarbilo que tiene dos grupos funcionales. Uno de los grupos funcionales se selecciona para
que se una a una molécula precursora o compuesto de interés y el otro se selecciona para que se una basicamente
a cualquier grupo seleccionado, tal como un grupo funcional quimico o un grupo conjugado. En algunas formas de
realizacién, el conector comprende una estructura de cadena o un oligébmero de unidades de repeticion, tales como
unidades de aminoéacidos o etilenglicoles. Los ejemplos de grupos funcionales que se utilizan de manera rutinaria en
los restos de unién bifuncionales incluyen, pero no se limitan a, electréfilos para que reaccionen con grupos
nucledfilos y nucledfilos para que reaccionen con grupos electréfilos. En algunas formas de realizacion, los restos de
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unién bifuncionales incluyen amino, hidroxilo, acido carboxilico, tiol, insaturaciones (por ejemplo, dobles o triples
enlaces), y similares. Algunos ejemplos no limitativos de restos de unidén bifuncionales incluyen &cido
8-amino-3,6-dioxaoctanoico (ADQO), succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC) y acido
6-aminohexanoico (AHEX o AHA). Otros grupos de unién incluyen, pero no se limitan a, alquilo C1-C+o sustituido,
alquenilo C2-C+o sustituido o no sustituido o alquinilo C2-C1o sustituido o no sustituido, en los que una lista no
limitativa de grupos sustituyentes preferentes incluye hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol,
tioalcoxi, halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos se modifican mediante la fijacion
covalente de uno o mas grupos terminales 5’ o 3'. La expresion "grupo terminal”, tal como se utiliza en el presente
documento, incluye grupos utiles conocidos para el experto en la materia que pueden colocarse en uno o ambos de
los extremos 3’ y 5' de un compuesto oligomérico para diversos fines, tales como posibilitar el rastreo del compuesto
oligomérico (un marcador fluorescente u otro grupo indicador), mejorar la farmacocinética o la farmacodinamica del
compuesto oligomérico (un grupo para potenciar la absorcion y el transporte) o mejorar una o mas de otras
propiedades deseables del compuesto oligomérico (grupo para mejorar la afinidad de unién o la estabilidad frente a
nucleasas). En determinadas formas de realizacion, los grupos terminales 3’ y 5' incluyen, sin limitacién, uno o mas
grupos conjugados, grupos de proteccién terminal, restos fosfato, grupos protectores y nucledsidos modificados o sin
modificar.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos se modifican mediante la fijacion
covalente de uno o mas grupos conjugados. En general, los grupos conjugados modifican una o mas propiedades
del compuesto oligomérico fijado, incluidas pero no limitadas a farmacodinamica, farmacocinética, unién, absorcion,
distribucion celular, captacion celular, carga y eliminaciéon. Los grupos conjugados se utilizan de manera rutinaria en
las técnicas quimicas y se unen directamente o por medio de un grupo de unién o resto de unién opcional a un
compuesto precursor tal como un compuesto oligomérico. Una lista preferente de grupos conjugados incluye, sin
limitacion, intercaladores, moléculas indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, tioéteres, poliéteres,
colesteroles, tiocolesteroles, restos de acido célico, folato, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenazina, fenantridina,
antraquinona, adamantano, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos se modifican mediante la fijacion
covalente de uno o mas grupos terminales 5 o 3’, incluidos pero no limitados a, nucleésidos modificados o sin
modificar adicionales. Tales grupos terminales pueden ser Utiles para mejorar las propiedades de los compuestos
oligoméricos, tales como por ejemplo la absorcion, el transporte y la estabilidad frente a nucleasas.

La expresion "grupo protector”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto quimico
labil conocido en la técnica por proteger los grupos reactivos, incluidos sin limitacién, grupos hidroxilo, amino y tiol,
frente a reacciones no deseadas durante los procedimientos de sintesis. Los grupos protectores se utilizan por lo
general selectiva y/u ortogonalmente para proteger los sitios durante las reacciones en otros sitios reactivos y a
continuacion pueden eliminarse para dejar el grupo sin proteccién tal cual o disponible para las reacciones
adicionales. Los grupos protectores como se conocen en la técnica se describen en general en Greene y Wuts,
Protective Groups in Organic Synthesis, 32 edicion, John Wiley & Sons, Nueva York (1999).

Los grupos pueden incorporarse selectivamente en los compuestos oligoméricos de la invencién como
precursores. Por ejemplo, puede colocarse un grupo amino en un compuesto de la invencién como grupo azido que
puede convertirse quimicamente en el grupo amino en un punto de la sintesis deseado. En general, los grupos se
protegen o se presentan como precursores que seran inertes a las reacciones que modifican otras zonas de la
molécula precursora para la conversién en sus grupos finales en un momento apropiado. Se analizan grupos
precursores o protectores representativos adicionales en: Agrawal, et al., Protocols for Oligonucleotide Conjugates,
eds., Humana Press; Nueva Jersey, 1994; vol. 26 pags. 1-72.

Los ejemplos de grupos protectores de hidroxilo incluyen, pero no se limitan a, acetilo, t-butilo,
t-butoximetilo, metoximetilo, tetrahidropiranilo, 1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo,
bencilo, 2,6-diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo, bis(2-acetoxietoxi)metilo (ACE), 2-trimetilsililetilo, trimetilsililo,
trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, trifenilsililo, [(triisopropilsililo)oxilmetilo (TOM), benzoilformiato,
cloroacetilo, tricloroacetilo, trifluoroacetilo, pivaloilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo, carbonato de 9-fluorenilmetilo,
mesilato, tosilato, trifenilmetilo(tritilo), monometoxitritilo, dimetoxitritilo (DMT), trimetoxitritilo,
1(2-fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo (FPMP), 9-fenilxantina-9-ilo (pixilo) y 9-(p-metoxifenil)xantina-9-ilo (MOX). En
los que los grupos protectores de hidroxilo mas preferentes incluyen, pero no se limitan a, bencilo, 2,6-diclorobencilo,
t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo, benzoilo, mesilato, tosilato, dimetoxitritlo (DMT), 9-fenilxantina-9-ilo (pixilo) y
9-(p-metoxifenil)xantina-9-ilo (MOX).

Los ejemplos de grupos protectores de amino incluyen, pero no se limitan a, grupos protectores carbamato,
tales como 2-trimetilsililetoxicarbonilo (Teoc), 1-metil-1-(4-bifenilil)etoxicarbonilo (Bpoc), t-butoxicarbonilo (BOC),
aliloxicarbonilo (Alloc), 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y benciloxicarbonilo (Cbz); grupos protectores amida, tales
como formilo, acetilo, trihaloacetilo, benzoilo y nitrofenilacetilo; grupos protectores sulfonamida, tales como
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2-nitrobencenosulfonilo; y grupos protectores imina e imida ciclica, tales como ftalimido y ditiasuccinoilo. Los
ejemplos de grupos protectores de tiol incluyen, pero no se limitan a, trifenilmetilo(tritilo), bencilo (Bn), y similares.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos se preparan mediante la conexion de
nucledsidos con enlaces internucleosidicos que contienen fosforo opcionalmente protegido. Los grupos protectores
representativos para los enlaces internucleosidicos que contienen fésforo tales como los enlaces fosfodiéster y
fosforotioato incluyen grupos B-cianoetilo, difenilsililetilo, d-cianobutenilo, ciano p-xililo (CPX), N-metil-N-trifluoroacetil
etilo (META), acetoxi fenoxi etilo (APE) y buteno-4-ilo. Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N? 4.725.677 y
el documento Re. 34.069 (B-cianoetilo); Beaucage, S.L. e lyer, R.P., Tetrahedron, 49 N°® 10, pags. 1925-1963 (1993);
Beaucage, S.L. e lyer, R.P., Tetrahedron, 49 N° 46, pags. 10441-10488 (1993); Beaucage, S.L. e lyer, R.P.,
Tetrahedron, 48 N°® 12, pags. 2223-2311 (1992).

La expresion "protegido ortogonalmente" se refiere a grupos funcionales que estan protegidos con
diferentes clases de grupos protectores, en los que cada clase de grupo protector puede eliminarse en cualquier
orden y en presencia de todas las demas clases (véase, Barany, G. y Merrifield, R.B., J. Am. Chem. Soc., 1977, 99,
7363; idem, 1980, 102, 3084). La proteccion ortogonal es de uso extendido, por ejemplo, en la sintesis automatizada
de oligonucledtidos. Se desbloquea un grupo funcional en presencia de uno o mas de otros grupos funcionales
protegidos que no se ven influidos por el procedimiento de desbloqueo. Este grupo funcional desbloqueado se hace
reaccionar de alguna manera y en algin punto se elimina un grupo protector ortogonal adicional bajo un conjunto
diferente de condiciones de reaccion. Esto permite que la quimica llegue a un compuesto o compuesto oligomérico
deseado.

En determinadas formas de realizacion, se proporcionan compuestos que tienen grupos fosforo reactivos
que son utiles para formar enlaces internucleosidicos, incluidos por ejemplo, enlaces internucleosidicos fosfodiéster
y fosforotioato. Tales 3,9rupos fosforo reactivos son conocidos en la técnica y contienen atomos de fosforo en estado
de valencia P" o PY, incluidos pero no limitados a, fosforamidita, H-fosfonato, triésteres de fosfato y auxiliares
quirales que contlenen fésforo. Una sintesis en fase sélida sintética preferente utiliza fosforamiditas (qunmlca del P II)
como fosfitos reactivos. Los compuestos intermedios de fosfito se oxidan posteriormente al estado PV utilizando
métodos conocidos para producir enlaces internucleotidicos fosfodiéster o fosforotioato. Se describen fosfatos y
fosfitos reactivos adicionales en Tetrahedron Report Numero 309 (Beaucage e lyer, Tetrahedron, 1992, 48,
2223-2311).

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "enlace internucleosidico” incluye todo tipo de
grupos de enlace internucleosidicos conocidos en la técnica, incluidos pero no limitados a, grupos de enlace
internucleosidicos que contienen fosforo tales como fosfodiéster y fosforotioato, grupos de enlace internucleosidicos
que no contienen fésforo tales como formacetilo y metilenimino, y grupos de enlace internucleosidicos no iénicos
neutros tales como amida-3-(3'-CHx-C(=0)-N(H)-5’), amida-4-(3'-CHz-N (H)-C(=0)-5’).

Los ejemplos especificos de compuestos oligoméricos Utiles en la presente invenciéon incluyen
oligonucledtidos que contienen enlaces internucleosidicos no naturales, por ejemplo, modificados. Dos clases
principales de enlaces internucleosidicos se definen por la presencia o ausencia de un atomo de fosforo. Los
enlaces internucleosidicos modificados que tienen un atomo de fosforo incluyen, pero no se limitan a, fosforotioatos,
fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilo-fosfotriésteres, metilo y otros fosfonatos de
alquilo incluidos fosfonatos de 3'-alquileno, fosfonatos de 5'-alquileno y fosfonatos quirales, fosfinatos,
fosforamidatos  incluidos  3-amino  fosforamidato y  aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos,
tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteres, selenofosfatos y boranofosfatos que tienen enlaces 3-5’ normales,
analogos unidos en 2-5 de éstos, y los que tienen polaridad invertida en los que uno o mas enlaces
internucleotidicos es un enlace 3’ a 3, 5 a 5 o 2° a 2. Los oligonucleétidos con polaridad invertida pueden
comprender un enlace 3’ a 3' sencillo en el enlace internucleotidico mas cercano al extremo 3’, es decir, un solo
resto de nucledsido invertido que puede ser abasico (falta la base nitrogenada o tiene un grupo hidroxilo en su
lugar). También se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre.

Las patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de los enlaces que
contienen fosforo anteriormente indicados incluyen, pero no se limitan a, EE.UU.: 3.687.808, 4.469.863, 4.476.301,
5.023.243, 5.177.196, 5.188.897, 5.264.423, 5.276.019, 5.278.302, 5.286.717, 5.321.131 5.399.676, 5.405.939,
5.453.496, 5.455.233, 5.466.677, 5.476.925, 5.519.126, 5.536.821, 5.541.306, 5.550.111, 5.563.253, 5.571.799,
5.587.361, 5.194.599, 5.565.555, 5.527.899, 5.721.218, 5.672.697 y 5.625.050, algunas de las cuales son del mismo
solicitante que la presente solicitud.

Los enlaces internucleosidicos modificados que no tienen un atomo de fésforo incluyen, pero no se limitan
a, los que se forman mediante enlaces internucleosidicos alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces
internucleosidicos alquilo o cicloalquilo y heterodtomo mixto, o uno 0 mas enlaces internucleosidicos heteroatomicos
o heterociclicos de cadena corta. Estos incluyen los que tienen esqueletos de siloxano; esqueletos de sulfuro,
sulféxido y sulfona; esqueletos de formacetilo y tioformacetilo; esqueletos de metilenformacetilo y tioformacetilo;
esqueletos de riboacetilo; esqueletos que contienen alqueno; esqueletos de sulfamato; esqueletos de metilenimino y
metilenhidrazino; esqueletos de sulfonato y sulfonamida; esqueletos de amida, y otros que tienen partes

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

componentes de N, O, S y CH, mixtas. En el contexto de la presente invencién, el término "oligonucledsido" se
refiere a una secuencia de dos 0 mas nucledsidos que estan unidos por enlaces internucleosidicos que no tienen
atomos de fésforo.

Las patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de los oligonucleésidos
anteriormente indicados incluyen, pero no se limitan a, EE.UU.: 5.034.506, 5.166.315, 5.185.444, 5.214.134,
5.216.141, 5.235.033, 5.264.562, 5.264.564, 5.405.938, 5.434.257, 5.466.677, 5.470.967, 5.489.677, 5.541.307,
5.561.225, 5.596.086, 5.602.240, 5.610.289, 5.602.240, 5.608.046, 5.610.289, 5.618.704, 5.623.070, 5.663.312,
5.633.360, 5.677.437, 5.792.608, 5.646.269 y 5.677.439, algunas de las cuales son del mismo solicitante que la
presente solicitud.

Tal como se utiliza en el presente documento la expresién "enlace internucleosidico neutro" pretende incluir
enlaces internucleosidicos que son no iénicos. Los enlaces internucleosidicos neutros incluyen, pero no se limitan a
fosfotriésteres, metilfosfonatos, MMI(3'-CH2-N(CHs)-O-5’), amida-3(3'-CH>-C(=0)-N(H)-5’), amida-4(3'-CHz-N(H)-
C(=0)-5), formacetal (3'-O-CH»-O-5’) y tioformacetal (3'-S-CH,-O-5’). Otros enlaces internucleosidicos neutros
incluyen enlaces no iénicos que comprenden siloxano (dialquilsiloxano), éster carboxilato, carboxamida, sulfuro,
éster sulfonato y amidas (véase, por ejemplo: Carbohydrate Modifications in Antisense Research; Y.S. Sanghvi y
P.D. Cook Eds. ACS Symposium Series 580; capitulos 3 y 4, (pags. 40-65)). Otros enlaces internucleosidicos
neutros incluyen enlaces no i6nicos que comprenden partes componentes de N, O, S y CH, mixtas.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse mediante cualquiera de las
técnicas aplicables de la sintesis organica, por ejemplo como se ilustra en los ejemplos que se presentan mas
adelante. Muchas de tales técnicas son bien conocidas en la técnica. Sin embargo, muchas de las técnicas
conocidas se desarrollan en el Compendium of Organic Synthetic Methods (John Wiley & Sons, Nueva York), vol. 1,
lan T. Harrison y Shuyen Harrison (1971); vol. 2, lan T. Harrison y Shuyen Harrison (1974); vol. 3, Louis S. Hegedus
y Leroy Wade (1977); vol. 4, Leroy G. Wade, Jr., (1980); vol. 5, Leroy G. Wade, Jr. (1984), y vol. 6, Michael B. Smith;
asi como March, J., Advanced Organic Chemistry, 32 edicion, John Wiley & Sons, Nueva York (1985);
Comprehensive Organic Synthesis. Selectivity, Strategy & Efficiency in Modern Organic Chemistry, en 9 volimenes,
Barry M. Trost, jefe de redaccién, Pergamon Press, Nueva York (1993), Advanced Organic Chemistry, Parte B:
Reactions and Synthesis, 42 Ed., Carey y Sundberg; Kluwer Academic/Plenum Publishers: Nueva York (2001),
Advanced Organic Chemistry, Reactions, Mechanisms and Structure, 22 edicion, March, McGraw Hill (1977);
Protecting Groups in Organic Synthesis, 22 edicion, Greene, TW., y Wutz, P.G.M., John Wiley & Sons, Nueva York
(1991), y Comprehensive Organic Transformations, 22 edicion, Larock, R.C., John Wiley & Sons, Nueva York (1999).

Los compuestos descritos en el presente documento contienen uno 0 mas centros asimétricos y por lo tanto
dan lugar a enantiémeros, diastereoisomeros y otras formas esterecisoméricas que pueden definirse, en términos de
estereoquimica absoluta, como (R) o (S), a o B, o como (D) o (L) tal como para los aminoacidos. En el presente
documento se incluyen todos estos isdmeros posibles, asi como sus formas racémicas y 6pticamente puras. Pueden
prepararse isémeros Opticos a partir de sus respectivos precursores O6pticamente activos mediante los
procedimientos descritos anteriormente, o resolviendo las mezclas racémicas. La resolucién puede llevarse a cabo
en presencia de un agente de resolucién, mediante cromatografia o mediante cristalizacion repetida o mediante
alguna combinacion de estas técnicas que son conocidas para los expertos en la materia. Pueden encontrarse
detalles adicionales referentes a las resoluciones en Jacques, et al., Enantiomers, Racemates, and Resolutions
(John Wiley & Sons, 1981). Cuando los compuestos descritos en el presente documento contienen dobles enlaces
olefinicos, otra insaturacion u otros centros de asimetria geométrica, y a menos que se especifique lo contrario, se
entiende que los compuestos incluyen isdbmeros geométricos E y Z o isdbmeros cis y trans. Asimismo, se entiende
que también quedan incluidas todas las formas tautémeras. La configuracién de cualquier doble enlace
carbono-carbono que aparece en el presente documento esta seleccionado por razones practicas solamente y no se
pretende indicar una configuracién concreta a menos que el texto asi lo exprese; por lo tanto, un doble enlace
carbono-carbono o un doble enlace carbono-heteroatomo representado de manera arbitraria en el presente
documento como trans puede ser cis, trans o0 una mezcla de los dos en cualquier proporcion.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "compuesto oligomérico” incluye un polimero
que tiene al menos una regién que es capaz de hibridar con una molécula de acido nucleico. La expresion
"compuesto oligomérico" incluye oligonucleétidos, analogos de oligonucledtidos y oligonucledsidos asi como
miméticos de nucleotidos y/o polimeros mixtos que comprenden acidos nucleicos y componentes distintos de acidos
nucleicos y compuestos oligoméricos hibridos que comprenden mezclas de nucledsidos de cualquiera de estas
categorias. Los analogos nucleosidicos de tetrahidropirano pueden clasificarse como miméticos, ya que la porcién
de azucar ribosa ha sido reemplazada con un grupo tetrahidropirano. Los compuestos oligoméricos se preparan de
manera rutinaria linealmente, pero pueden unirse o prepararse de otro modo para que sean circulares y también
pueden incluir ramificaciones. Los compuestos oligoméricos pueden formar constructos bicatenarios, tales como por
ejemplo dos cadenas hibridadas para formar composiciones bicatenarias. Las composiciones bicatenarias pueden
unirse o separarse y pueden incluir protuberancias en los extremos. En general, un compuesto oligomérico
comprende un esqueleto de subunidades monoméricas unidas en el que cada subunidad monomérica unida esta
fijada directa o indirectamente a un resto de base heterociclica. Los compuestos oligoméricos también pueden incluir
subunidades monoméricas que no estan unidas a un resto de base heterociclica, lo que proporciona sitios abasicos.
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Los enlaces que unen las subunidades monomeéricas, los sustitutos o restos de azicar y los restos de bases
heterociclicas pueden modificarse de manera independiente. La unidad enlace-azucar, que puede incluir o no una
base heterociclica, puede estar sustituida con un mimético tal como los monémeros en los acidos nucleicos
peptidicos. La capacidad para modificar o sustituir porciones o mondémeros completos en cada posicién de un
compuesto oligomérico da lugar a un gran nimero de motivos posibles.

Como se conoce en la técnica, un nucledsido es una combinaciéon de base-azucar. La porcion de base del
nucleésido es normalmente un resto de base heterociclica. Las dos clases mas comunes de tales bases
heterociclicas son las purinas y las pirimidinas. Los nucleétidos son nucledsidos que incluyen adicionalmente un
grupo fosfato unido covalentemente a la porciéon de azucar del nucledsido. Para aquellos nucleésidos que incluyen
un azlcar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede estar unido a cualquiera de los resto hidroxilo 2’, 3’ 0 5’ del azlcar.
Al formarse los oligonucle6tidos, los grupos fosfato unen covalentemente los nucleésidos adyacentes entre si para
formar un compuesto polimérico lineal. Pueden unirse los respectivos extremos de esta estructura polimérica lineal
para formar una estructura circular mediante hibridacion o mediante la formacién de un enlace covalente. Sin
embargo, generalmente se desean estructuras lineales abiertas. Dentro de la estructura del oligonucleétido, los
grupos fosfato son comunmente conocidos como formadores de los enlaces internucleosidicos de los
oligonucledtidos. El enlace internucleosidico normal del ARN y del ADN es un enlace fosfodiéster 3’ a 5’.

En el contexto de la presente invencidn, el término "oligonucleotido” se refiere a un oligémero o polimero de
acido ribonucleico (ARN) o &acido desoxirribonucleico (ADN). Este término incluye oligonucleétidos compuestos por
bases nitrogenadas, azlcares y enlaces internucleosidicos covalentes naturales. La expresion "analogo de
oligonucleétido" se refiere a oligonucleétidos que tienen una o mas porciones no naturales. A menudo se desean
tales oligonucleotidos no naturales mas que las formas naturales debido a propiedades deseables tales como, por
ejemplo, mejor captacion celular, mayor afinidad por el acido nucleico diana y mayor estabilidad en presencia de
nucleasas.

En el contexto de la presente invencién, el término "oligonucledsido” se refiere a una secuencia de
nucledsidos que estan unidos por enlaces internucleosidicos que no tienen atomos de fosforo. Los enlaces
internucleosidicos de este tipo incluyen cicloalquilo, alquil heteroatomo mixto, cicloalquil heteroatomo mixto, alquilo
de cadena corta, uno o0 mas heteroatomos de cadena corta y uno o mas heterociclos de cadena corta. Estas enlaces
internucleosidicos incluyen, pero no se limitan a, siloxano, sulfuro, sulféxido, sulfona, acetilo, formacetilo,
tioformacetilo, metilenformacetilo, tioformacetilo, alquenilo, sulfamato, metilenimino, metilenhidrazino, sulfonato,
sulfonamida, amida y otros que tienen partes componentes de N, O, S y CH» mixtas.

Las patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de los oligonucledsidos
anteriormente indicados incluyen, pero no se limitan a, EE.UU.: 5.034.506, 5.166.315, 5.185.444, 5.214.134,
5.216.141, 5.235.033, 5.264.562, 5.264.564, 5.405.938, 5.434.257, 5.466.677, 5.470.967, 5.489.677, 5.541.307,
5.561.225, 5.596.086, 5.602.240, 5.610.289, 5.602.240, 5.608.046, 5.610.289, 5.618.704, 5.623.070, 5.663.312,
5.633.360, 5.677.437, 5.792.608, 5.646.269 y 5.677.439, algunas de las cuales son del mismo solicitante que la
presente solicitud. La expresion "base nitrogenada” o "resto de base heterociclica" tal como se utiliza en el presente
documento, pretende ser sinbnimo de "base de acido nucleico o mimético de la misma". En general, una base
nitrogenada o un resto de base heterociclica es cualquier subestructura que contiene uno o mas atomos o grupos de
atomos capaces de formar enlaces de hidrégeno con una base de un &cido nucleico.

Tal como se utilizan en el presente documento, las bases nitrogenadas "sin modificar" o "naturales"
incluyen las bases de purina adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U).
Las bases nitrogenadas modificadas incluyen otras bases nitrogenadas sintéticas y naturales tales como
5-metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetilcitosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metilo y otros derivados
alquilicos de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados alquilicos de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina
y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil(-C=CCHs) uracilo y citosina y otros derivados alquinilicos de bases
de pirimidina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol,
8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en posicién 8, 5-halo especialmente 5-bromo,
5-trifluorometilo y otros uracilos y citosinas sustituidos en posicién 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 2-F-adenina,
2-amino-adenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-desazaguanina y 7-desazaadenina, 3-desazaguanina y
3-desazaadenina, bases universales, bases hidréfobas, bases promiscuas, bases de tamafio ampliado y bases
fluoradas tal como se define en el presente documento. Las bases nitrogenadas modificadas adicionales incluyen
pirimidinas triciclicas tales como fenoxazina citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona), fenotiazina
citidina (1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona), abrazaderas G, tales como una fenoxazina citidina sustituida
(por ejemplo, 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona), carbazol citidina (2H-pirimido[4,5-
blindol-2-ona), piridoindol citidina (H-pirido[3’,2":4,5]pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona). Las bases nitrogenadas
modificadas también pueden incluir aquellas en las que la base de purina o pirimidina se reemplaza con otros
heterociclos, por ejemplo 7-desaza-adenina, 7-desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. Otras bases
nitrogenadas incluyen las descritas en la patente de EE.UU. N? 3.687.808, las descritas en The Concise
Enciclopedia Of Polymer Science And Engineering, paginas 858-859, Kroschwitz, J.l., ed. John Wiley & Sons, 1990,
las descritas por Englisch et al., Angewundte Chemie, International Edition, 1991, 30, 613, y las descritas por
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Sanghvi, Y.S., capitulo 15, Antisense Research and Applications, paginas 289-302, Crooke, S.T. y Lebleu, B., ed.,
CRC Press, 1993.

Las bases nitrogenadas modificadas incluyen, pero no se limitan a, bases universales, bases hidréfobas,
bases promiscuas, bases de tamano ampliado y bases fluoradas tal como se define en el presente documento.
Algunas de estas bases nitrogenadas son especialmente Utiles para aumentar la afinidad de uniéon de los
compuestos oligoméricos de la invencién. Estos incluyen pirimidinas sustituidas en posicién 5, 6-azapirimidinas y
purinas N-2, N-6 y O-6 sustituidas, incluidas 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Las
sustituciones 5-metilcitosina han demostrado aumentar la estabilidad del duplex de &cido nucleico en 0,6°C-1,2°C
(Sanghvi, Y.S., Crooke, S.T. y Lebleu, B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton,
1993, pags. 276-278).

Las patentes de Estados Unidos representativas que instruyen sobre la preparacién de algunos de las
bases nitrogenadas modificadas anteriormente indicadas asi como otras bases nitrogenadas modificadas incluyen,
pero no se limitan al documento anteriormente indicado EE.UU. 3.687.808, asi como a EE.UU.: 4.845.205,
5.130.302, 5.134.066, 5.175.273, 5.367.066, 5.432.272, 5.457.187, 5.459.255, 5.484.908, 5.502.177, 5.525.711,
5.552.540, 5.587.469, 5.594.121, 5.596.091, 5.614.617, 5.645.985, 5.830.653, 5.763.588, 6.005.096 y 5.681.941,
algunas de los cuales son del mismo solicitante que la presente solicitud y la patente de Estados Unidos 5.750.692,
que es del mismo solicitante que la presente solicitud.

En determinadas formas de realizacion, los compuestos oligoméricos también pueden contener uno o mas
nucleésidos que tienen restos de azltcar modificados. El anillo de azucar furanosilo puede modificarse de diversas
maneras, incluidas la sustituciéon con un grupo sustituyente (2’, 3, 4’ 0 5’), la formacion de puentes para formar un
BNA vy la sustitucion del 4-O con un heteroatomo tal como S o N (R). Algunas patentes de Estados Unidos
representativas que instruyen sobre la preparaciéon de tales azicares modificados incluyen, pero no se limitan a,
EE.UU.: 4.981.957, 5.118.800, 5.319.080, 5.359.044, 5.393.878, 5.446.137, 5.466.786, 5.514.785, 5.519.134,
5.567.811, 5.576.427, 5.591.722, 5.597.909, 5.610.300, 5.627.053, 5.639.873, 5.646.265, 5.658.873, 5.670.633,
5.792.747, 5.700.920, 6.600.032 y la solicitud Internacional PCT/US2005/019219, presentada el 2 de junio de 2005 y
publicada como WO 2005/121371 el 22 de diciembre de 2005, algunas de las cuales son del mismo solicitante que
la presente solicitud, y cada una de las cuales se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.
Una lista representativa de azlcares modificados preferentes incluye, pero no se limita a, azicares sustituidos que
tienen un grupo sustituyente 2'-F, 2'-OCH, o 2-O(CH.).-OCHz (2'-MOE o simplemente MOE); azlcares 4'-tio
modificados, azlcares 4'-tio-2' sustituidos y azicares modificados biciclicos.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresidon "mimético de nucledsido" pretende incluir
aquellas estructuras utilizadas para reemplazar el azicar o el azicar y la base, no el enlace, en una o mas
posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo miméticos de nucledsidos que tienen miméticos de
azUcar morfolino o biciclo[3.1.0]hexilo, por ejemplo unidades de azlcar distintas de la furanosa con un enlace
fosfodiéster. La expresion "sustituto de azlcar" se solapa con la expresion algo mas amplia "mimético de
nucleédsido", pero pretende indicar el reemplazo de la unidad de azucar (anillo de furanosa) solamente. La expresion
"mimético de nucleétido” pretende incluir aquellas estructuras utilizadas para reemplazar el nucleésido y el enlace en
una o mas posiciones de un compuesto oligomérico tal como por ejemplo &cidos nucleicos peptidicos o morfolinos
(morfolinos unidos mediante -N(H)-C(=0)-O- u otro enlace no fosfodiéster).

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "nucledsido modificado" incluye toda clase de
nucledsidos modificados que pueden incorporarse en un compuesto oligomérico utilizando la sintesis de oligémeros.
La expresién incluye nucledsidos que tienen un azlcar ribofuranosa y pueden incluir una base heterociclica pero
también se contemplan los nucledsido modificados abasicos. Un grupo de nucledsidos modificados representativos
incluyen, sin limitacién, nucledsidos biciclicos, nucledsidos modificados en 2’, nucledsidos 4’-tio-modificados y
nucledsidos 4'-tio-2'-modificados y nucleésidos con base modificada.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "subunidad monomérica" incluye todo tipo de
monomeros que pueden incorporarse en un compuesto oligomérico utilizando la sintesis de oligdbmeros. La
expresion incluye nucledsidos que tienen un azlcar ribofuranosa y una base heterociclica, pero también incluye
monomeros de azlcares modificados o azlcares sustitutos, por ejemplo, miméticos. Como tal, la expresion incluye
nucleédsidos, nucledsidos modificados (tales como nucleésidos biciclicos), miméticos de nucleésidos (tales como los
analogos nucleosidicos de tetrahidropirano proporcionados en el presente documento).

Los expertos en la materia que tengan la presente descripcidon seran capaces de preparar los compuestos
oligoméricos de basicamente cualquier longitud viable para poner en practica los métodos descritos en el presente
documento. Tales compuestos oligoméricos incluiran al menos uno y preferentemente una pluralidad de analogos
nucleosidicos de tetrahidropiranilo proporcionados en el presente documento y también pueden incluir otras
subunidades monoméricas, incluidas pero no limitadas a, nucledsidos, nucledsidos modificados y miméticos de
nucleésidos. Como tal, la expresién “subunidad monomérica” abarca todo tipo de unidades monoméricas que son
abordables mediante la sintesis de oligomeros, incluyendo una lista preferente subunidades monoméricas tales
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como andlogos nucleosidicos de tetrahidropirano, nucledsidos biciclicos, nucledsidos, nucledsidos modificados y
miméticos de nucledsidos.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos comprenden una longitud de
aproximadamente 8 a aproximadamente 80 subunidades monoméricas. Un experto en la materia entendera que la
invencion incorpora compuestos oligoméricos de una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 u 80
subunidades monoméricas, o cualquiera de sus intervalos.

En otra forma de realizacion, los compuestos oligoméricos de la invenciéon tienen una longitud de 8 a 40
subunidades monoméricas. Un experto en la materia entendera que esto incorpora compuestos oligoméricos de una
longitud de 8, 9, 10, 11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39 6 40 subunidades monoméricas, o cualquiera de sus intervalos.

En otra forma de realizacion, los compuestos oligoméricos de la invencion tienen una longitud de 8 a 20
subunidades monoméricas. Un experto en la materia entendera que esto incorpora compuestos oligoméricos de una
longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 subunidades monoméricas, o cualquiera de sus
intervalos.

En otra forma de realizacién, los compuestos oligoméricos de la invencién tienen una longitud de 10 a 16
subunidades monoméricas. Un experto en la materia entendera que esto incorpora compuestos oligoméricos de una
longitud de 10, 11, 12, 13, 14, 15 6 16 subunidades monomeéricas, o cualquiera de sus intervalos.

En otra forma de realizacién, los compuestos oligoméricos de la invencién tienen una longitud de 12 a 16
subunidades monoméricas. Un experto en la materia entendera que esto incorpora compuestos oligoméricos de una
longitud de 12, 13, 14, 15 6 16 subunidades monomeéricas, o cualquiera de sus intervalos.

En otra forma de realizacién, los compuestos oligoméricos de la invencién tienen una longitud de 10 a 14
subunidades monoméricas. Un experto en la materia entendera que esto incorpora compuestos oligoméricos de una
longitud de 10, 11, 12, 13 é 14 subunidades monoméricas, o cualquiera de sus intervalos.

En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos de cualquiera de
diversos intervalos de longitudes de subunidades monoméricas unidas. En determinadas formas de realizacion, se
proporcionan compuestos oligoméricos que consiste en subunidades monoméricas unidas X-Y, en las que Xe Y
estan seleccionados cada uno independientemente de entre 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 y 50, siempre
que X < Y. Por ejemplo, en determinadas formas de realizacion, la invenciéon proporciona compuestos oligoméricos
que comprenden: 8-9, 8-10, 8-11, 8-12, 8-13, 8-14, 8-15, 8-16, 8-17, 8-18, 8-19, 8-20, 8-21, 8-22, 8-23, 8-24, 8-25,
8-26, 8-27, 8-28, 8-29, 8-30, 9-10, 9-11, 9-12, 9-13, 9-14, 9-15, 9-16, 9-17, 9-18, 9-19, 9-20, 9-21, 9-22, 9-23, 9-24,
9-25, 9-26, 9-27, 9-28, 9-29, 9-30, 10-11, 10-12, 10-13, 10-14, 10-15, 10-16, 10-17, 10-18, 10-19, 10-20, 10-21,
10-22, 10-23, 10-24, 10-25, 10-26, 10-27, 10-28, 10-29, 10-30, 11-12, 11-13, 11-14, 11-15, 11-16, 11-17, 11-18,
11-19, 11-20, 11-21, 11-22, 11-23, 11-24, 11-25, 11-26, 11-27, 11-28, 11-29, 11-30, 12-13, 12-14, 12-15, 12-16,
12-17, 12-18, 12-19, 12-20, 12-21, 12-22, 12-23, 12-24, 12-25, 12-26, 12-27, 12-28, 12-29, 12-30, 13-14, 13-15,
13-16, 13-17, 13-18, 13-19, 13-20, 13-21, 13-22, 13-23, 13-24, 13-25, 13-26, 13-27, 13-28, 13-29, 13-30, 14-15,
14-16, 14-17, 14-18, 14-19, 14-20, 14-21, 14-22, 14-23, 14-24, 14-25, 14-26, 14-27, 14-28, 14-29, 14-30, 15-16,
15-17, 15-18, 15-19, 15-20, 15-21, 15-22, 15-23, 15-24, 15-25, 15-26, 15-27, 15-28, 15-29, 15-30, 16-17, 16-18,
16-19, 16-20, 16-21, 16-22, 16-23, 16-24, 16-25, 16-26, 16-27, 16-28, 16-29, 16-30, 17-18, 17-19, 17-20, 17-21,
17-22, 17-23, 17-24, 17-25, 17-26, 17-27, 17-28, 17-29, 17-30, 18-19, 18-20, 18-21, 18-22, 18-23, 18-24, 18-25,
18-26, 18-27, 18-28, 18-29, 18-30, 19-20, 19-21, 19-22, 19-23, 19-24, 19-25, 19-26, 19-27, 19-28, 19-29, 19-30,
20-21, 20-22, 20-23, 20-24, 20-25, 20-26, 20-27, 20-28, 20-29, 20-30, 21-22, 21-23, 21-24, 21-25, 21-26, 21-27,
21-28, 21-29, 21-30, 22-23, 22-24, 22-25, 22-26, 22-27, 22-28, 22-29, 22-30, 23-24, 23-25, 23-26, 23-27, 23-28,
23-29, 23-30, 24-25, 24-26, 24-27, 24-28, 24-29, 24-30, 25-26, 25-27, 25-28, 25-29, 25-30, 26-27, 26-28, 26-29,
26-30, 27-28, 27-29, 27-30, 28-29, 28-30, 29-30 subunidades monoméricas unidas.

En determinadas formas de realizacién, los intervalos de la longitud de los compuestos oligoméricos son
8-16, 8-40, 10-12, 10-14, 10-16, 10-18, 10-20, 10-21, 12-14, 12-16, 12-18, 12-20 y 12-24 subunidades monoméricas
unidas.

En determinadas formas de realizacion, los intervalos para los compuestos oligoméricos enumerados en el
presente documento limitan el nimero de subunidades monoméricas en los compuestos oligoméricos; sin embargo,
tales compuestos oligoméricos pueden incluir adicionalmente grupos protectores tales como grupos protectores de
hidroxilo, grupos conjugados unidos opcionalmente, grupos terminales 5’ y/o 3’ y/u otros sustituyentes.

Los compuestos oligoméricos hibridos tienen nucledsidos modificados de manera diferencial en dos 0 mas
posiciones y se definen por lo general por tener un motivo. Los compuestos oligoméricos hibridos de la invencién

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

pueden formarse como estructuras compuestas de dos o mas oligonucleétidos, analogos de oligonucledtidos,
miméticos de oligonucleétidos y/u oligonucledsidos como se ha descrito anteriormente. Las patentes de Estados
Unidos representativas que instruyen sobre la preparacion de tales estructuras hibridas incluyen, pero no se limitan
a, EE.UU.: 5.013.830, 5.149.797, 5.220.007, 5.256.775, 5.366.878, 5.403.711, 5.491.133, 5.565.350, 5.623.065,
5.652.355, 5.652.356 y 5.700.922, algunas de los cuales son del mismo solicitante que la presente solicitud.

En determinadas formas de realizacion, la oligomerizacion de nucledsidos modificados y sin modificar y
miméticos de los mismos, se realiza segun procedimientos de la literatura para la sintesis de ADN (Protocols for
Oligonucleotides and Analogs, ed. Agrawal (1993), Humana Press) y/o ARN (Scaringe, Methods (2001), 23,
206-217; Gait et al., Applications of Chemically synthesized RNA in RNA: Protein Interactions, Ed. Smith (1998),
1-36; Gallo et al., Tetrahedron (2001), 57, 5707.-5713), segun resulte apropiado. Pueden encontrarse métodos
adicionales para la sintesis en fase sélida en las patentes de EE.UU. de Caruthers N°4.415.732, 4.458.066,
4.500.707, 4.668.777,4.973.679 y 5.132.418, y en las patentes de EE.UU. de Koster N® 4.725.677 y Re. 34.069.

Los equipos disponibles en el mercado utilizados de manera rutinaria para la sintesis basada en medios de
soporte de compuestos oligoméricos y de los compuestos relacionados son comercializados por varios vendedores
incluido, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Ademas, o como alternativa, puede emplearse cualquier
otro medio conocido en la técnica para tal sintesis. Se describen técnicas de fase sélida adecuadas, incluidas
técnicas de sintesis automatizada, en F. Eckstein (ed.), Oligonucleotides and Analogues, a Practical Approach,
Oxford University Press, Nueva York (1991).

La sintesis de ARN y de los analogos relacionados relativa a la sintesis de ADN y de los andlogos
relacionados ha ido aumentando, asi como las tentativas de aumento del ARNi. Las estrategias de sintesis de ARN
primario que se estan utilizando comercialmente en la actualidad incluyen 5'-O-DMT-2'-O-t-butildimetilsililo (TBDMS),
5'-O-DMT-2'-O-[1(2-fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-il] (FPMP), 2'-O-[(triisopropilsilil)oxijmetilo (2'-O-CHz-O-Si(iPr)s
(TOM) y el 5-O-sililéter-2'-ACE (5'-O-bis(trimetilsiloxi)ciclododeciloxisililéter (DOD)-2'-O-bis(2-acetoxietoxi)metilo
(ACE). La lista actual de algunas de las principales comparias que actualmente ofrecen productos de ARN incluye
Pierce Nucleic Acid Technologies, Dharmacon Research Inc., Ameri Biotechnologies Inc., e Integrated DNA
Technologies, Inc. Una compafiia, Princeton Separations, estd comercializando un activador de la sintesis de ARN
que se dice reduce los tiempos de acoplamiento especialmente con las quimicas Tom y TBDMS.

Los grupos primarios que se utilizan para la sintesis comercial de ARN son:

TBDMS = 5-O-DMT-2'-O-t-butildimetilsililo;

TOM = 2'-O-[(triisopropilsilil)oxilmetilo;

DOD/ACE = (5'-O-bis(trimetilsiloxi)ciclododeciloxisililéter-2'-O-bis(2-acetoxietoxi)metilo
FPMP = 5'-O-DMT-2'-O-[1(2-fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo].

En determinadas formas de realizacién, puede utilizarse cada una de las estrategias de sintesis de ARN
anteriormente mencionadas en el presente documento. También son aplicables en el presente documento
estrategias que serian un hibrido de las anteriormente indicadas, por ejemplo, utilizando un grupo protector 5' de una
estrategia con un grupo protector 2'-O de otra estrategia.

En el contexto de la presente invencién, "hibridacién” se refiere al apareamiento de cadenas
complementarias de compuestos oligoméricos. En determinadas formas de realizacién, un mecanismo de
apareamiento implica enlaces de hidrégeno, que pueden ser enlaces de hidrogeno de Watson-Crick, Hoogsteen o
Hoogsteen inversos, entre las bases nucleosidicas o nucleotidicas complementarias (bases nitrogenadas) de las
cadenas de los compuestos oligoméricos. Por ejemplo, la adenina y la timina son bases nitrogenadas
complementarias que se aparean a través de la formacién de enlaces de hidrégeno. La hibridaciéon puede darse en
diversas circunstancias.

Un compuesto oligomérico es especificamente hibridable cuando la unién del compuesto al acido nucleico
diana interfiere con la funcién normal del &cido nucleico diana para provocar una pérdida de actividad, y existe un
grado suficiente de complementariedad para evitar la uniéon no especifica del compuesto oligomérico a secuencias
de acidos nucleicos no diana en condiciones en las que se desea la unién especifica, es decir, en condiciones
fisiologicas en el caso de un tratamiento terapéutico o ensayos in vivo, y en condiciones en las que se realizan los
ensayos, en el caso de ensayos in vitro.

"Complementario/a”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la capacidad para el
apareamiento preciso de dos bases nitrogenadas, independientemente de donde se encuentren las dos. Por
ejemplo, si una base nitrogenada en una determinada posicién de un compuesto oligomérico es capaz de formar
enlaces de hidrégeno con una base nitrogenada en una determinada posicion de un acido nucleico diana, sea el
acido nucleico diana un ADN, un ARN o una molécula de oligonucleétido, entonces la posicion del enlace de
hidrogeno entre el oligonucleétido y el acido nucleico diana se considera una posicién complementaria. El
compuesto oligomérico y el ADN, el ARN o la molécula de oligonucledétido adicionales son complementarios entre si
cuando un numero suficiente de posiciones complementarias en cada molécula estd ocupado por bases
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nitrogenadas que pueden formar enlaces de hidrogeno entre si. Por lo tanto, "especificamente hibridable" y
"complementario/a" son términos que se utilizan para indicar un grado suficiente de apareamiento preciso o
complementariedad a lo largo de un nimero suficiente de bases nitrogenadas de manera que se produzca una unién
estable y especifica entre el oligonucleotido y un acido nucleico diana.

Se entiende en la técnica que la secuencia de un compuesto oligomérico no necesita ser complementaria al
100% a la de su acido nucleico diana para ser especificamente hibridable. Por otra parte, un oligonucleétido puede
hibridar a lo largo de uno o mas segmentos de manera que los segmentos intermedios 0 adyacentes no estén
implicados en el evento de hibridacion (por ejemplo, una estructura de bucle o estructura en horquilla). En
determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos pueden comprender al menos aproximadamente
un 70%, al menos aproximadamente un 80%, al menos aproximadamente un 90%, al menos aproximadamente un
95% o al menos aproximadamente un 99% de complementariedad de secuencia con una regién diana dentro de la
secuencia de acido nucleico diana a la que van dirigidos. Por ejemplo, un compuesto oligomérico en el que 18 de las
20 bases nitrogenadas del compuesto oligomérico son complementarias de una regién diana, y por lo tanto
hibridaran especificamente, representaria un 90 por ciento de complementariedad. En este ejemplo, las bases
nitrogenadas no complementarias restantes pueden agruparse o intercalarse con bases nitrogenadas
complementarias y no necesitan ser contiguas entre si o a las bases nitrogenadas complementarias. Como tal, un
compuesto oligomérico con una longitud de 18 bases nitrogenadas que tiene 4 (cuatro) bases nitrogenadas no
complementarias que estan flanqueadas por dos regiones de complementariedad completa con el acido nucleico
diana tendra un 77,8% de complementariedad global con el acido nucleico diana y por lo tanto pertenecerian al
presente alcance. El porcentaje de complementariedad de un compuesto oligomérico con una regiéon de un acido
nucleico diana puede determinarse de manera rutinaria utilizando los programas BLAST (herramientas de busqueda
de alineamientos locales basicos) y los programas PowerBLAST conocidos en la técnica (Altschul et al., J. Mol. Biol.,
1990, 215, 403-410; Zhang y Madden, Genome Res., 1997, 7, 649-656).

En el presente documento se incluyen adicionalmente compuestos oligoméricos tales como compuestos
oligoméricos antisentido, oligonucleé6tidos antisentido, ribozimas, oligonucleétidos de secuencias guia externas
(EGS), factores de ayuste alternativo, cebadores, sondas y otros compuestos oligoméricos que hibridan con al
menos una porcién del acido nucleico diana. Como tales, estos compuestos oligoméricos pueden introducirse en
forma de compuestos oligoméricos monocatenarios, bicatenarios, circulares o en horquilla y pueden contener
elementos estructurales tales como bucles o protuberancias internas o terminales. Una vez introducidos en un
sistema, los compuestos oligoméricos de la invencién pueden inducir la accién de una o0 mas enzimas o proteinas
estructurales para lograr la modificacion del acido nucleico diana.

Un ejemplo no limitativo de una enzima de este tipo es la ARNasa H, una endonucleasa celular que escinde
la cadena de ARN de un duplex ARN:ADN. Se sabe en la técnica que los compuestos oligoméricos monocatenarios
que son "similares a ADN" producen ARNasa H. Por lo tanto, la activacion de la ARNasa H da como resultado la
escision de la diana de ARN, lo que mejora enormemente la eficacia de la inhibicién mediada por oligonucleétidos de
la expresion génica. Se han postulado funciones similares para otras ribonucleasas tales como la de la familia de
enzimas ARNasa lll y ribonucleasa L.

Aunque una forma de compuesto oligomérico es un oligonucleétido antisentido monocatenario, se ha
demostrado que, en muchas especies, la introduccion de estructuras bicatenarias tales como moléculas de ARN
bicatenario (ARNbc), induce una reduccion mediada por antisentido potente y especifica de la funcién de un gen o
de sus productos génicos asociados. Este fendmeno se produce tanto en plantas como en animales, y se cree que
tiene una conexion evolutiva con la defensa frente a virus y el silenciamiento de transposones.

En algunas formas de realizacién, pueden emplearse "segmentos diana adecuados" en un cribado de
compuestos oligoméricos adicionales que modulen la expresiéon de una proteina seleccionada. "Moduladores" son
aquellos compuestos oligoméricos que aumentan o disminuyen la expresion de una molécula de acido nucleico que
codifica una proteina y que comprenden al menos una porcién de 8 bases nitrogenadas que es complementaria de
un segmento diana adecuado. El método de cribado comprende las etapas de poner en contacto un segmento diana
adecuado de una molécula de acido nucleico que codifica una proteina con uno o mas moduladores candidatos, y
seleccionar uno o mas moduladores candidatos que aumentan o disminuyen la expresion de una molécula de acido
nucleico que codifica una proteina. Una vez que se demuestra que el modulador o moduladores candidatos son
capaces de modular (por ejemplo, aumentar o disminuir) la expresion de una molécula de acido nucleico que codifica
un péptido, entonces puede emplearse el modulador en el presente documento en estudios de investigacion
adicionales de la funcion del péptido, o utilizarse como agente de busqueda, de diagnédstico o terapéutico.

Los segmentos diana adecuados también pueden combinarse con sus respectivos compuestos
oligoméricos antisentido complementarios proporcionados en el presente documento para formar oligonucleétidos
bicatenarios (duplex) estabilizados. Se ha demostrado en la técnica que tales restos de oligonucleétidos bicatenarios
modulan la expresion de la diana y regulan la traduccién, asi como el procesamiento del ARN por medio de un
mecanismo antisentido. Por otra parte, pueden someterse los restos bicatenarios a modificaciones quimicas (Fire et
al., Nature, 1998, 391, 806-811; Timmons y Fire, Nature 1998, 395, 854; Timmons et al., Gene, 2001, 263, 103-112;
Tabara et al, Science, 1998, 282, 430-431; Montgomery et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 1998, 95,
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15502-15507; Tuschl et al., Genes Dev., 1999, 13, 3191-3197; Elbashir et al., Nature, 2001, 411, 494-498; Elbashir
et al., Genes Dev. 2001, 15, 188-200). Por ejemplo, se ha demostrado que tales restos bicatenarios inhiben la diana
mediante la hibridacion clasica de la cadena antisentido del duplex a la diana, desencadenando asi la degradacion
enzimatica de la diana (Tijsterman et al., Science, 2002, 295, 694-697).

Los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente documento también pueden aplicarse en las
areas del descubrimiento de farmacos y la validacion de dianas. En determinadas formas de realizacion, se
proporciona en el presente documento el uso de los compuestos oligoméricos y las dianas identificadas en el
presente documento en las tentativas para el descubrimiento de farmacos para esclarecer las relaciones existentes
entre las proteinas y una patologia, fenotipo o afeccion. Estos métodos incluyen detectar o modular un péptido diana
que comprende poner en contacto una muestra, tejido, célula u organismo con uno o mas compuestos oligoméricos
proporcionados en el presente documento, medir el nivel de acido nucleico o proteina de la diana y/o un criterio de
valoracién fenotipico o quimico relacionado en algiin momento después del tratamiento, y opcionalmente comparar
el valor medido con una muestra no tratada o una muestra tratada con un compuesto oligomérico adicional de la
invencion. Estos métodos también pueden realizarse en paralelo o en combinacién con otros experimentos para
determinar la funciéon de genes desconocidos para el proceso de validacion de dianas o para determinar la validez
de un producto génico concreto como diana para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad, afeccién o
fenotipo concreto. En determinadas formas de realizacién, se proporcionan compuestos oligoméricos de la invencion
para su uso en un tratamiento. En determinadas formas de realizacion, el tratamiento es reducir el ARN mensajero
diana.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "dosis" se refiere a una cantidad especificada de
un agente farmacéutico proporcionada en una Unica administraciéon. En determinadas formas de realizacion, una
dosis puede administrarse en dos o mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en determinadas formas de
realizacién, en las que se desea la administracion subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen que no se
adapta facilmente a una unica inyeccién. En tales formas de realizacién, pueden utilizarse dos o mas inyecciones
para conseguir la dosis deseada. En determinadas formas de realizacién, una dosis puede administrarse en dos o
mas inyecciones para minimizar la reaccion en el lugar de la inyeccién en un individuo.

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos quimicamente modificadas de la
invencion pueden tener una mayor afinidad por los ARN diana que los ADN no modificados. En algunas de tales
formas de realizacién, una mayor afinidad proporciona a su vez una mayor potencia, lo que permite la administracion
de dosis mas bajas de tales compuestos, un potencial de toxicidad reducido, la mejora del indice terapéutico y la
disminucion del coste global del tratamiento.

El efecto de las modificaciones de nucledsidos sobre la actividad de ARNi se evalla segun la literatura
existente (Elbashir et al., Nature (2001), 411, 494-498; Nishikura et al., Cell (2001), 107, 415-416; y Bass et al., Cell,
(2000), 101, 235-238.)

En determinadas formas de realizacién, los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente
documento pueden utilizarse para el diagnéstico, tratamiento, profilaxis y como kits y reactivos de busqueda.
Ademas, los oligonucledtidos antisentido, que son capaces de inhibir la expresion génica con exquisita especificidad,
son utilizados a menudo por los expertos para esclarecer la funcién de genes concretos o para distinguir entre
funciones de diversos miembros de una ruta biolégica. En determinadas formas de realizacion, los compuestos
oligoméricos proporcionados en el presente documento pueden utilizarse en solitario 0 en combinaciéon con otros
compuestos oligoméricos o agentes terapéuticos, pueden utilizarse como herramientas para andlisis diferenciales
y/o combinatorios para esclarecer los patrones de expresién de una porcion o de todo el complemento de genes
expresados dentro de células y tejidos. Los compuestos oligoméricos también pueden utilizarse eficazmente como
cebadores y sondas en condiciones que favorezcan la amplificacién o la deteccién de genes, respectivamente. Estos
cebadores y sondas son Uutiles en los métodos que requieren la deteccion especifica de moléculas de acido nucleico
que codifican proteinas y en la amplificacion de moléculas de acido nucleico para la detecciéon o para su uso en
estudios adicionales. La hibridacion de los oligonucleétidos antisentido, en concreto los cebadores y sondas, de la
invencion con un acido nucleico puede detectarse por medios conocidos en la técnica. Tales medios pueden incluir
la conjugacién de una enzima al oligonucleétido, el marcaje radiactivo del oligonucleétido o cualquier otro medio de
deteccion adecuado. También pueden prepararse kits que utilicen tales medios de deteccién para detectar el nivel
de proteinas seleccionadas en una muestra.

Como un ejemplo no limitativo, los patrones de expresion dentro de las células o tejidos tratados con uno o
mas compuestos oligoméricos se comparan con los tejidos o las células testigo no tratados con compuestos
oligoméricos y se analizan los patrones producidos en busca de niveles diferenciales de expresion génica, ya que
estan relacionados, por ejemplo, con una asociacion de enfermedades, ruta de sefializacion, localizaciéon celular,
nivel de expresion, tamafo, estructura o funcién de los genes examinados. Estos analisis pueden realizarse en
células estimuladas o no estimuladas y en presencia o ausencia de otros compuestos y u compuestos oligoméricos
que influyen en los patrones de expresién.
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Los ejemplos de métodos de analisis de expresién génica conocidos en la técnica incluyen las matrices o
micromatrices de ADN (Brazma y Vilo, FEBS Lett., 2000, 480, 17-24; Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16),
SAGE (andlisis en serie de la expresién génica) (Madden, et al., Drug Discov. Today, 2000, 5, 415-425), READS
(amplificacion de ADNc digeridos con enzimas de restriccion) (Prashar y Weissman, Methods Enzymol., 1999, 303,
258-72), TOGA (andlisis de la expresion génica total) (Sutcliffe, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 2000, 97,
1976-81), matrices de proteinas y protedmica (Celis, et al., FEBS Lett., 2000, 480, 2-16; Jungblut, et al.,
Electrophoresis, 1999, 20, 2100-10), secuenciacion de marcador de secuencia expresada (EST) (Celis, et al., FEBS
Lett., 2000, 480, 2-16; Larsson, et al., J. Biotechnol, 2000, 80, 143-57), huella genética de ARN sustractiva (SuRF)
(Fuchs, et al., Anal Biochem, 2000, 286, 91-98; Larson, et al., Cytometry, 2000, 41, 203-208), clonacién sustractiva,
presentacién diferencial (DD) (Jurecic y Belmont, Curr. Opin. Microbiol., 2000, 3, 316-21), hibridacion gendmica
comparativa (Carulli, et al., J. Cell Biochem. Supl., 1998, 31, 286-96), técnicas FISH (hibridacién fluorescente in situ)
(Going y Gusterson, Eur. J. Cancer, 1999, 35, 1895-904) y métodos de espectrometria de masas (To, Comb. Chem.
High Throughput Screen, 2000, 3, 235-41).

Aunque en determinadas formas de realizacion los compuestos oligoméricos proporcionados en el presente
documento pueden utilizarse como se ha descrito, los siguientes ejemplos sirven solamente para ilustrar y no
pretenden ser limitativos.

Ejemplos (General)

Se registraron los espectros RMN 'H y '*C en un espectrémetro Bruker 300 MHz y 75 MHz,
respectivamente.

Ejemplo 1
Sintesis de fosforamiditas de nucledsidos

La preparacion de fosforamiditas de nucleésido se lleva a cabo siguiendo los procedimientos que se ilustran
en el presente documento y en la técnica, tal como pero sin limitarse a, la patente de EE.UU. 6.426.220 y la PCT
publicada WO 02/36743.

Ejemplo 2
Sintesis oligonucledsidos

Los compuestos oligoméricos utilizados seguln la presente invencién pueden prepararse de manera practica
y rutinaria a través de la técnica bien conocida de la sintesis en fase solida. El equipo para tal sintesis lo
comercializa varios vendedores incluido, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Ademas o como
alternativa, puede emplearse cualquier otro medio para tal sintesis, conocido en la técnica. Es bien conocido el uso
de técnicas similares para preparar oligonucleétidos tales como los derivados alquilados y los que tienen enlaces
fosforotioato.

Oligonucleétidos: pueden sintetizarse oligonucleétidos fosfodiéster (P=0) sustituidos y no sustituidos en un
sintetizador de ADN automatizado (Applied Biosystems modelo 394) utilizando la quimica convencional de
fosforamiditas con oxidacion mediante yodo.

Los fosforotioatos (P=S) se sintetizan de manera similar a los oligonuclettidos fosfodiéster con las
siguientes excepciones: la tiacién se efectlia en determinadas formas de realizacion utilizando una solucién al 10%
p/v de 3,H-1,2-benzoditiol-3-ona-1,1-di6xido en acetonitrilo para la oxidacién de los enlaces fosfito. El tiempo de la
etapa de reaccion de tiacién se aumenta a 180 segundos y va precedida de la etapa normal de proteccion terminal.
Después de la escision de la columna CPG y el desbloqueo en hidroxido de amonio concentrado a 55°C (12-16
horas), se recuperan los oligonucleotidos por precipitacion con mas de 3 volimenes de etanol a partir de una
solucion de NH4sOAc 1 M. Los oligonucleétidos fosfinato pueden prepararse como se describe en la patente de
EE.UU. 5.508.270.

Pueden prepararse oligonucleétidos alquilfosfonato como se describe en la patente de EE.UU. 4.469.863.

Pueden prepararse oligonucleétidos de 3'-desoxi-3'-metilen fosfonato como se describe en las patentes de
EE.UU. 5.610.289 6 5.625.050.

Pueden prepararse oligonucleétidos fosforamidita como se describe en la patente de EE.UU., 5.256.775 o
en la patente de EE.UU. 5.366.878.

Pueden prepararse oligonucleétidos alquilfosfonotioato como se describe en las solicitudes PCT publicadas
PCT/US94/00902 y PCT/US93/06976 (publicadas como WO 94/17093 y WO 94/02499, respectivamente).
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Pueden prepararse oligonucleétidos 3'-desoxi-3'-amino fosforamidato como se describe en la patente de
EE.UU. 5.476.925.

Pueden prepararse oligonucleotidos fosfotriéster como se describe en la patente de EE.UU. 5.023.243.

Pueden prepararse oligonucleétidos boranofosfato como se describe en las patentes de EE.UU. 5.130.302
y 5.177.198.

Oligonucleésidos: Pueden prepararse oligonucledsidos unidos a metilenmetilimino, identificados también
como oligonucledsidos unidos a MMI, oligonucledsidos unidos a metilendimetilhidrazo, identificados también como
oligonucleésidos unidos a MDH vy oligonucledsidos unidos a metilencarbonilamino, identificados también como
oligonucleésidos unidos a amida-3 y oligonucleésidos unidos a metilenaminocarbonil, identificados también como
oligonucleosidos unidos a amida-4, asi como compuestos oligoméricos de esqueleto mixto que tienen, por ejemplo,
enlaces MMI y P=0O o P=S alternos, como se describe en las patentes de EE.UU. 5.378.825, 5.386.023, 5.489.677,
5.602.240 y 5.610.289.

Pueden prepararse oligonucledsidos unidos a formacetal y tioformacetal como se describe en las patentes
de EE.UU. 5.264.562 y 5.264.564.

Pueden prepararse oligonucledsidos unidos a 6xido de etileno como se describe en la patente de EE.UU.
5.223.618.

Ejemplo 3
Aislamiento de oligonucleétidos

Después de la escision del soporte sélido de vidrio de poro controlado o de otro medio de soporte y el
desbloqueo en hidréxido de amonio concentrado a 55°C durante 12-16 horas, se recuperan los oligonucleétidos u
oligonucledsidos por precipitacion de NH4OAc 1M con mas de 3 volimenes de etanol. Se analizan los
oligonucleotidos sintetizados mediante electronebulizacién-espectroscopia de masas (determinacién del peso
molecular) y mediante electroforesis en gel capilar. Las cantidades relativas de enlaces fosforotioato y fosfodiéster
obtenidas en la sintesis se determina mediante la relacion entre el peso molecular correcto y el producto -16 uma
(+/-32 +/-48). Para algunos estudios los oligonucleétidos se purifican mediante HPLC, como describen Chiang et al.,
J. Biol. Chem. 1991, 266, 18162-18171. Los resultados obtenidos con el material purificado mediante HPLC son
generalmente similares a los obtenidos con el material no purificado mediante HPLC.

Ejemplo 4
Sintesis de oligonucleétidos en formato de placa de 96 pocillos

Los oligonucleétidos pueden sintetizarse mediante quimica de fosforamidita P (Ill) en fase sélida en un
sintetizador automatico capaz de ensamblar 96 secuencias simultdneamente en un formato de 96 pocillos. Los
enlaces internucleotidicos fosfodiéster se producen por oxidacién con yodo acuoso. Los enlaces internucleotidicos
fosforotioato son generados por sulfuracion utilizando 1,1-di6xido de 3,H-1,2-benzoditiol-3-ona (reactivo de
Beaucage) en acetonitrilo anhidro. Las beta-cianoetildiisopropil fosforamiditas con base protegida convencionales se
adquieren de proveedores comerciales (por ejemplo, PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, o Pharmacia,
Piscataway, NJ). Los nucledsidos no convencionales se sintetizan de acuerdo con métodos convencionales o
patentados. Estos se utilizan como beta-cianoetildiisopropil fosforamiditas con base protegida.

Los oligonucledtidos se escinden del soporte y se desprotegen con NHsOH concentrado a una temperatura
elevada (55°C-60°C) durante 12-16 horas y a continuacién se seca el producto liberado a vacio. A continuacién se
vuelve a suspender el producto seco en agua estéril para producir una placa maestra a partir de la cual se diluyen a
continuacion todas las muestras de placas analiticas y de ensayo utilizando pipeteadores robotizados.

Ejemplo 5
Analisis de oligonucleoétidos utilizando un formato de placa de 96 pocillos

Se evalla la concentracién de oligonucleétido en cada pocillo mediante dilucién de las muestras y
espectroscopia de absorcién UV. Se evalia la integridad de la longitud completa de los productos individuales
mediante electroforesis capilar (CE), en el formato de 96 pocillos (Beckman P/ACE™ MDQ) o, para muestras
preparadas individualmente, en un aparato de CE comercial (por ejemplo, Beckman P/ACE™ 5000, ABI 270). La
composicién del esqueleto y las bases se confirma mediante analisis de masas de los compuestos oligoméricos
utilizando electronebulizacion-espectroscopia de masas. Todas las placas de ensayo evaluadas se diluyen a partir
de la placa maestra utilizando pipeteadores robotizados de uno o varios canales. Las placas se consideran
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aceptables si al menos el 85% de los compuestos oligoméricos sobre la placa tienen al menos una longitud completa
de un 85%.

Ejemplo 6
Cultivo de células y tratamiento de oligonucleétidos

El efecto de los compuestos oligoméricos sobre la expresiéon del acido nucleico diana se ensaya en
cualquiera de una diversidad de tipos celulares siempre que el acido nucleico diana esté presente en niveles
apreciables. Esto puede determinarse de manera rutinaria utilizando, por ejemplo, PCR o transferencia Northern. Las
lineas celulares derivadas de multiples tejidos y especies pueden obtenerse de la Coleccion Americana de Cultivos
Tipo (American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA).

El siguiente tipo de célula se proporciona con fines ilustrativos, pero pueden utilizarse otros tipos de células
de manera rutinaria, siempre que la diana se exprese en el tipo de célula elegido. Esto puede determinarse
facilmente mediante procedimientos rutinarios en la técnica, por ejemplo transferencia Northern, ensayos de
proteccion frente a ribonucleasas o RT-PCR.

Células b.END: La linea celular endotelial de cerebro de raton b.END se obtuvo del Dr. Werner Risau en el
Instituto Max Plank (Bad Nauheim, Alemania). Las células b.END se cultivaron de manera rutinaria en DMEM, alta
concentracién de glucosa (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) complementado con suero de ternera fetal al
10% (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Cuando las células alcanzaron aproximadamente una confluencia
del 90%, se sometieron a pases de manera rutinaria mediante tripsinizacién y dilucion. Se sembraron las células en
placas de 96 pocillos (Falcon-Primaria #353872, BD Biosciences, Bedford, MA) a una densidad de aproximadamente
3.000 células/pocillo para su uso, incluido pero no limitado a, experimentos de transfeccibn de compuestos
oligoméricos.

Experimentos que implican el tratamiento de células con compuestos oligoméricos:

Cuando las células alcanzan la confluencia apropiada, se tratan con compuestos oligoméricos utilizando un
método de transfeccion como se describe.

LIPOFECTIN™

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

Otros reactivos de transfeccion adecuados conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a,
CYTOFECTIN™, LIPOFECTAMINE™, OLIGOFECTAMINE™ y FUGENE™. Otros métodos de transfeccion
adecuados conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, electroporacion.

Ejemplo 7
Analisis mediante PCR cuantitativa en tiempo real de los niveles de ARNm diana

La cuantificacion de los niveles de ARNm diana se logr6 mediante PCR cuantitativa en tiempo real
utilizando el sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM™ 7600, 7700 6 7900 (PE-Applied Biosystems, Foster
City, CA) segun las instrucciones del fabricante. Este es un sistema de deteccion de fluorescencia no basado en gel,
en tubo cerrado, que permite la cuantificacién de alto rendimiento de los productos de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real. A diferencia de la PCR convencional en la que los productos de amplificacién se
cuantifican después de finalizada la PCR, los productos en la PCR cuantitativa en tiempo real se cuantifican a
medida que se acumulan. Esto se logra incluyendo en la reaccién de PCR una sonda oligonucleotidica que hibrida
especificamente entre los cebadores de PCR directo e inverso, y contiene dos colorantes fluorescentes. Se fija un
colorante indicador (por ejemplo, FAM o JOE, obtenido de PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, Operon
Technologies Inc., Alameda, CA o Integrated ADN Technologies Inc., Coralville, IA) al extremo 5’ de la sonda y se
fija un colorante interruptor (por ejemplo, TAMRA, obtenido a partir de ya sea Biosystems PE-Applied, Foster City,
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CA, Operon Technologies Inc., Alameda, CA o Integrated ADN Technologies Inc., Coralville, IA) al extremo 3’ de la
sonda. Cuando la sonda y los colorantes estan intactos, la emisién del colorante indicador se extingue por la
proximidad del colorante interruptor en 3’. Durante la amplificacion, la hibridacion de la sonda con la secuencia diana
crea un sustrato que puede ser escindido por la actividad 5'-exonucleasa de la polimerasa Tag. Durante la fase de
extensién del ciclo de amplificacién por PCR, la escisiéon de la sonda por la polimerasa Taq libera el colorante
indicador del resto de la sonda (y por lo tanto, del resto interruptor) y se genera una seial fluorescente especifica de
la secuencia. Con cada ciclo, se escinden moléculas adicionales de colorante indicador de sus respectivas sondas y
se monitoriza la intensidad de fluorescencia a intervalos regulares mediante éptica laser incorporada en el sistema
de deteccién de secuencias ABI PRISM™. En cada ensayo, una serie de reacciones paralelas que contienen
diluciones en serie de ARNm procedente de muestras testigo no tratadas genera una curva patrén que se utiliza
para cuantificar el porcentaje de inhibicion después del tratamiento con oligonucleétidos antisentido de las muestras
de ensayo.

Antes del analisis mediante PCR cuantitativa, se evalGan los conjuntos cebador-sonda especificos para el
gen diana que se esta midiendo para determinar su capacidad para "multiplexarse”" con una reaccién de
amplificacion de GAPDH. En la multiplexacion, tanto el gen diana como el gen patron interno de GAPDH se
amplifican al mismo tiempo en una Unica muestra. En este andlisis, el ARNm aislado procedente de células no
tratadas se diluye en serie. Se amplifica cada dilucion en presencia de los conjuntos cebador-sonda especificos sélo
para GAPDH, sélo para el gen diana ("uniplexacion"), o ambos (multiplexacién). Después de la amplificacion por
PCR, se generan las curvas patrén de GAPDH y la sefial de ARNm diana como una funcién de la dilucion a partir de
la muestra uniplexada y la multiplexada. Si la pendiente y el coeficiente de correlacién de la GAPDH vy las senales
diana generadas a partir de las muestras multiplexadas se encuentran dentro del 10% de sus valores
correspondientes generados a partir de las muestras uniplexadas, el conjunto cebador-sonda especifico para esa
diana se considera multiplexable. En la técnica también se conocen otros métodos de PCR.

Los reactivos de RT-PCR se obtuvieron de Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA). La RT-PCR en
tiempo real se llev6 a cabo anadiendo 20 pl de céctel PCR (tampén PCR 2,5x sin MgClz, MgCl, 6,6 mM, 375 pM de
cada uno de dATP, dCTP, dCTP y dGTP, 375 nM de cada cebador directo y cebador inverso, 125 nM de sonda, 4
unidades de inhibidor ARNasa, 1,25 unidades de PLATINUM® Taq, 5 unidades de transcriptasa inversa MuLV y
colorante ROX 2,5x) a placas de 96 pocillos que contenian 30 pl de solucién de ARN total (20 ng-200 ng). La
reaccion RT se llevé a cabo mediante incubacién durante 30 minutos a 48°C. Tras una incubacién de 10 minutos a
95°C para activar la PLATINUM® Tagq, se llevaron a cabo 40 ciclos de un protocolo de PCR en dos etapas: 95°C
durante 15 segundos (desnaturalizacion) seguido de 60°C durante 1,5 minutos (hibridacion/extension).

Las cantidades diana de gen obtenidas por RT-PCR en tiempo real se normalizan utilizando el nivel de
expresion de GAPDH, un gen cuya expresion es constante, o cuantificando el ARN total utilizando RIBOGREEN™
(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). La expresion de GAPDH se cuantifica mediante RT-PCR en tiempo real,
procesandose simultaneamente con la diana, mediante multiplexacion, o por separado. El ARN total se cuantifica
utilizando reactivo de cuantificacion de ARN RiboGreen™ (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR). En Jones, L.J., et
al., (Analytical Biochemistry, 1998, 265, 368-374) se instruye sobre los métodos de cuantificacion de ARN mediante
RIBOGREEN™,

En este ensayo, se pipetean 170 pl de reactivo de trabajo RIBOGREEN™ (reactivo RIBOGREEN™ diluido
1:350 en Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) en una placa de 96 pocillos que contiene 30 ul de ARN celular
purificado. La placa se lee en un CytoFluor 4000 (PE Applied Biosystems) con excitacién a 485 nm y emision a
530 nm.
Ejemplo 8

Preparacion del Compuesto 8, Esquema 1
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a) Preparacion del Compuesto 2

Se disolvi6 Compuesto 1 (13,1 g, 55,9 mmoles, 1,5:2,3-dianhidro-4,6-O-benciliden-D-alitol, adquirido de
Carbosynth, Reino Unido) en N,N-dimetilformamida anhidra, (210 ml). A esta soluciéon se anadi6 uracilo (7,52 g,
67,1 mmoles) y 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (10,0 ml, 67,1 mmoles). Se calent6 esta mezcla a 85°C durante 7
horas. A continuacién, se enfrid la mezcla a temperatura ambiente, se vertié en acetato de etilo (1 1), y se lavo con
una solucion acuosa semisaturada de NaHCOs (4 x 1 1). Se sec6 la porcién acuosa sobre NaxSO4 anhidro, se filtro y
se evapord hasta dar una espuma de color pélido, que se purificé mediante cromatografia en gel de silice (metanol
en CHxCl; al 2%), proporcionando 12,5 g (rendimiento del 64,5%) del Compuesto 2 en forma de espuma blanca.
ESI-MS [M+H*]: calc. 347 Da; obs. 347 Da. La 'H RMN fue coherente con la estructura. La referencia para este
procedimiento: Abramov, M.; Marchand, A.; Calleja-Marchand, A.; Herdewijn, P. Synthesis of D- Altritol Nucleosides
with a 3’- O- tert- butyldimethylsilyl protecting group. Nucleosides, Nucleotides & Nucleic Acids (2004) 23, 439.

b) Preparacion del Compuesto 3

Se disolvi6 Compuesto 2 (12,1 g, 35,0 mmoles) en una mezcla de CH2Cl» anhidro (50 ml) y piridina anhidra
(50 ml). Se enfri6 esta mezcla a 0°C, a continuacién se tratoé con cloruro de metanosulfonilo (6,77 ml, 87,4 mmoles).
Después de mantener a 0°C durante 15 minutos, se calentd la mezcla a temperatura ambiente y se agité 5 horas
mas. La concentracion a vacio proporcioné una pasta dorada, que se resuspendié en CHxCl, (500 ml), se lavo con
NaHCOs acuoso semisaturado, se secé sobre Na SO, anhidro, se filtrd y se evapor6 hasta dar un aceite dorado. La
posterior purificacion mediante cromatografia en gel de silice (metanol en CHxCl> al 2%) proporcion6 11,7 g
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(rendimiento del 78,6%) de Compuesto 3 en forma de espuma de color amarillo palido. ESI-MS [M+H']: calc. 425
Da; obs. 425 Da. La "H RMN fue coherente con la estructura.

c) Preparacion del Compuesto 4

Se suspendié compuesto 3 (11,2 g, 26,5 mmoles) en 1,4-dioxano (100 ml). A esta suspension se afadieron
100 ml de NaOH acuoso 2M. Se calent6 la mezcla resultante a 60°C y se agité durante 3,5 horas. Se enfri6 la
mezcla a temperatura ambiente, a continuacion se neutraliz6 con acido acético (11,4 ml). Se concentrd la mezcla a
vacio hasta un volumen de aproximadamente 100 ml y a continuacién se verti6 en CHxCl> (500 ml). Se lavé la
mezcla resultante con NaHCO3 acuoso saturado (500 ml), se sec6 sobre NaxSO4 anhidro, se filtr6 y se evaporo,
proporcionando 8,23 g (rendimiento del 89,7%) de Compuesto 4 en forma de soélido blanquecino. ESI-MS [M+H™]:
calc. 347 Da; obs. 347 Da. La "H RMN fue coherente con la estructura.

d) Preparacion del Compuesto 5

Se disolvi6 Compuesto 4 (7,96 g, 23,0 mmoles) en THF anhidro (100 ml). A esta solucion se anadié
1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (5,1 ml, 34 mmoles), seguido de fluoruro de nonafluorobutanosulfonilo (11,6 ml,
34 mmoles), que se anadi6é gota a gota con agitacion. Se incub6 esta mezcla a 30°C durante 84 horas. Se vertio la
mezcla en acetato de etilo (400 ml), se lavé con NaHCOs3; acuoso semisaturado (2 x 500 ml), se sec6 sobre NaSO4
anhidro, se filtr6 y se evaporé hasta dar una espuma de color palido. La cromatografia en gel de silice
(hexanos:acetato de etilo 1:1) proporcioné 7,92 g de Compuesto 5 como una mezcla impura. Esta mezcla se utilizd
para las reacciones posteriores sin purificacion adicional. Se purificé mas cuidadosamente una pequefia porcidn
mediante cromatografia en gel de silice para la caracterizacion analitica. ESI-MS [M+H+L: calc. 349 Da; obs. 349 Da
(impureza principal [M+H'] = 329, coherente con la eliminacion de HF). Las RMN 'H y "°F fueron coherentes con la
estructura para el Compuesto 5.

e) Preparacion del Compuesto 6

Se disolvi6 Compuesto 5 impuro (6,87 g, 19,7 mmoles) en CH2Cl> anhidro (100 ml). A esta solucion se
afnadié acido trifluoroacético (35 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 1 hora, se concentrd la
mezcla a vacio hasta dar un aceite de color naranja pdlido. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice
(gradiente progresivo de metanol en CHCl, del 1% al 10%) proporciond 3,58 g (rendimiento del 69%) de Compuesto
6 en forma de espuma blanca. ESI-MS [M+H"]: calc. 261 Da; obs. 261 Da.

f) Preparacion del Compuesto 7

Se disolvi6 Compuesto 6 (3,37 g, 12,9 mmoles) en piridina anhidra (40 ml). Después de enfriar a 0°C, se
tratd la solucién con cloruro de 4,4-dimetoxitritilo (6,59 g, 19,5 mmoles). Después de agitar a 0°C durante 20
minutos, se calenté la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas mas. Se concentré a vacio la mezcla
resultante hasta dar un aceite de color marrén, se resuspendié en CHxCl> (400 ml), se lavé con NaHCOs3; acuoso
semisaturado (2 x 400 ml), se secé sobre Na SO, anhidro, se filir6 y se evapor6. La cromatografia en gel de silice
(metanol en CHxCl» al 2% v/v, proporcioné 5,68 g (rendimiento del 77,9%) de Compuesto 7 en forma de espuma de
color beige. Las RMN 'H y "°F fueron coherentes con la estructura.

g) Preparacion del Compuesto 8

Se disolvié6 Compuesto 7 (2,50 g, 4,45 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (11,2 ml). A esta solucién
se afadid6 2-cianoetil-N’,N’,N’,N'-tetraisopropilfosforodiamidita (1,98 ml, 6,23 mmoles), tetrazol (156 mg,
2,22 mmoles), y N-metilimidazol (89 pl, 1,11 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 3 horas,
se tratd la mezcla con trietilamina (2,48 ml, 17,8 mmoles), se agité durante 5 minutos, a continuacién se vertié en
acetato de etilo (250 ml). Se lavé la solucion resultante con NaHCO3 acuoso saturado:NaCl acuoso saturado 1:1
(1 x 200 ml), seguido de NaCl acuoso saturado (1 x 200 ml). Se secé la porcion organica sobre NaxSO4 anhidro, se
filtr6 y se evaporé. La cromatografia en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 1:1) proporcioné 2,61 g (rendimiento
del 76,8%) de Compuesto 8 en forma de espuma de color amarillo palido. Las RMN 'H, "°F y %P fueron coherentes
con la estructura del Compuesto 8 como una mezcla de diastereoisémeros de fésforo.

Ejemplo 9

Preparacion del Compuesto 13, Esquema 2
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a) Preparacion del Compuesto 9 13

Se disolvié Compuesto 7 (2,50 g, 4,44 mmoles, preparado en el ejemplo anterior) en N,N-dimetilformamida
anhidra (10 ml). A esta solucion se anadi6 imidazol (1,82 g, 26,7 mmoles) y cloruro de terc-butildimetilsililo (1,34 g,
8,88 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 12 horas, se vertié la mezcla en acetato de etilo
(250 ml), se lavdé con NaHCO3 acuoso semisaturado (2 x 200 ml) y NaCl acuoso saturado (2 x 200 ml), se seco
sobre NaSO. anhidro, se filtr6 y se evapord. La cromatografia en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 1:1)
proporcioné 2,52 g (rendimiento del 83,8%) de Compuesto 9 en forma de espuma blanca. Las RMN 'H y '°F fueron
coherentes con la estructura indicada.

b) Preparacion del Compuesto 10

A una suspension enfriada (0°C) de 1,2,4-triazol (3,40 g, 49,2 mmoles) en acetonitrilo anhidro (44 ml) se
anadio oxicloruro de fésforo (1,31 ml, 14,1 mmoles). Después de agitar a 0°C durante 20 minutos, se afadié a la
mezcla trietilamina (9,8 ml, 70 mmoles). Se anadié a la suspension resultante una solucién de Compuesto 9 (2,38 g,
3,52 mmoles) en acetonitrilo anhidro (20 ml). Se mantuvo la mezcla a 0°C durante 1 hora, a continuacién se calenté
a temperatura ambiente durante 2 horas. Posteriormente se concentré la mezcla hasta aproximadamente la mitad de
su volumen original, se verti6 en acetato de etilo (250 ml), se lavé con NaCl acuoso semisaturado (2 x 200 ml), se
seco6 sobre Na SO, anhidro, se filtr6 y se evaporé hasta dar una espuma amarilla. Se volvié a disolver este residuo
en 1,4-dioxano (20 ml) y se traté con NH4OH acuoso concentrado (20 ml). Se sell6 el recipiente de reaccion y se
agité a temperatura ambiente durante 12 horas, momento en el que se concentré la mezcla a presion reducida, se
vertiéo en CH2Cl» (200 ml), se lavo con NaHCO3 acuoso semisaturado (1 x 200 ml), se sec6 sobre Na>SO4 anhidro, se
filtr6 y se evaporé. La cromatografia en gel de silice (metanol en CHxCl; al 1,5% v/v) proporcion6 1,98 g (83,4%) de
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Compuesto 10 en forma de espuma amarilla. ESI-MS [M-H +]: calc. 674,8 Da; obs. 674,3 Da. Las RMN 'H y '°F
fueron coherentes con la estructura.

c) Preparacion del Compuesto 11

Se disolvi6 Compuesto 10 (1,86 g, 2,76 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (10 ml). Se afadié a la
solucion resultante anhidrido benzoico (938 mg, 4,14 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante
14 horas, se vertio la mezcla en acetato de etilo (250 ml), se lavé con NaHCO3 acuoso saturado (1 x 200 ml) y NaCl
semisaturado acuoso (2 x 200 ml), se secd sobre Na>SO4 anhidro, se filtrd y se evapor6. La cromatografia en gel de
silice (hexanos:acetato de etilo 1:1) proporcioné 2,12 g (98,4%) de Compuesto 11 en forma de espuma blanca.
ESI-MS [M-H +]: calc. 778 Da; obs. 778 Da. Las RMN 'Hy °F fueron coherentes con la estructura.

d) Preparacion del Compuesto 12

Se disolvio Compuesto 11 (1,98 g, 2,54 mmoles) en THF anhidro (3 ml). A esta solucién se afadieron
3,3 ml de fluoruro de tetrabutilamonio 1 M en THF. Después de 13 horas, se evaporo la mezcla, se disolvié de nuevo
en CHxCl> y se sometié a cromatografia en gel de silice. La elucion con metanol en CHxCl» al 1,5% (v/v) proporcioné
1,58 g (93,9%) de Compuesto 12 en forma de espuma blanquecina. ESI-MS [M-H +]: calc. 664,7 Da; obs. 664,2 Da.
Las RMN 'H y '°F fueron coherentes con la estructura.

e) Preparacion del Compuesto 13

Se disolvi6 Compuesto 12 (1,52 g, 2,28 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (5,8 ml). A esta solucién
se anadi6 2-cianoetil-N’,N’,N’,Ntetraisopropilfosforodiamidita (1,00 ml, 3,19 mmoles), tetrazol (80 mg, 1,14 mmoles),
y N-metilimidazol (45 pl, 0,57 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 3 horas, se trato la
mezcla con trietilamina (1,27 ml, 9,13 mmoles), se agité6 durante 5 minutos, y a continuacién se vertié en acetato de
etilo (200 ml). Se lavé la solucion resultante con NaHCO3; acuoso saturado:NaCl acuoso saturado 1:1 (1 x 200 ml),
seguido de NaCl acuoso saturado (2 x 200 ml). Se secé la porcion organica sobre Na,SO4 anhidro, se filtr6 y se
evaporé. La cromatografia en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 1:1) proporcioné 1,58 g (rendimiento del 80,1%)
de Compuesto 13 en forma de espuma de color amarillo palido. Las RMN 'H, ¥F y 3P fueron coherentes con la
estructura del Compuesto 13 como una mezcla de diastereoisémeros de fosforo.

Ejemplo 10

Preparacion del Compuesto 20, Esquema 3
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a) Preparacion del Compuesto 14

Se disolvié Compuesto 1 (30,0 g, 128 mmoles), en acetonitrilo anhidro (600 ml). A esta solucion se anadié
timina (48,4 g, 384 mmoles) y 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (57,4 ml, 384 mmoles). Se calent6 esta mezcla a
85°C durante 12 horas. Después de enfriar a temperatura ambiente, se retird por filtracion la timina sin reaccionar.
Se concentré a vacio la solucién filtrada hasta dar un aceite de color amarillo, se volvié a disolver en CHxCl>
(500 ml), se lavdé con NaHCOs acuoso saturado (2 x 500 ml), se sec6 sobre NaSQOu, se filtr6 y se concentré hasta
dar un aceite de color amarillo. La cromatografia en gel de silice (metanol en CHZCIz al 2%) del residuo seco
proporcioné 30,3 g (65, 6%) de Compuesto 14 en forma de espuma de color blanco. La 'H RMN fue coherente con la
estructura. ESI-MS [M+H"]: calc. 361,4 Da; obs. 361,1 Da.

b) Preparacion del Compuesto 15

Se disolvi6 Compuesto 14 (30,1 g, 83,6 mmoles) en una mezcla de CHxCl> anhidro (100 ml) y piridina
anhidra (100 ml). Se enfrié esta mezcla a 0°C, a continuacién se traté con cloruro de metanosulfonilo (8,4 ml,
109 mmoles). Se mantuvo la mezcla a 0°C durante 30 minutos, a continuacion se calentd a temperatura ambiente y
se agité durante 24 horas mas. Se concentr6 la mezcla a vacio hasta dar un aceite de color naranja, que se
redisolvié en CH2Cl> (500 ml), se lavé con NaHCOs; acuoso semisaturado (2 x 500 ml), se secé sobre Na>SO4
anhidro, se filtré y se evaporé hasta dar una espuma de color naranja palido. La 'H RMN fue coherente con la
estructura. ESI-MS [M+H"]: calc. 439.4 Da; obs. 439,1 Da. El material resultante se utilizo para la siguiente reaccion
sin purificacién adicional alguna.

c) Preparacion del Compuesto 16
Se suspendié Compuesto 15 (aproximadamente 34 g brutos, 78 mmoles) en 1,4-dioxano (125 ml). A esta
suspension se anadieron 125 ml de NaOH acuoso 2M. Se calenté la mezcla resultante a 60°C y se agité durante 3

horas. Se enfri6 la mezcla a temperatura ambiente, a continuacién se neutralizé con acido acético (14 ml). Se
concentré la mezcla a vacio hasta un volumen de aproximadamente 75 ml, a continuacion se verti6 en CHxCl
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(1,751). Se lavd la mezcla con NaHCOs acuoso saturado (2 x 1,5 1), se secd sobre NaSO4 anhidro, se filtré y se
evapord, proporcionando un sélido amarillo, que se utilizé para la reaccién posterior sin purificacién adicional alguna.
ESI-MS [M+H"]: calc. 361,4 Da; obs. 361,1 Da. La 'H RMN fue coherente con la estructura.

d) Preparacion del Compuesto 17

Se disolvié Compuesto 16 (26,6 g bruto, 73,8 mmoles) en THF anhidro (450 ml). A esta solucién se anadié
1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (16,5 ml, 111 mmoles), seguido de fluoruro de nonafluorobutanosulfonilo (34 ml,
111 mmoles), que se afnadié gota a gota con agitacién. Se incub6 esta mezcla a 30°C durante 42 horas. Se
concentré la mezcla resultante hasta un volumen de aproximadamente 75 ml, a continuacién se vertié en EtOAc
(500 ml), se lavo con NaHCOs; acuoso semisaturado (2 x 500 ml), se secod sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y se
evapord, proporcionando un aceite marrén. La cromatografia en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 3:2)
proporcioné 18,1 q (67,8%) de Compuesto 17 como una mezcla impura (pureza de aproximadamente el 82%
mediante LCMS y 'H RMN). Esta mezcla se utilizd para las reacciones posteriores sin purificacion adicional. ESI-MS
[M+H"]: calc. 363 Da; obs. 363 Da (impureza principal [M+H"] = 343, coherente con la eliminacion de HF).

e) Preparacion del Compuesto 18

Se disolvi6 Compuesto 17 impuro (4,57 g, 12,6 mmoles) en metanol (300 ml). A esta solucion se anadié
Pd(OH)./C (9 g). Se lavé abundantemente el matraz con gas Hy, se sell6 y se mantuvo en atmoésfera de Hz mientras
se agitaba a temperatura ambiente. Después de 12 horas se purgé el gas Hp, se retir6 el Pd(OH)2/C por filtracién a
través de un tapon de Celite, que se lavé minuciosamente con metanol adicional. Se concentré a vacio hasta dar
una espuma blanca. La cromatografia en gel de silice (metanol en CHxCl» al 5%), proporcion6 10,7 g g95%) de
Compuesto 18 en forma de espuma blanca. ESI-MS [M+H"]: calc. 275,2 Da; obs. 275,1 Da. Las RMN 'H y "°F fueron
coherentes con la estructura.

f) Preparacion del Compuesto 19

Se disolvié compuesto 18 (10,6 g, 38,6 mmoles) en piridina anhidra (120 ml), se enfri6 a 0°C y se tratd con
cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo (26,1 g, 77,2 mmoles). Se calentd lentamente la solucién resultante a temperatura
ambiente y se agité durante 14 horas. Se inactivd la mezcla de reaccion con metanol (10 ml) y se concentré a vacio
hasta dar una pasta marrén. Se disolvié de nuevo la mezcla en CHxCl> (500 ml), se lavé con NaHCO3; acuoso
semisaturado (2 x 500 ml), se sec6 sobre NaxSO4 anhidro, se filtr6 y se evapor6 hasta dar una espuma marrén
pegajosa. La cromatografia en gel de silice (metanol en CHxCl» al 1%) proporcion6 20,3 g (91%) de Compuesto 19
en forma de espuma amarilla. La "H RMN fue coherente con la estructura.

g) Preparacion del Compuesto 20

Se disolvi6 Compuesto 19 (9,00 g, 15,6 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (37 ml) y se afadieron
2-cianoetil-N’,N’,N’,N-tetraisopropilfosforodiamidita (7,43 ml, 23,4 mmoles), tetrazol (656 mg, 9,37 mmoles) y
N-metilimidazol (311 pl, 3,9 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 3 horas, se tratd la mezcla
con trietilamina (8,7 ml, 62,4 mmoles), se agitdé durante 5 minutos, a continuacién se verti6 en acetato de etilo
(500 ml). Se lavo la solucion resultante con NaHCO3; acuoso semisaturado (3 x 500 ml), se sec6d sobre Na SO
anhidro, se filir6 y se evapor6 hasta dar una espuma amarilla pegajosa. La cromatografia en gel de silice
(hexanos:acetato de etilo 2:3), seguida de precipitacion a partir de hexanos/acetato de etilo, Proporcioné 10,59
(rendimiento del 87%) de Compuesto 20 en forma de espuma de color amarillo palido. Las RMN 'H, '°F y 3'P fueron
coherentes con la estructura como una mezcla de diastereoisémeros.

Ejemplo 11

Preparacion del Compuesto 25, Esquema 4
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a) Preparacion del Compuesto 21

Se disolvio Compuesto 19 (11,2 g, 19,4 mmoles, preparado en el ejemplo anterior) en N,N-dimetilformamida
anhidra (44 ml). A esta solucion se afadi6é imidazol (7,9 g, 116 mmoles) y cloruro de terc-butildimetilsililo (5,85 g,
38,8 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 14 horas, se inactivé con la adicién de metanol
(10 ml), se verti6 en acetato de etilo (500 ml), se lavdé con NaHCO3 acuoso semisaturado (3 x 500 ml), se secé sobre
Na>SO4 anhidro, se filtrd y se evapor6 hasta dar 13,2 g (98%) de Compuesto 21 en forma de espuma de color
amarillo palido. La 'H RMN fue coherente con la estructura indicada. El material se utilizé para la reaccion posterior
sin purificacién adicional.

b) Preparacion del Compuesto 22

A una suspension enfriada (0°C) de 1,2,4-triazol (18,4 g, 267 mmoles) en acetonitrilo anhidro (350 ml) se
afnadid oxicloruro de fosforo (7,1 ml, 76 mmoles). Después de agitar a 0°C durante 30 minutos, se afiadié a la mezcla
trietilamina (53 ml, 382 mmoles). Se afadié a la suspensién resultante una solucion de Compuesto 21 (13,2 g, 19,1
mmoles) en acetonitrilo anhidro (100 ml). Se mantuvo la mezcla a 0°C durante 1 hora, a continuacion se calent6 a
temperatura ambiente durante 3,5 horas. Posteriormente se concentré la mezcla hasta aproximadamente la mitad de
su volumen original, se vertié en acetato de etilo (500 ml), se lavé con NaCl acuoso semisaturado (2 x 500 ml), se
sec6 sobre Na SO, anhidro, se filtr6 y se evaporé hasta dar una espuma amarilla. Se volvié a disolver este residuo
en 1,4-dioxano (175 ml) y se traté con NH4OH acuoso concentrado (175 ml). Se sell6 el recipiente de reaccion y se
agité a temperatura ambiente durante 14 horas, momento en el que se concentré la mezcla a presion reducida, se
vertio en CH2Cl> (500 ml), se lavé con NaHCO3 acuoso semisaturado (2 x 500 ml), se secé sobre NaSO, anhidro,
se filtr6 y se evapor6 hasta dar 12,4 g (94%? de Compuesto 22 en forma de espuma de color amarillo, que cristalizé
tras el secado durante toda la noche. La 'H RMN fue coherente con la estructura. El material se utiliz6 para la
reaccion posterior sin purificacién adicional.

c) Preparacion del Compuesto 23
Se disolvid6 Compuesto 22 (12,3 g, 17,8 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (60 ml). Se afadié a la
solucidn resultante anhidrido benzoico (6,05 g, 26,7 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 12

horas, se verti6 la mezcla en acetato de etilo (500 ml), se lavdé con NaHCO3; acuoso semisaturado (3 x 500 ml), se
secO sobre NaxSQO4 anhidro, se filtré y se evapord. La cromatografia en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 3:1)
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proporcioné 13,4 g (95,1%) de Compuesto 23 en forma de espuma blanca. La 'H RMN fue coherente con la
estructura.

d) Preparacion del Compuesto 24

Se disolvié Compuesto 23 (13,4 g, 16,9 mmoles) en THF anhidro (14 ml). A esta soluciéon se afiadieron
22 ml de fluoruro de tetrabutilamonio 1 M en THF. Después de 5 horas, se evapord la mezcla, a continuacion se
sometié a cromatografia en gel de silice. La elucién con hexanos:acetato de etilo 2:1 proporcion6 9,57 g (83,2%) de
Compuesto 24 en forma de espuma blanca. La 'H RMN fue coherente con la estructura.

e) Preparacion del Compuesto 25

Se disolvi6 Compuesto 24 (9,5 g, 14,0 mmoles) en N,N-dimetilformamida anhidra (33 ml). A esta solucién
se anadié 2-cianoetil-N,N,N’,N"tetraisopropilfosforodiamidita (6,7 ml, 21,0 mmoles), tetrazol (589 mg, 8,41 mmoles),
y N-metilimidazol (279 pl, 3,50 mmoles). Después de agitar a temperatura ambiente durante 3 horas, se trat6 la
mezcla con trietilamina (7,8 ml, 56 mmoles), se agité durante 5 minutos, a continuacién se vertié en acetato de etilo
(500 ml). Se lavé la solucién resultante con NaCl acuoso saturado (3 x 500 ml), se sec6 sobre Na>SO4 anhidro, se
filtr6 y se evapord. La cromatografia en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 3:1) proporcion6 11,8 g (rendimiento
del 95%) de Compuesto 25 en forma de espuma blanca. Las RMN 'H y ®'P fueron coherentes con la estructura del
Compuesto 25 como una mezcla de diastereoisémeros de fosforo.

Ejemplo 12

Preparacion del Compuesto 33, Esquema 4
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a) Preparacion del Compuesto 27

Se mezcl6 Compuesto 1 (5,40 g, 4,56 mmoles, 1,5:2,3-dianhidro-4,6-O-benciliden-D-alitol, adquirido de
Carbosynth, Reino Unido) con 2-amino-6-cloropurina Compuesto 26 (5,89 g, 34,69 mmoles) y se secd sobre P20Os a
presion reducida durante toda la noche. Se suspendi6 la mezcla en hexametil fosforamida anhidra (86 ml) y
18-corona-6 (2,86 g, 10,82 mmoles) y se afadiéo K-COs (3,46 g, 25,04 mmoles). Se agitd la mezcla de reaccion a
90°C durante 3 horas y se dejé equilibrar a temperatura ambiente. Se anadidé hielo picado con agitacién posterior
durante 1 hora. Se filtrd el precipitado formado y se lav6 con agua fria seguido de éter dietilico. Se purificd el material
bruto mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con MeOH en CHxCl» al 5%, proporcionando el
Compuesto 27 (7,01 g, 75%). La "H RMN (300 MHz, DMSO-dg) & 3,61 (m, 1H), 3,78 (t, J= 10,1 Hz, 1 H), 3,92 (m,
1 H), 4,18-4,28 (m, 4H), 5,63 (1, 1H), 5,83 (d, J=4,2 Hz, 1 H), 5,40 (d, J=6,3 Hz, 1 H), 5,85 (d, J=3,8 Hz, 1 H),
6,99 (s, 2H), 7,31-7,42 (m, 5H), 8,21 (s, 1H), MS (ES) m/z 404,0 [M + HJ.

Ejemplo 13

Preparacion del Compuesto 41, Esquema 5
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El Compuesto 1, 1,5:2,3-dianhidro-4,6-O-benciliden-D-alitol, se adquiere de Carbosynth, Reino Unido.
Ejemplo 14

Preparacion del Compuesto 49

o 0 PivCl 0 0] N 0 0]
\""I\' o \"'L‘* iy = \l“l\‘ Ty
Ph* O OH Ph* O OPiv Ph" O OH
OH OH OPiv
42 43 44
Tf,0 o 0 CsF O/I[‘)J K,CO,
Ph.l..i\?;r\).., OPiv PN 0Py
OTf F
45 46

Tf,0
D™ wldD
Pk 07 Y “OH PH" 07 Y OTE
F

F
47 49

a) Preparacion del Compuesto 43

Se afadié cloruro de pivaloilo (5,5 mmoles, 0,67 ml) a una solucién disponible en el mercado de
1,5-anhidro-4,6-O-benciliden-D-glucitol (Carbosynth Limited, Reino Unido) Compuesto 42 (5 mmoles, 1,25 g),
trietilamina (5,5 mmoles, 0,77 ml) y dimetilaminopiridina (20 mg) en diclorometano (25 ml). Después de agitar a
temperatura ambiente durante 24 horas, se diluyd la reaccién con diclorometano y se lavé con HCI al 5%,
bicarbonato sodico saturado y salmuera. A continuacién se secé (NaxSO4) y se concentr6. La purificacion mediante
cromatografia en columna (gel de silice, eluyendo con acetato de etilo en hexanos del 10% al 30%) proporciond6 el
Compuesto 43 (1,06 g) y el Compuesto 44 (0,64 g) en forma de sdlidos blancos. Compuesto 43: 'H RMN (300 MHz,
cloroformo-d) & = 7,56-7,44 (m, 2 H), 7,36 (m, 3 H), 5,49 (s, 1 H), 4,98-4,81 (m, 1 H), 4,40-4,22 (m, 1 H), 4,16-3,99
(m, 1H), 3,82 (s, 1H), 3,65 (s, 1 H), 3,46 (s, 1 H), 3,41-3,27 (m, 1 H), 3,27-3,15 (m, 1 H), 3,04-2,80 (m, 1 H),
1,29-1,16 (m, 9 H). Compuesto 44: '"H RMN (300 MHz, cloroformo-d) 6 = 7,49-7,40 (m, 2 H), 7,39-7,32 (m, 3 H), 5,53
(s, 1 H), 5,08-4,91 (m, 1 H), 4,42-4,29 (m, 1 H), 4,19-4,04 (m, 1 H), 3,92-3,76 (m, 1 H), 3,76-3,55 (m, 2 H), 3,50-3,30
(m, 2 H), 1,24 (s, 9 H).

b) Preparacion del Compuesto 46

Se afadié anhidrido trifluorometanosulfénico (4,8 mmoles, 0,8 ml) a una solucién fria (0°C) de Compuesto
43 (3,2 mmoles, 1,07 g) y piridina (0,5 ml). Después de agitar durante una hora se interrumpi6 la reaccion afadiendo
agua y se lavo la capa organica con agua y salmuera, a continuacion se secod (Na:SO,) y se concentrd,
proporcionando el Compuesto 45 bruto que se utilizé sin purificacion adicional alguna. La 'H RMN (300 MHz,
cloroformo-d) & = 7,53-7,42 (m, 2 H), 7,42-7,32 (m, 3 H), 5,59 (s, 1 H), 5,10 (s, 2H), 4,48-4,33 (m, 1 H), 4,32-4,15 (m,
1 H), 3,90-3,69 (m, 2 H), 3,57-3,42 (m, 1 H), 3,40-3,22 (m, 1 H), 1,24 (s, 9 H).

Se calent6é a 70°C, durante 2 horas, una solucion del Compuesto 45 y fluoruro de cesio (10 mmoles, 1,5 g)
en t-BuOH (10 ml). A continuacidn, se enfrid la reaccion a temperatura ambiente, se diluyé con acetato de etilo y se
lavo la capa organica con agua y salmuera, a continuacion se secé (NaxSO4) y se concentrd. La purificacion
mediante cromatografia en columna (gel de silice, eluyendo con acetato de etilo en hexanos del 10% al 20%)
proporcioné el Compuesto 46 (0,94 g, 90% a partir del Compuesto 43). La 'H RMN (300 MHz, cloroformo-d) & = 7,49
(m, 2 H), 7,37 (m, 3 H), 5,56 (s, 1 H), 5,29-5,02 (m, 1 H), 5,02-4,81 (m, 1 H), 4,49-4,32 (m, 1 H), 4,22-4,04 (m, 1 H),
3,99-3,54 (m, 7 H), 1,23 (s, 9 H).

c) Preparacion del Compuesto 49
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Se anadi6 carbonato potasico (3,2 mmoles, 0,44 g) a una solucion del Compuesto 46 (1,18 mmoles, 0,4 g)
en metanol (10 ml). Después de agitar a temperatura ambiente durante 3 horas, se evapor() el disolvente a presién
reducida y se repartio el residuo entre acetato de etilo y agua. Se seco la capa organica (Na2804) y se concentrd,
proporcionando el Compuesto 47 que se utilizd sin purificacion adicional alguna. La 'H RMN (300 MHz,
cloroformo-d) & = 7,58-7,30 (m, 5 H), 5,54 (s, 1 H), 5,23-4,94 (m, 1 H), 4,39 (dd, J= 4,7, 10,0 Hz, 1 H), 4,02-3,43 (m
6 H), 2,25-2,08 (m, 1 H).

Se afadié anhidrido trifluorometanosulfénico (0,45 mmoles, 0,08 ml) a una solucién fria (0°C) de
Compuesto 47 (0,3 mmoles, 0,08 g) y piridina (0,05 ml). Después de agitar durante una hora, se interrumpié la
reaccion anadiendo agua y se lavo la capa organica con agua y salmuera, a continuacién se seco (NaZSO4) y se
concentrd, proporcionando el Compuesto 49 bruto que se utilizd sin purificacién adicional alguna. La 'H RMN
(300 MHz, cloroformo-d) 6 = 7,58-7,32 (m, 5 H), 5,55 (s, 1 H), 5,28 (1H, d, J =55 Hz), 5,02-4,85 (m, 1H), 4,42 (dd,
J=4,9,10,4 Hz, 1 H), 4,09 (dd, J=5,7, 10,8 Hz, 1 H), 4,01-3,80 (m, 2 H), 3,78-3,50 (m, 2 H); MS (e/Z), 387 (m +1).

Ejemplo 15

Preparacion del Compuesto 49 (ruta alternativa)

TH0 CsF /:LOJ
C(lj o e C@) S

42 48 49
+
OL 0
Ph" TO F
OTf
50

a) Preparacion del Compuesto 48

Se afiadid6 anhidrido trifluorometanosulfénico (12,0 mmoles, 2,0 ml) a una soluciéon fria (0°C) en
diclorometano (40 ml) de Compuesto 42 (4,0 mmoles, 1,0 g) y piridina (16 mmoles, 1,3 ml). Después de agitar
durante una hora, se interrumpié la reaccién anadiendo agua y se lavo la capa organica con agua y salmuera, a
continuacion se seco y se concentro proporcionando el Compuesto 48 bruto (2,24 g, cuantitativo) que se utilizé sin
purificacién adicional alguna. La 'H RMN (CDCl3): & 7,52-7,45 (m, 2H), 7,41-7,35 (m, 3H), 5,58 (s, 1H), 5,08 (1H, t,
J =9 Hz), 5,06-4,91 (m, 1H), 4,50-4,25 (m, 2H), 3,83-3,69 (m, 2H), 3,65-3,43 (m, 2H). MS (e/z), 517 (m+1).

b) Preparacion de los Compuestos 49 y 50

Se mezclaron en seco el Compuesto 48 (2,05 mmoles, 1,1 g) y CsF (6,2 mmoles, 0,94 g) con t-butanol
(15 ml) y se agité la mezcla a 90°C durante 25 minutos. Se enfrié la reaccién a temperatura ambiente y se exirajo
con acetato de etilo. Se concentr6 a sequedad la soluciéon de acetato de etilo y se purifico el residuo mediante
cromatografia en gel de silice eluyendo con acetato de etllo en hexanos al 5%. Se obtuvo el Compuesto 49 en forma
de aceite transparente (0,47 g, rendimiento del 59%)La 'H RMN (300 MHz, cloroformo-d) & = 7,58-7,32 (m, 5 H),
5,55 (s, 1 H), 5,28 (1H, d, J = 55 Hz), 5,02-4,85 (m, 1H), 4,42 (dd, J=4,9, 10,4 Hz, 1 H), 4,09 (dd, J=5,7, 10,8 Hz,
H), 4,01-3,80 (m, 2 H), 3,78-3,50 (m, 2 H); MS (e/z), 387 (m +1). Se obtuvo el Compuesto 50 en forma de sélido
blanco (0,14 g, rendimiento del 18%). La 'H RMN (CDCls): & 7,50-7,43 (m, 2H), 7,40-7,34 (m, 3H), 5,64 (s, 1H),
5,15-4,90 (m, 2H), 4,45-4,15 (m, 3H), 3,80-3,52 (m, 2H), 3,55-3,40 (m, 1H). MS (e/z), 387 (m+1).

Ejemplo 16

Preparacion del Compuesto 58a
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a) Preparacion del Compuesto 51

Se afadié6 NaH (1,3 mmoles, 52 mg) a una solucion fria (0°C) de Compuesto 47 (1,0 mmoles, 0,27 g) y
2-(bromometil)naftaleno (1,3 mmoles, 0,28 g) en dimetilformamida (5 ml). Después de agitar durante una hora, se
interrumpié la reaccién afadiendo agua y se extrajo la mezcla con acetato de etilo. Se lavo la solucién de acetato de
etilo con agua y salmuera, a continuacién se secé y se concentrd, proporcionando el Compuesto 51 bruto que se
purificé mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con acetato de etilo en hexanos al 5%. Se
obtuvo el Compuesto 51 en forma de sélido blanco (0,4 g, cuantitativo). La 'H RMN (CDCls): & 8,0-7,25 (m, 12H),
5,47 (s, 1H), 5,17 (1H, d, J =54 Hz), 4,87-4,76 (m, 2H), 4,40-4,30 (m, 1H), 3,95-3,78 (m, 2H), 3,75-3,56 (m, 2H),
3,51-3,39 (m, 2H). MS (e/z), 395, 417 (m+1, m+23).

b) Preparacion del Compuesto 52

Se colocaron tamices moleculares 4A (polvo, 4,45 g) en un matraz de 100 ml con calentamiento a 140°C
durante cuatro horas, con evacuacion. Después de enfriar a temperatura ambiente, se anadieron Compuesto 51 y
diclorometano (15 ml). Después de agitar durante una hora a temperatura ambiente, se enfrié la mezcla a -78°C, y
se afiadieron sucesivamente, con agitacién constante, EtsSiH (4,11 mmoles, 0,66 ml) y PhBCl; (3,63 mmoles,
0,48 ml). Se agitdé la mezcla durante 10 minutos mas a -78°C y se afnadié H>O2 al 30% (12,6 mmoles, 1,6 ml).
Después de la filtracion, se extrajo la mezcla de reaccion con diclorometano. Se lavé la solucién organica con agua y
salmuera, a continuacion se secd y se concentrd, proporcionando el Compuesto 52 bruto que se purificé mediante
cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con acetona en diclorometano al 1%. Se obtuvo el Compuesto
52 en forma de solido blanco (0,31 g, 62%). "H RMN (CDCls): 6 7,87-7,77 (m, 4H), 7,52-7,46 (m, 3H), 7,40-7,30 (m,
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5H), 5,14 (1H, d, J = 54 Hz), 4,83-4,52(m, 4H), 3,90-3,83 (m, 2H), 3,73-3,66 (m, 3H), 3,56-3,34 (m, 2H), 1,68 (1H, t,
J =6 Hz). MS (e/z), 419 (m+23).

c) Preparacion del Compuesto 53

Se disolvi6 Compuesto 52 (0,025 mmoles, 0,01 g) en diclorometano (0,3 ml), se afadid reactivo de
Dess-Martin (0,025 mmoles, 0,01 g). Se agitdé la reaccion a temperatura ambiente durante 10 minutos y se
concentrd, proporcionando el Compuesto 53. '"H RMN (CDCls): 6 9,70 (s, 1H), 8,1-7,3 (m, 12H), 5,17 (1H, d, J= 54
Hz), 4,80 (s, 2H), 4,45-4,75 (m, 2H), 4,25-4,20 (m, 1H), 4,0-3,90 (m, 1H), 3,85-3,35 (m, 3H).

d) Preparacion del Compuesto 58a

Se prepararon los compuestos 54a y 54b a partir del Compuesto 53 afiadiendo MeMgBr en presencia de
cloruro de cerio. Como alternativa, los compuestos 54a y 54b pueden interconvertirse entre si por medio de una
reaccion de Mitsunobu. El grupo hidroxilo secundario en 54a esta protegido como un éster, preferentemente como
un isobutiril éster y el grupo 2'O-naftilo se elimina utilizando DDQ seguido de reaccion con anhidrido ftriflico,
proporcionando el Compuesto 55a. La reacciéon con una base nitrogenada convenientemente protegida y una base
fuerte tal como hidruro sédico en un disolvente tal como DMSO, a temperaturas entre 50°C y 100°C, seguida de
eliminacion del grupo bencilo mediante hidrogenacién catalitica y reproteccion como silil-éter proporciona el
Compuesto 56a. La eliminacién del grupo isobutirilo mediante amoniaco metandlico o carbonato potasico en metanol
seguida de reaccién con DMTCI y lutidina y piridina como disolvente a temperaturas entre 25 y 50 grados Celsius
seguida de eliminacién del grupo protector sililo mediante trihidrofluoruro de trietilamina, proporciona el Compuesto
57a. Una reaccion de fosfitilacién proporciona la fosforamidita, el Compuesto 58a.

Ejemplo 17

Preparacion del Compuesto 58b

1. IsobuCl 1. NaH, Bx
HO 2. DDQ RO 2. Pd/C
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F 0 F
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RO 2. DMTCI OM T
" - Ho. 3 EtN3HF e H (iPr;N),POCH,CH,CN
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TBSO" ™ “Bx HO" ™ Bx
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Los compuestos 54a y 54b se preparan a partir del aldehido 53 anadiendo MeMgBr en presencia de cloruro
de cerio. Como alternativa, los compuestos 54a y 54b pueden interconvertirse entre si por medio de una reaccién de
Mitsunobu. El grupo hidroxilo secundario en 54b esta protegido como un éster, preferentemente como un isobutiril
éster y el grupo 2'O-naftilo se elimina utilizando DDQ seguido de reaccion con anhidrido triflico, proporcionando el
Compuesto 55b. La reaccién con una base nitrogenada convenientemente protegida y una base fuerte tal como
hidruro soédico en un disolvente tal como DMSO, a temperaturas entre 50°C y 100°C, seguida de eliminacién del
grupo bencilo mediante hidrogenacién catalitica y reproteccion como silil-éter proporciona el Compuesto 56b. La
eliminacion del grupo isobutirilo mediante amoniaco metandlico o carbonato potdsico en metanol seguida de
reaccion con DMTCI y lutidina y piridina como disolvente a temperaturas entre 25 y 50 grados Celsius seguida de
eliminacion del grupo protector sililo mediante trihidrofluoruro de trietilamina proporciona el Compuesto 57b. Una
reaccion de fosfitilacion proporciona la fosforamidita 58b.

Ejemplo 18

Preparacion del Compuesto 63
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BnO" Y Bx HO™ Y "Bx
F F
61 62
I\:-f.'[e
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a) Preparacion del Compuesto 59

Se disolvi6 Compuesto 53 (0,7 mmoles, 0,27 g) en THF (2 ml), agua (0,7 ml), HCHO (0,7 ml) y se afadié
NaOH 4 N (acuoso, 0,7 ml). Se agit6 la reaccion a temperatura ambiente durante tres dias. Se extrajo la reaccién
con acetato de etilo y se lavo con agua y salmuera, a continuacion se sec6 y se concentrd, proporcionando 59 bruto
que se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice eluyendo con acetona en diclorometano al 10%.
Se obtuvo el Compuesto 59 en forma de sélido blanco (0,19 g, 64%). "H RMN (CDCl3): 7,94-7,80 (m, 4H), 7,61-7,45
(m, 3H), 7,42-7,21 (m, 5 H), 5,20 (1H, d, J-54 Hz), 4,49-4,40 (m, 4 H), 4,20-3,35 (m, | H), 2,10-1,95 (m, 1 H),
1,90-1,75 (m, 1 H).

b) Preparacion del Compuesto 63

La reaccién del Compuesto 59 con TBDPSCI proporciona una mezcla de productos monosililados que se
separan y el grupo hidroxilo se desoxigena por medio de una reaccion de desoxigenacién de Barton, proporcionando
el Compuesto 60. La eliminacion del grupo 2'O-naftilo con DDQ seguida de triflacion y reaccion con una base
nitrogenada convenientemente protegida y una base fuerte tal como hidruro sédico en un disolvente tal como DMSO,
a temperaturas entre 50°C y 100°C, proporciona el Compuesto 61. La eliminacion del grupo protector sililo mediante
trihidrofluoruro de ftrietilamina seguida de eliminacion del grupo bencilo mediante hidrogenacién catalitica
proporciona el Compuesto 62. La proteccion del grupo hidroxilo primario como éter de DMT seguida de una reaccién
de fosfitilacion proporciona la fosforamidita, el Compuesto 63.
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Ejemplo 19

Preparacion del Compuesto 68

1. MeMgBr 1. Pd/C, H,
2. BF; OEt, 2. PhCH(OMe),
Et;SiH Me 3-TRO
“OBn
OBn
65
Yang et al, J. Org. Chem.
2002, 67,3773
1. CsF
2. NaH, Bx 1. DMTCI
Me 3. AcCH, H,;0 q OI\E?IME 2. Fosfitila.
"OTf HO" ™ “Bx
F
67

El compuesto 65 se prepara a partir del Compuesto 64 conocido segun el método descrito por Bihovsky (J.
Org. Chem., 1988, 53, 4026-4031). Se eliminan los grupos protectores bencilo mediante hidrogenacién catalitica
seguida de proteccion del 4'-OH y del 6'-OH como acetal bencilideno. La reaccion con anhidrido triflico proporciona
el bis-triflato 66. El desplazamiento selectivo del grupo 3'-triflato mediante CsF como se describe en el Ejemplo 15,
seguido de calentamiento con una base nitrogenada convenientemente protegida en presencia de una base fuerte
como hidruro de sodio y un disolvente polar como dimetilsulféxido, a temperaturas entre 50 y 100 grados Celsius, y
la eliminacion del grupo protector bencilideno mediante acido acético acuoso, a temperaturas entre 50 y 100 grados
Celsius, proporciona el nucleésido 67. La reaccion del alcohol primario con DMTCI seguida de una reaccion de
fosfitilacion proporciona la fosforamidita, el Compuesto 68.

Ejemplo 20

Preparacion del Compuesto 75
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1. PivCl
i O.,OMe PhCH(OMe), B 0._OMe 2.THO
; : ] B - . 3.CsF
HO" “OH Ph™ TO' ‘OH 4. K,CO;4
OH OH
disponible en el mercado 69
de TCI, Japén
1. AcOH, H,S0,
1. Pd/C, H, 2. DMSO, Ac,0
O. ,OMe 2.NaH, BnBr 0. .OMe 3. Reac.de Tebbe
0 BnO/\r\J’
P 0" -~ “OH BnO" Y “OBn
F F
70 71
1. Pd/C, H; I. ngo
0 2. PhCH(OMe), O._Me 2 NaH, Bx
ph ol e
BnO" ™ “OBn PR 0" 7 “OH
E :
72 73
1. Pd/C, H,
2. DMTCI
0/\[0;“0 3. Fosfitilacion DMTO/\LU/\.«LME
Ph“"L\O"' < “Bx 0 T NP
F @n,NTo b

74 k/CN 75

El compuesto 69 se prepara haciendo reaccionar metil-B-D-glucopiranosa disponible en el mercado con
dimetilbenciliden acetal en presencia de acido p-toluensulfénico, a temperaturas entre 60 y 80 grados Celsius. La
proteccion selectiva del Compuesto 69 con cloruro de pivaloilo, la triflacion, el desplazamiento con CsF y la hidrdlisis
del éster de pivaloilo con carbonato potéasico en metanol, como se describe en el Ejemplo 14, proporcionan el
compuesto 70. La eliminacién del grupo protector bencilideno seguida de reproteccion de los grupos hidroxilo como
éter de bencilo proporciona el Compuesto 71. La hidrélisis del acetal OMe por calentamiento con &cido acético y
acido sulfurico acuoso seguida de la oxidacion del lactol con anhidrido acético en DMSO y una reaccién de
olefinacion con reactivo de Tebbe o Petassis proporciona la olefina 72. La reduccion del grupo vinilo y eliminacién de
los grupos protectores bencilo mediante hidrogenacion catalitica seguida de reproteccion del 4'-OH y del 6'-OH como
acetal bencilideno proporciona el Compuesto 73. La triflacién con anhidrido triflico seguida de reaccion con una base
nitrogenada convenientemente protegida y una base fuerte tal como hidruro sédico en un disolvente tal como DMSO,
a temperaturas entre 50°C y 100°C, proporciona el Compuesto 74. La eliminacion del grupo protector bencilideno
mediante hidrogenacién catalitica, la proteccién del alcohol primario como éter de DMT y una reaccién de
fosfitilacion, proporciona la fosforamidita Compuesto 75.

Ejemplo 21

Preparacion del Compuesto 81

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

O._-CHF; PhCH(OMe),

“OH
OH
76 (R = TMS o Bn) 77
Houlton, Tetrahedron, 1993, 49, 8087
1. PivCl
2. TolOCSCl 1. TH,0
3. nBu;SnH 0 O._CHF, 2.NaH,Bx
4. KzCO0; Ph“"k{)‘“ "OH
79
1. Pd/C, H,
2. DMTCI
O’TCD:CHFE 3. Fosfitilacién DMT()’\I/\"DI‘DI*IF2
P o Bx o Bx
80 (Pr),N L
CN
81

El compuesto 76 se prepara segun el procedimiento descrito por Houlton (Tetrahedron, 1993, 49, 8087) y
se reduce a Compuesto 77 por medio de una reaccion de hidrogenacion catalitica. La proteccion del 4'-OH y del
6'-OH como acetal bencilideno proporciona el Compuesto 78. El tratamiento del 2'-OH con cloruro de pivaloilo segun
el método descrito en el Ejemplo 14 seguido de desoxigenacion de Barton del grupo 3'-OH e hidroélisis del éster de
pivaloilo proporciona el Compuesto 79. La ftriflaciébn con anhidrido triflico seguida de reaccion con una base
nitrogenada convenientemente protegida y una base fuerte tal como hidruro sédico en un disolvente tal como DMSO,
a temperaturas entre 50°C y 100°C, proporciona el Compuesto 80. La eliminacion del grupo protector bencilideno
mediante hidrogenacién catalitica, la proteccién del alcohol primario como éter de DMT y una reaccién de
fosfitilacion proporcionan la fosforamidita, el Compuesto 81.

Ejemplo 22

Preparacion del Compuesto 85
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1. Swern 1. Pd/C, H,
PR 2.Winig oSOy 2.K,C0;
Ph“"kﬂ“" "OPiv Ph*"'L‘o“' "OPiv

OH  R-H,PhPCHBr,nBuLi R R
43 R =F, CB1,l,, P(NMe,);

82 (R=HoF)
1. PA/C, H,
1. TGO 2. DMTCI
2.NaH,Bx_ o ~N© 3. Fosfitilacion
Ph‘"'k{}‘“ Bx
CHR, CHR,
83(R=HoF) 84 (R=HoF)

DMTO

.

[I)‘ Bx
Pr),N <, CHR,
CN

85 (R=HoF)

La oxidaciéon del Compuesto 43 (preparado segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14) seguida
de una reaccion de Wittig proporciona el Compuesto 82. La reduccién de la olefina por medio de una reaccién de
hidrogenacion catalitica seguida de la eliminacién del grupo pivaloilo con carbonato potasico en metanol proporciona
el Compuesto 83. La triflacion con anhidrido triflico seguida de reaccibn con una base nitrogenada
convenientemente protegida y una base fuerte tal como hidruro sédico en un disolvente tal como DMSO, a
temperaturas entre 50°C y 100°C, proporciona el Compuesto 84. La eliminacion del grupo protector bencilideno
mediante hidrogenacién catalitica, la proteccién del alcohol primario como éter de DMT y una reaccién de
fosfitilacion proporcionan la fosforamidita, el Compuesto 85.

Ejemplo 23

Preparacion del Compuesto 92
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o THO 0 0 NaH, Bx
(I)r (Ij Bx = base nitrogenada
Ph" 0" Y OH PR O ™ OIf
Nu Nu
87 88
AcOHac. o
Ph” "0 Y7 TBx HO™ ™ "Bx
Nu Nu
89 90
NMI, Tetrazol, DMF
HO™ ™ "Bx 0" ™ "Bx
-[:Iu ] =
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91 CN

Se hace reaccionar el Compuesto 45 (preparado segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14) con
un nucledfilo adecuado, tal como azida de sodio, cianuro de sodio, sulfuro de sodio, un derivado de amina primaria o
secundaria o metéxido de sodio, proporcionando el Compuesto 86, en el que puede seleccionarse el nucletfilo (Nu)
de entre cualquier nucledfilo deseado, que puede incluir nucledfilos tales como azida, cianuro, tiol, tioéter, amina o
alcoxido. La hidroélisis del grupo pivaloilo mediante carbonato potasico proporciona el Compuesto 87. La triflacion del
grupo hidroxilo mediante anhidrido triflico proporciona el Compuesto 88. La reaccién con una base nitrogenada
convenientemente protegida y una base fuerte tal como hidruro sédico en un disolvente tal como DMSO, a
temperaturas entre 50°C y 100°C, proporciona el Compuesto 89. La eliminacion del grupo protector bencilideno
mediante hidrogenacion catalitica o por calentamiento con &cido acético acuoso proporciona el Compuesto 90. La
proteccion del alcohol primario como éter de DMT proporciona el Compuesto 91, seguida de una reacciéon de
fosfitilacion que proporciona la fosforamidita, el Compuesto 92.

Ejemplo 24

Preparacion del Compuesto 99
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0 1. KOAc, 18-corona-6 0
¢ 2.NHJMeOH ?:Ij
PE" O “’OPiv - PO “OPiv

OTf OH
45 93
1. Tf,O 1. THO
2. CsF CL’\ o KoCO; 5~y O~ 2.NaH, Bx
Ph O "OPiv Ph“"ko “OH
F F
94 95
7 Oy AcOHac o~ _DMTCI_
2 Bx HO Bx
F F
96 97
0 0
DMTO (iPr,N),POCH,CH,cN °MTO
HO I BX  NMI, Tetrazol, DMF ‘3 I Bx
08 (Pr),N" "0
CN
99

Se trata el compuesto 45 con acetato potasico y 18-corona-6 en un disolvente apropiado para producir la
sustitucion Sn2 del triflato. Se trata el producto resultante con amoniaco metandlico a temperatura reducida para
producir el Compuesto 93. Como alternativa, puede someterse el Compuesto 45 a condiciones de Mitsunobu (RsP,
DIAD, pO2NBzOH), seguido de aminolisis, produciendo el mismo Compuesto 93. El tratamiento secuencial de 93
con anhidrido triflico, aislamiento del triflato y tratamiento con fluoruro de cesio en alcohol t-butilico dan 94, analogo
a la preparacion del Compuesto 46 a partir del Compuesto 45 descrita anteriormente. El tratamiento de 94 con
carbonato potasico en metanol genera el fluoroalcohol 95, que se convierte en el triflato tras el tratamiento con
anhidrido triflico en piridina. El aislamiento, seguido de tratamiento con una base nitrogenada en presencia de una
base fuerte tal como hidruro de sodio da el Compuesto 96. La eliminacion del grupo protector bencilideno con acido
acético acuoso al 90% da el compuesto 97. La reaccion con cloruro de 4,4-dimetoxitritilo en piridina da el
Compuesto 98, que, después del aislamiento, se convierte en la cianoetil fosforamidita, el Compuesto 99.

Ejemplo 25

Preparacion del Compuesto 106
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(iPryN),;POCH,CH,CN
NMI, Tetrazol, DMF

106

La oxidacion del Compuesto 43 (preparado segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14) en
condiciones de Swern (cloruro de oxalilo, DMSO, trietilamina, diclorometano) da la cetona 100. El tratamiento con un
reactivo de fluoracion tal como 1,1,2,2-tetrafluoroetil-N,N-dimetilamina (como alternativa, deoxofluor o DAST) da el
Compuesto 101. La eliminacién del grupo pivaloilo en condiciones de carbonato de potasio/metanol da el Compuesto
102. El tratamiento secuencial con anhidrido triflico en piridina, aislamiento y tratamiento con una base nitrogenada
en presencia de una base da el analogo nucleosidico, el Compuesto 103. La eliminacion del bencilideno con acido
acético acuoso al 90% da el Compuesto 104, que se convierte en el Compuesto 105 tras tratamiento con cloruro de
4,4-dimetoxitritilo en piridina. Una reaccién de fosfitilacion proporciona la fosforamidita, el Compuesto 106.

Ejemplo 26

Preparacion del Compuesto 116
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NapBr
0 o NaH o 0O i ?\ O Swern
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OH OH ONap
42 107 108
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PH“’L*O “ONap Ph‘"'L\o <" "ONap PH" "0~ 7 "ONap
0 HO * OH
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(iPryN),POCH,CH,CN
NMI, Tetrazol, DMF

El tratamiento del Compuesto 42 (preparado segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14) con
2-(bromometil)-naftaleno (bromuro de Nap) en presencia de hidruro de sodio da una mezcla de regioisomeros
protegidos con Nap (107 y 108). La separacion mediante cromatografia en gel de silice proporciona el isémero, el
Compuesto 107. La oxidacion del Compuesto 107 en condiciones de Swern (cloruro de oxalilo, DMSQ, trietilamina,
diclorometano) da la cetona, el Compuesto 109, que posteriormente se trata con bromuro de metilmagnesio
(Grignard de metilo) para dar una mezcla de los alcoholes de metilo, los compuestos 110 y 111. El aislamiento del
estereocisdmero deseado 110 mediante cromatografia en gel de silice, seguido de formacion del triflato en
condiciones de anhidrido triflico/piridina y tratamiento con fluoruro de cesio da el compuesto fluorado 112. Como
alternativa, el tratamiento de 110 con TFEDMA da el Compuesto 112 en un solo proceso. La eliminacién del grupo
protector Nap con DDQ, seguida de triflacién, aislamiento y tratamiento con una base nitrogenada en presencia de
una base da el Compuesto 113. La eliminacion del bencilideno con acido acético acuoso al 90% produce el
Compuesto 114, que se convierte en el Compuesto 115 tras tratamiento con cloruro de 4,4-dimetoxitritilo en piridina.
Una reaccién de fosfitilacion proporciona la fosforamidita, el Compuesto 116.

Ejemplo 27

Preparacion del Compuesto 129
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El tratamiento del Compuesto 42 (preparado segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14) con
cloruro de terc-butildimetilsililo en presencia de imidazol y DMF proporciona una mezcla de los compuestos sililados
117 y 118 como se ha descrito anteriormente en Nucleosides, Nucleotides, and Nucleic Acids (2004), 23(1&2),
439-455. Después de la cromatografia en gel de silice, se oxida el isdmero, el Compuesto 117, en condiciones de
Swern (cloruro de oxalilo, DMSO, trietilamina, diclorometano) para generar la cetona, el Compuesto 119. El
tratamiento con bromuro de metilmagnesio da una mezcla de alcoholes, los compuestos 120 y 121. La separacion
mediante cromatografia en gel de silice, el tratamiento del Compuesto 120 aislado con fluoruro de tetrabutilamonio,
seguido de conversién en el tosilato en condiciones de cloruro de tosilo y piridina, da el Compuesto 122. El
tratamiento con la base convierte el tosilato 122 en el epdxido correspondiente, el Compuesto 123, tal como se ha
documentado con compuestos similares (Bioorg. Med. Chem. Lett. 1996, 6, 1457). La reaccion del Compuesto 123
con un heterociclo de pirimidina (base heterociclica) seleccionado en presencia de una base da como resultado la
formacion del Compuesto 124. La inversién de la estereoquimica del grupo hidroxilo se consigue mediante
tratamiento con cloruro de mesilo, seguido de hidrdlisis del mesilato resultante, que transcurre a través de un
producto intermedio ciclico anhidro. La fluoracion con fluoruro de sulfonilo nonafluorobutano en condiciones
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DBU/THF da el compuesto fluorado 126. La eliminaciéon del grupo bencilideno con acido acético acuoso al 90%
proporciona el Compuesto 127, que se convierte en el Compuesto 128 tras tratamiento con cloruro de
4,4-dimetoxitritilo en piridina. Una reaccién de fosfitilacion proporciona la fosforamidita, el Compuesto 129.

Ejemplo 28

Preparacion del Compuesto 134

1. BzCl, piridina
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P 0 o n YW HO 11:‘ W
Foosy e F SN NH
131 Bz 132 BZ

DMTO N0y o (PraN);POCH;CHyCN DMTO’\/[/\Ol
*&A(N NMI, Tetrazol, DMF N,S’{N

; @0 T
133 Bz (_en B2
134

a) Preparacion del Compuesto 130

Se suspendieron Compuesto 49 (preparado segin los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14,
10,8 mmoles, 4,20 g) y adenina (54,5 mmoles, 7,35 g) en DMSO anhidro (80 ml). Se afiadi6 a esta suspension
hidruro de sodio (54,4 mmoles, 2,18 g de una suspensién en aceite mineral al 60%). Se calenté la mezcla resultante
a 55°C durante 12 horas, se enfrié a temperatura ambiente y se vertié en agua (400 ml). Se extrajo la mezcla con
acetato de etilo (3 x400 ml) y se lavaron los extractos organicos combinados con NaCl acuoso semisaturado
(3x500 ml). Se sec6 la capa organica sobre NaQSO4 anhldro se filtr6 y se evapord, proporcionando 3,93 g
(rendimiento del 97%) de un sélido marrén. La RMN ('H y '°F) y el andlisis de masas mediante LCMS fueron
coherentes con la estructura. Este material se utilizé sin purificacién adicional.

b) Preparacion del Compuesto 131
Se disolvié compuesto 130 (10,5 mmoles, 3,93 g) en piridina anhidra (50 ml). Después de enfriar a 0°C, se

traté la solucién con cloruro de benzoilo (16,9 mmoles, 1,97 ml). Se siguié agitando a 0°C durante 15 minutos,
momento en el que se calentd la mezcla a temperatura ambiente durante 2,5 horas. Se enfri6 la mezcla a 0°C, se
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inactivo con 20 ml de H20 y se agité durante 15 minutos. Se afadié a la mezcla NH4OH acuoso concentrado (20 ml)
con agitacion durante 30 minutos. Se concentré la mezcla a vacio hasta aproximadamente 40 ml y se verti6 en
acetato de etilo (500 ml). Se lavé la mezcla con NaCl acuoso semisaturado (3 x 500 ml), se sec6 sobre NaxSO4
anhidro, se filir6 y se evapor6 hasta una espuma de color marrén claro. La purificacion mediante cromatografia en
gel de silice (metanol en diclorometano al 1,5%)J)roporcioné 2,33 g de Compuesto 131 en forma de espuma de color
marron claro. Los analisis mediante RMN (1H y ! F) y LCMS fueron coherentes con la estructura.

c) Preparacion del Compuesto 132

Se disolvi6 Compuesto 131 (4,84 mmoles, 2,30 g) en 70 ml de &cido acético acuoso al 90% (v/v). Se
calenté la solucién a 80°C durante 4 horas y a continuacion se concentré a vacio hasta un aceite amarillo viscoso.
Se afiadio trietilamina (10 gotas) seguida de 5 ml de metanol y 100 ml de acetato de etilo. Se formd un precipitado
blanco, que se recogi6 por filtracion, se lavé con acetato de etilo y se sec6 a vacio durante toda la noche. La masa
final de solido blanco, el Compuesto 132, fue de 1,28 g (69%). Los andlisis mediante RMN ('H y '°F) y LCMS fueron
coherentes con la estructura del Compuesto 132.

d) Preparacion del Compuesto 133

Se suspendiéo Compuesto 132 (3,24 mmoles, 1,25 g) en piridina anhidra (12 ml). Se enfri6 la suspensién
resultante a 0°C y se traté con cloruro de 4,4’-dimetoxitritilo (5,19 mmoles, 1,76 g) con agitacién. Se siguié agitando
a 0°C durante 15 minutos y a temperatura ambiente durante 5 horas, momento en el que se inactivé la mezcla con
metanol (2 ml) y se concentré a vacio hasta dar un aceite amarillo espeso. Se disolvié el aceite en diclorometano
(150 ml) y se lavé con NaHCO3 acuoso saturado (100 ml) seguido de NaCl acuoso saturado (2 x 100 ml). Se sec6 la
capa organica sobre Na,SO4 anhidro, se filtr6 y se evapord hasta una espuma amarilla. La purificacion mediante
cromatografia en gel de silice proporcion6 2,05 g (rendimiento del 92%) del Compuesto 133 en forma de espuma de
color amarillo. El analisis mediante RMN ('H y '°F) fue coherente con la estructura.

e) Preparacion del Compuesto 134

Se disolvi6 Compuesto 133 (2,59 mmoles, 1,79 g) en DMF anhidro (6 ml). Se afadieron tetrazol
(1,56 mmoles, 109 mg), 1-metilimidazol (0,65 mmoles, 52 ul) y tetraisopropilamino-2-cianoetilfosforodiamidita
(3,90 mmoles, 1,24 ml). Después de agitar durante 4,5 horas, se interrumpié la reaccion con la adicion de trietilamina
(10,4 mmoles, 1,45 ml). Se verti6 la mezcla en acetato de etilo (150 ml), se lavd con NaCl acuoso saturado
(4 x 100 ml), se secéd sobre Na>xSO4 anhidro, se filtr6 y se evapor6 hasta una espuma de color amarillo palido. Se
disolvio de nuevo el sélido en acetato de etilo (7 ml) y se precipitd6 mediante adicién, gota a gota, en 70 ml de
hexanos. La purificacién en gel de silice (hexanos:acetato de etilo 1:1) delfrecipitado resultante proporcioné 1,92 g
(83%) de Compuesto 134 en forma de espuma blanca. Las RMN (1H, B y 1P) son coherentes con la estructura. *'P
RMN (CDCls3): 6 ppm 151,64; 151,58; 150,37; 150,33.

Ejemplo 29

Preparacion del Compuesto 140
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a) Preparacion del Compuesto 135

Se disolvieron Compuesto 49 (preparado segun los procedimientos ilustrados en el Ejemplo 14,
7,51 mmoles, 2,9 g) y sal tetrabutilamdnica de 6-yodo-2-aminopurina (17,6 mmoles, 8,5 g, preparada como se
describe en J. Org. Chem. 1995, 60, 2902-2905) en HMPA anhidro (26 ml). Se agit6 la mezcla a temperatura
ambiente durante 18 horas, se vertié en acetato de etilo, se lavo con agua y NaCl saturado, se sec6 sobre NaxSO4
anhidro, se filtr6 y se evaporé. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice (hexanos acetato de etilo 1:1)
proporcioné 2,78 g (rendimiento del 75%) del Compuesto 135. Los analisis mediante RMN ('H y '°F) y LCMS fueron
coherentes con la estructura.

b) Preparacion del Compuesto 136

Se disolvié Compuesto 135 (0,64 mmoles, 0,32 g) en 1,4-dioxano (9 ml) y se afiadié 9 ml de NaOH acuoso
1 M con calentamiento a 55°C durante 18 horas. Se enfrié la mezcla, a continuacion se neutraliz6 con HCI 1N. Se
concentré la mezcla a vacio y se purifico el residuo mediante cromatografia en gel de silice (metanol en
diclorometano al 5%), proporcionando 0,22 g (rendimiento del 88%) de 136. Los analisis mediante RMN ('"H y '°F) y
LCMS fueron coherentes con la estructura.

c) Preparacion del Compuesto 137
Se disolvi6 Compuesto 136 (3,23 mmoles, 1,25 g) en piridina anhidra (13,6 ml), se enfri6 a 0°C, a
continuacion se tratd con cloruro de isobutirilo (4,85 mmoles, 0,51 ml). Se calent6 la mezcla a temperatura ambiente

y se agitdé durante 6 horas. Se enfrié la mezcla a 0°C y se tratd6 con NH4OH acuoso concentrado (3,2 ml) con
agitacion durante 30 minutos. Se vertid la mezcla en acetato de etilo (100 ml), se lavé con agua (200 ml) y salmuera
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(200 ml), se sec6 sobre Na>SO4 anhidro, se filtr6 y se evapord. La purificacion mediante cromatografia en gel de
silice (gradiente de metanol en diclorometano del 0% al 5%) proporciond 1,21 g (rendimiento del 82%) del
Compuesto 137. Los andlisis mediante RMN ('H y '°F) y LCMS fueron coherentes con la estructura.

d) Preparacion del Compuesto 138

Se disolvi6 Compuesto 137 (0,219 mmoles, 0,103 g) en metanol (10 ml) y se afadieron acido acético
(0,2 ml) y Pd(OH)./C (0,44 g) con agitacién en atmdsfera de hidrégeno (presion de globo) durante 14 horas. Se
elimin6 el catalizador por filtracion y se concentré el filtrado resultante y se tritur6 con acetonitrilo para obtener el
Compuesto 138 en forma de sélido blanco. Los andlisis mediante a RMN ('H y '°F) y LCMS fueron coherentes con la
estructura.

e) Preparacion del Compuesto 139

Se disolvio compuesto 138 (3,83 mmoles, 1,41 g) en piridina anhidra (32 ml) y se afadié cloruro de
4,4’-dimetoxitritilo (5,0 mmoles, 1,71 g) con agitacion a temperatura ambiente durante 3 horas, seguida de
inactivacion con metanol (0,5 ml). Se concentr6 la solucién a vacio, a continuacion se volvié a disolver en acetato de
etilo. Se lavé la solucién organica con NaHCO3 acuoso saturado y salmuera, se sec6 sobre NaSO4 anhidro, se filtré
y se evaporo6. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice proporcioné 1,63 g (rendimiento del 70%) de
139. El analisis mediante RMN (‘H y 19F) fue coherente con la estructura.

f) Preparacion del Compuesto 140

Se disolvio Compuesto 139 (1,59 mmoles, 1,07 g) en DMF anhidro (4,25 ml) y se anadieron tetrazol
(1,35 mmoles, 95 mg), 1-metilimidazol (0,45 mmoles, 35 ul), y tetraisopropil-2-cianoetilfosforodiamidita (2,25
mmoles, 0,71 ml). Se agitd la mezcla a temperatura ambiente durante 3 horas, se vertié en acetato de etilo y se lavo
con NaHCOg3 acuoso saturado y salmuera. Se secé la capa organica sobre NaSO, anhidro, se filtrd y se evapor6. La
purificacién mediante cromatografia en gel de silice proporciond 1,07 g (rendimiento del 78%) del Compuesto 140. El
andlisis mediante RMN (1H, F, y 31P) fue coherente con la estructura. *'P RMN (CDCls): & ppm 151,30; 151,24;
148,82; 148,78.

Ejemplo 30
Preparacion de compuestos oligoméricos interrumpidos

Para preparar los compuestos oligoméricos utilizados en el presente documento se utilizé la sintesis en
fase solida automatizada. Un compuesto oligomérico interrumpido ilustrativo es 1SIS-410131, que tiene la SEC ID N*:
01, y la Férmula: 5'-C{UiTAGCACTGGCC:Us-3'. Cada grupo de unidn internucleosidico es un fosforotioato, cada una
de las letras T, A, G y C no seguida de un subindice f indica un 3-D-2'-desoxirribonucleésido y cada C; y Us es una
subunidad monomérica en la que Bx es la base heterociclica citosina o uridina, respectivamente, y en la que la
subunidad monomérica tiene la formula y la configuracion:

e
> Y YBx

O :
W F

La sintesis de 410131 se llevé a cabo a una escala de 40 umoles utilizando un sintetizador AKTA Oligopilot
10 (GE Healthcare) con un soporte sélido de poliestireno cargado a 200 umoles/g con un conector universal. Todas
las fosforamiditas de nucledsidos, incluidos los compuestos 8 y 13 se prepararon como soluciones 0,1 M en
acetonitrilo anhidro. El acoplamiento se realizé utilizando 4 equivalentes molares de la fosforamidita respectiva en
presencia de 4, 5-dicianoimidazol, con un tiempo de acoplamiento de 14 minutos. La tiolacién del fésforo trivalente al
fosforotioato se logrd tras tratamiento con 0,2 M de disulfuro de fenilacetilo en 3-picolina:acetonitrilo 1:1. Se
desprotegi6 el compuesto oligomérico interrumpido resultante utilizando trietilamina:acetonitrilo 1:1 (1 hora a
temperatura ambiente), seguido de NH4sOH acuoso concentrado a 55°C durante 7 horas. La purificacion por
intercambio i6nico seguida de desalacion en fase inversa proporciond 9,8 umol (44 mg) de oligonucleétido
purificado. El analisis de masas y de pureza mediante cromatografia de pares i6nicos LC/MS mostrd una pureza por
UV del 98,5%, con una masa ESI de 4522,8 Da (calc. 4523,6 Da).

Ejemplo 31

Compuestos oligoméricos interrumpidos 2-10-2 dirigidos a PTEN: estudio in vitro

82



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

Se sintetizaron y ensayaron los compuestos oligoméricos interrumpidos para determinar su capacidad para
reducir la expresiéon de PTEN en un intervalo de dosis. Se transfectaron células b.END con los compuestos
oligoméricos interrumpidos a dosis de 0,3125nM, 0,625 nM, 1,25 nM, 2,5nM, 5nM, 10 nM, 20 nM é 40 nM
utilizando 3 pg/ml de lipofectina en OptiMEM durante 4 horas, después de lo cual se reemplazaron las mezclas de
transfeccion con medio de crecimiento normal (DMEM, alta concentracion de glucosa, FBS al 10%, pen-strep). E
ARN se recogi6 al dia siguiente (aproximadamente 24 horas desde el comienzo de la transfeccién) y se analiz6 para
determinar los niveles de ARN de ciclofilina Ay PTEN mediante RT-PCR en tiempo real. Los valores representan los
promedios y las desviaciones estandar (n = 3) de los niveles de ARN de PTEN normalizados con respecto a los de la
ciclofilina A.

Se utilizaron las curvas de dosis-respuesta resultantes para determinar los valores de las Clsp que se
enumeran mas adelante. Se determinaron las Tm en tampo6n fosfato 100 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7, a 260 nm
utilizando 4 uM de los oligbmeros modificados que se enumeran mas adelante y 4 uM del ARN complementario
AGGCCAGTGCTAAG (SEC ID N2: 7).

SEQID NO. /ISIS NO Composicion (5’ a 3) Tm (°C) Clso (nM)
01/392753 CeUesTAGCACTGGCCeUe 51,3 37
01/410312 CmUmTAGCACTGGCCmUm 49,2 23
01/410131 CiUITAGCACTGGCC1Us 50,0 16

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato. Los nucledsidos con subindice se definen a
continuacion, en los que Bx es una base heterociclica:

O O
wl, ~"SOCH, ’ OCH3

subindice e, subindice m, y subindice f.

* = nucleodsido utilizado para fines comparativos

Ejemplo 32
Compuestos oligoméricos interrumpidos 2-10-2 dirigidos a PTEN: estudio in vitro

Se sintetizaron y ensayaron los compuestos oligoméricos interrumpidos para determinar su capacidad para
reducir la expresiéon de PTEN en un intervalo de dosis. Se transfectaron células b.END con los compuestos
oligoméricos interrumpidos a dosis de 0,3125nM, 0,625 nM, 1,25 nM, 2,5nM, 5nM, 10 nM, 20 nM é 40 nM
utilizando 3 pg/ml de lipofectina en OptiMEM durante 4 horas, después de lo cual se reemplazaron las mezclas de
transfeccion con medio de crecimiento normal (DMEM, alta concentracion de glucosa, FBS al 10%, pen-strep). E
ARN se recogi6 al dia siguiente (aproximadamente 24 horas desde el comienzo de la transfeccién) y se analiz6 para
determinar los niveles de ARN de ciclofilina Ay PTEN mediante RT-PCR en tiempo real. Los valores representan los
promedios y las desviaciones estandar (n = 3) de los niveles de ARN de PTEN se normalizaron con respecto a los
de la ciclofilina A.

SEQID NO. /ISIS NO Composicion (5’ a 3’)

02/392063 MeCTITAGCACTGGCCT,
01/410131 Ci{UTAGCACTGGCCUs
02/417999 MeCTTAGCACTGGC"®CT;
SEQID NO. /ISIS NO %UTC a Dosificacion

0,3125 0625 1,25 25 5 10 20 40
02/392063 86 83 66 40 36 24 32 17
01/410131 78 70 71 50 52 35 29 17
02/417999 98 108 77 72 68 43 33 20
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Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato y el superindice Me indica que el siguiente C es
un 5-metil C. Los nucledsidos con subindice se definen a continuacién, en los que Bx es una base heterociclica:

subindice, ¥ subindice f.

Ejemplo 33
Compuestos oligoméricos interrumpidos 2-10-2 dirigidos a PTEN: estudio in vivo

Se inyectaron compuestos oligoméricos interrumpidos dirigidos a PTEN, a una dosis de 20 mg/kg 6
60 mg/kg, a ratones Balb/c de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), una vez. Los ratones
fueron sacrificados 72 horas después de la administracion. Se homogeneizaron los tejidos del higado y se
cuantificaron los niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real como se describe en el presente documento para
compararlos con los niveles testigo no tratados (% UTC). Se terminé el analisis de la quimica del plasma.

SEQID N2/ISIS N® Composicion (5’ a 3°) dosis (mg/kg) %UTC
Solucidn salina N/A 100
01/392753 CeU.TAGCACTGGCCeUs 20 84
01/392753 CeU.TAGCACTGGCCeUs 60 68
01/410312 CnUnTAGCACTGGCCnUm 20 83
01/410312 CmUmTAGCACTGGCCnUm 60 27
01/410131 Ci{UTAGCACTGGCC:Us 20 26
01/410131 Ci{UiTAGCACTGGCC:Us 60 8

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato. Los nucledsidos con subindice se definen a
continuacion:

i - T
?‘OXOYB;( § O;LO/\LBX OECJ\BX

Chd "10 7 -:- ” »
\/\OCH;; e OCH; " F
subindice e, subindice m, y subindice f.

6]
/

No se observo aumento de ALT ni efectos significativos sobre el peso corporal o de los 6rganos después
del tratamiento con estos compuestos oligoméricos interrumpidos.

Ejemplo 34
Compuestos oligoméricos Interrumpidos dirigidos a PTEN: estudio in vivo

Se inyectaron compuestos oligoméricos interrumpidos dirigidos a PTEN, a una dosis de 0,47 mg/kg, 1,5
mg/kg, 4,7 mg/kg 6 15 mg/kg, a ratones Balb/c de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), dos
veces por semana durante tres semanas. Los ratones fueron sacrificados 48 horas después de la ultima
administracion. Se homogeneizaron los tejidos del higado y se cuantificaron los niveles de ARNm mediante PCR en
tiempo real como se describe en el presente documento para compararlos con los niveles testigo no tratados (%
UTC). Se termind el analisis de la quimica del plasma. Se determinaron las Tm en tampon fosfato 100 mM, EDTA
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0,1 mM, pH 7, a 260 nm utilizando 4 pM de los oligdmeros modificados que se enumeran a continuacion y 4 uM del
ARN complementario AGGCCAGTGCTAAG (SEC ID N2: 7).

SEQID N2/ISIS N2 Composicion (5’ a 3’) Tm (°C)
01/410131 Ci{UTTAGCACTGGCC1Us 50,7
02/417999 MeCTTAGCACTGGC"CiT; 52,6

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato, el superindice Me indica que el siguiente C es un
5-metil-C y los nucledsidos seguidos de un subindice f se define en la formula siguiente, en la que Bx es una base
heterociclica:

subindice f.

SEQID N2/ISISN® %UTCa0,47 %UTCai15 %UTCa4,7 %UTCa15

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
01/410131 - - - 12
02/417999 77 64 31 10
Solucién salina %UTC = 100 (dosificacion N/A)

También se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) en suero con respecto a los ratones a los que se inyectd solucidon salina. Los niveles
aproximados de transaminasas hepaticas se enumeran en la siguiente tabla.

SEQID N2/ISIS N AST a 0,47 ASTa1,5 AST a 4,7 AST a 15

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
01/410131 - - - 106
02/417999 51 90 86 37
Solucién salina 82 (dosificacién N/A)

SEQID N2 /ISIS N® ALT a 0,47 ALTa1,5 ALT a 4,7 ALTa 15

mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
01/410131 - - - 27
02/417999 28 31 42 21
Solucién salina 34 (dosificacién N/A)

Ejemplo 35
Compuestos oligoméricos Interrumpidos dirigidos a PTEN: estudio in vivo

Se inyectaron compuestos oligoméricos interrumpidos dirigidos a PTEN, a una dosis de 3,2 mg/kg, 10
mg/kg, 32 mg/kg 6 100 mg/kg, a ratones Balb/c de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME),
una vez. Los ratones fueron sacrificados 72 horas después de la administracion. Se homogeneizaron los tejidos del
higado y se cuantificaron los niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real como se describe en el presente
documento para compararlos con los niveles testigo no tratados (% UTC). Se terminé el analisis de la quimica del
plasma. Se determinaron las Tm en tampén fosfato 100 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7, a 260 nm utilizando 4 pM de los
oligbmeros modificados que se enumeran a continuacion y 4pM del ARN complementario
TCAAGGCCAGTGCTAAGAGT (SEC ID N2: 8) para los oligdmeros con motivo 2/14/2 y AGGCCAGTGCTAAG
(SEQ ID N¢: 7) para los oligbmeros 2/10/2.
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SEQ ID N2 /ISIS N¢
03/411026
04/418000
01/410131
02/417999
02/392063

ES 2439591 T3

Composicion (5’ a 3’)
CiU(GCTAGCCTCTGGATUsUs
MeCT,GCTAGCCTCTGGATTT;
CiUfTAGCACTGGCCU¢
YeCTiTAGCACTGGC" C(T;
MG T.TAGCACTGGCYC T,

Tm (°C)
57,1
58,5
50,7
52,6
60,5

Motivo

2/14/2

2/14/2 5-CHs alas
2/10/2

2/10/2 5-CHs alas
2/10/2 5-CHs alas

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato y el superindice Me indica que el siguiente C es
un 5-metil C. Los nucleédsidos con subindice se definen a continuacién, en los que Bx es una base heterociclica:

SEQ ID N2/ISIS N¢

02/392063
03/411026
04/418000
01/410131
02/417999
Solucién salina

; 0 F

e

subindice | subindice f.
%UTCa3,2 %UTCa10 %UTCa32
mg/kg mg/kg mg/kg
92 29 7
92 52 12
100 38 12
100 59 9
94 31 10
%UTC =100

%UTC a 100
mg/kg

OworN~N

También se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) en suero con respecto a los ratones a los que se inyectd solucién salina. Los niveles
aproximados de transaminasas hepaticas se enumeran en la siguiente tabla.

SEQ ID N2/ISIS N¢

02/392063
03/411026
04/418000
01/410131
02/417999

SEQ ID N2/ISIS N¢

02/392063
03/411026
04/418000
01/410131
02/417999

Ejemplo 36

Compuestos oligoméricos Interrumpidos dirigidos a PTEN: estudio in vivo

ASTa3,2 ASTai10 ASTa32
mg/kg mg/kg mg/kg
57 86 81

166 78 69

90 94 80

48 87 187

72 126 99
ALTa3,2 ALTa10 ALTa32
mg/kg mg/kg mg/kg

9 13 10

25 20 26

17 33 44

14 15 22

13 22 15

86

AST a 100
mg/kg
27399

130

345

51

55

ALT a 100
mg/kg
18670

115

321

11

11
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Se inyectaron los compuestos oligoméricos interrumpidos dirigidos a PTEN, a una dosis de 3,2 mg/kg, 10
mg/kg, 32 mg/kg 6 100 mg/kg, a ratones Balb/c de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME),
una vez. Los ratones fueron sacrificados 72 horas después de la Ultima administracién. Se homogeneizaron los
tejidos del higado y se cuantificaron los niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real como se describe en el
presente documento para compararlos con los niveles testigo no tratados (% UTC). Las concentraciones DEsg
estimadas para cada compuesto oligomérico se calcularon utilizando Graphpad Prism como se muestra a
continuacion.

SEQ ID N2/ISIS N2 Composicion (5’ a 3’) DEso (mg/kg)
02/417999 "*CTITAGCACTGGC"CiT; 7,5
02/425857 MeChTh-TAGCACTGGCYCh Ty 14,5

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato y el superindice Me indica que el siguiente C es
un 5-metil C. Los nucledsidos con subindice se definen a continuacién, en los que Bx es una base heterociclica:

apeliap ol
O\“ - B ) Bx
. F R4

X O
subindice f subindice h.

SEQID N2/ISIS N2 % UTC a dosificacion
3,2mg/kg 10mg/kg 32mg/kg 100 mg/kg
5

02/417999 77 41 9
02/425857 76 72 20 6
Solucién salina 100

También se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) en suero con respecto a los ratones a los que se inyectd solucién salina. Los niveles
aproximados de transaminasas hepaticas se enumeran en la siguiente tabla.

SEQ ID N2/ISIS N¢ AST (IU/1) a dosificacion

3,2mg/kg 10mg/kg 32mg/kg 100 mg/kg
02/417999 72 126 99 55
02/425857 88 64 77 46
Solucion salina 77 (dosificacion: n/a)

SEQID N2/ISIS N2 ALT (IU/l) a dosificacion
3,2mg/kg 10mg/kg 32mg/kg 100 mg/kg

02/417999 26 24 19 31
02/425857 28 26 29 51
Solucioén salina 31 (dosificacion: n/a)

Ejemplo 37
Compuestos oligoméricos interrumpidos

Se prepararon compuestos oligoméricos que tenian un motivo interrumpido con varias interrupciones y
tamanos de ala. Se determinaron las Tm en tampén fosfato 100 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7, a 260 nm utilizando 4 uM
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de los oligbmeros modificados que se enumeran a continuacion y 4 puM del ARN complementario
TCAAGGCCAGTGCTAAGAGT (SEQ ID N2: 8) para Tm' 0 AGGCCAGTGCTAAG (SEC ID N2: 7) para Tm?.

SEQID N2/ISIS N2 Composicion (5’ a 3°) Tm' (°C) Disefio del gapmero
02/417999 MeCTTAGCACTGGC " CT; 59,4 2-10-2

02/425858 MeCTITIAGCACTGGYC"*CT; 67,4 3-8-3

05/425859 TMCTTAGCACTGGCYC(T(T; 65,0 3-10-3

05/425860 TMCTTIAGCACTGGMCM*C(TT; 70,4 4-8-4

06/425861 VeCTMCTTAGCACTGG " CMCTiT; 74,3 5-8-4

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato y el superindice Me indica que el siguiente C es
un 5-metil C. El nucledsido con subindice se define a continuacion, en el que Bx es una base heterociclica:

subindice f.

Ejemplo 38
Hemimeros dirigidos a PTEN: estudio in vivo

Se inyectaron compuestos oligoméricos interrumpidos dirigidos a PTEN, a una dosis de 1,6 mg/kg, 5 mg/kg,
16 mg/kg 6 50 mg/kg, a ratones Balb/c de seis semanas de edad (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), una vez.
Los ratones fueron sacrificados 72 horas después de la dltima administracion. Se homogeneizaron los tejidos del
higado y se cuantificaron los niveles de ARNm mediante PCR en tiempo real como se describe en el presente
documento para compararlos con los niveles testigo no tratados (% UTC). Las concentraciones DEs, estimadas para
cada compuesto oligomérico se calcularon utilizando Graphpad Prism como se muestra a continuacion. Se
determinaron las Tm en tampon fosfato 100 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7, a 260 nm utilizando 4 uM de los oligdmeros
modificados que se enumeran a continuacion y 4 uM del ARN complementario TCAAGGCCAGTGCTAAGAGT
(SEQ ID N2: 8) para Tm' 0 AGGCCAGTGCTAAG (SEC ID N2: 7) para Tm®.

SEQID N2/ISISN® Composicion (5’ a 3’) Tm' Tm?
02/412471 MeC, TITAGCACTGGCYCT 65,5 62,5
02/429495 VeCTTIAGCACTGGCYCT 63,8 59,6

Cada grupo de unién internucleosidico es un fosforotioato y el superindice Me indica que el siguiente C es
un 5-metil C. Los nucleédsidos con subindice se definen a continuacién, en los que Bx es una base heterociclica:

Pl /0) Bx
0 =
/O 4 F
e,
subindice |, y subindice f.
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SEQ ID N2/ /ISIS N¢

02/412471
02/429495
Solucién salina

ES 2439591 T3

% UTC a dosificacion

1,6 mg/kg 5mg/kg 16 mg/kg 50 mg/kg
85 51 20 23

90 79 40 17
%UTC =100

También se midieron los niveles de transaminasas hepaticas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) en suero con respecto a los ratones a los que se inyectd solucidén salina. Los niveles
aproximados de transaminasas hepaticas se enumeran en la siguiente tabla.

SEQ ID N2 /ISIS N¢
02/412471

02/429495
Solucién salina

SEQ ID N2/ /ISIS N¢
02/412471

02/429495
Solucién salina

LISTADO DE SECUENCIAS

AST (1U/1) a dosificacion
1.6 mg/kg 5mg/kg 16 mg/kg 50 mgkg
67 67 69 4572
95 54 77 58
68 (dosificacion: n/a)

ALT (1U/l) a dosificacion
1.6 mgkg 5mg/kg 16 mg/kg 50 mgkg
29 31 33 3419
33 31 38 23
35 (dosificacion: n/a)

<110> Isis Pharmaceuticals, Inc.

Allerson, Charles
Bhat, Balkrishen
Prakash, Thazha P.
Swayze, Eric E.

<120> ANALOGOS DE ACIDOS NUCLEICOS TETRAHIDROPIRANO

<130> CHEM0041WO

<150> 61/052,030
<151> 09-05-2008

<150> 61/031,226
<151> 25-02-2008

<150> 61/021,236
<151>15-01-2008

<150> 60/956,100
<151> 15-08-2007

<160> 8

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0

<210>1

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Oligonucledtido Sintético

<221> misc_feature
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<222>1,2,13, 14
<223> Las bases en estas porciones son ARN

<400> 1
cutagcactg gccu 14

<210>2

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Oligonucledtido Sintético

<400> 2
cttagcactg gect 14

<210> 3

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<400> 8
tcaaggccag tgctaagagt 20

90



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439591 T3

REIVINDICACIONES

1. Andlogo nucleosidico de tetrahidropirano que tiene la Férmula XVI:

XVl

en la que:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts es un grupo protector de hidroxilo;

L1 es H, halégeno, alquilo C+1-Cg 0 alquilo C4-Ce sustituido;

Z1 esOu OE1;

Z, es OH, OE; o N(E+)(E2);

cada uno de E; y E> es, independientemente, alquilo o alquilo sustituido;

qi, 02, O3, Q4, Os, Qs Y Q7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C1-Cg, alquilo C4-Cs sustituido,
alquenilo C»-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cg 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

en la que cada grupo sustituido comprende uno o mas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos
seleccionados independientemente de entre halégeno, OJi, NJ1J2, Sd1, Nsz, OC(=X)d1, OC(=X)NJ1Jz,
NJ3C(=X)NJ1J2 y CN, en los que cada uno de J+, J2 y Jsz es, independientemente, H o alquilo C1-Ce, y X es O,
S o NJs.

2. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun la reivindicacion 1, en el que g1 gz, 93, G4, s, Qs Y g7 SOn cada uno
H.

3. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun la reivindicacién 1, en el que al menos uno de g1 g2, g3, G4, 05, Qs Y
gy es distinto de H.

4. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 3, en el que al menos uno
de g1 g2, g3, G4, 05, Gs Y g7 €s metilo.

5. Anélogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que Bx es uracilo, 5-
metiluracilo, 5-tiazolo-uracilo, 2-tio-uracilo, 5-propinil-uracilo, timina, 2'-tio-timina, citosina, 5-metilcitosina, 5-tiazolo-
citosina, 5-propinil-citosina, adenina, guanina, 2,6-diaminopurina, 1H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 1H-
pirimido[5,4-b][1,4]benzotiacin-2(3H)-ona, 9-(2-aminoetoxi)-H-pirimido[5,4-b][1,4]benzoxacin-2(3H)-ona, 2H-
pirimido[4,5-b]indol-2-ona o H-pirido[3’,2’:4,5]-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-ona.

6. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que Bx es uracilo,
5-metiluracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 2,6-diaminopurina, adenina o guanina.

7. Andlogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que Ts es acetilo,
t-butilo, t-butoximetilo, metoximetilo, tetrahidropiranilo, 1-etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, 2-trimetilsililetilo,
p-clorofenilo, 2,4-dinitrofenilo, bencilo, benzoilo, p-fenilbenzoilo, 2,6-diclorobencilo, difenilmetilo, p-nitrobencilo,
trifenilmetilo(tritilo), 4-metoxitritilo, 4,4’-dimetoxitritilo, trimetilsililo, trietilsililo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo,
trifenilsililo, triisopropilsililo, benzoilformiato, cloroacetilo, tricloroacetilo, trifluoroacetilo, pivaloilo, carbonato de
9-fluorenilmetilo, mesilato, tosilato, triflato, tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo, trimetoxitritilo o pixilo sustituido.

8. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que Ts es acetilo,
bencilo, t-butildimetilsililo, t-butildifenilsililo o dimetoxitritilo.

9. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que Ly es F.
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10. Anélogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que Ly es H.

11. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que Z1 es O' y Z»
es OH.

12. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que Z; es
O(CH2)2CN, Z> es N[CH(CHs3)2]2 y Ts es 4,4’ -dimetoxitritilo.

13. Analogo nucleosidico de tetrahidropirano segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8 6 10-12 que tienen la
Férmula XVII:

S
e

XVIIL

14. Anélogo nucleosidico de tetrahidropirano segun la reivindicacién 1 que tiene la Férmula XVII:

en la que:

01 02, g3, 94, G5, Os Y g7 son cada uno H;

Bx es uracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 2,6-diaminopurina, adenina o guanina;
Ts es 4,4’-dimetoxitritilo;

Zies O(CHz)zCN; y

Z5 es N[CH(CHs3)2]2.

15. Anélogo nucleosidico de tetrahidropirano segun la reivindicacién 1 que tiene la Férmula XVII:
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Qe ™~ Bx
o : as
z—¥ F
2,
XVII

en la que:

al menos uno de q1 gz, gs, 94, s, gs Y g7 €S Metilo;

Bx es uracilo, timina, citosina, 5-metilcitosina, 2,6-diaminopurina, adenina o guanina;
Ts es 4,4’-dimetoxitritilo;

Z1 es O(CH2)2CN;y

Z> es N[CH(CHg)2]o.

16. Compuesto oligomérico que comprende al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula X:

4 g,

T3"'"0 o) qs
q7 44
qs Bx

P K R, &
Ty

X

en la que independientemente para cada uno de dicho al menos un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de
Férmula X:

Bx es un resto de base heterociclica;

Ts y T4 son cada uno, independientemente, un grupo de unién internucleosidico que une el analogo
nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico o uno de Ts y T4 es un grupo de union
internucleosidico que une el analogo nucleosidico de tetrahidropirano al compuesto oligomérico y el otro de
Tsy T4 es H, un grupo protector de hidroxilo, un grupo conjugado unido o un grupo terminal 5’ 0 3’;

g1 92, 93, 94, G5, gs Y g7 son cada uno, independientemente, H, alquilo C+-Cs, alquilo C4-Cs sustituido, alquenilo
C2-Cg, alquenilo C»-Cg sustituido, alquinilo C2-Cs 0 alquinilo C2-Ce sustituido;

uno de R1y Rz es fluoro y el otro de Ry y Rz es H, halégeno, alquilo C+4-Cs 0 alquilo C1-Ce sustituido;

cada grupo sustituido comprende uno 0 méas grupos sustituyentes opcionalmente protegidos seleccionados
independientemente de entre halégeno, OJ1, NJ1J2, SJ1, N3, OC(=X)J1, OC(=X)NJ1J2, NJ3C(=X)NJ1J2 y CN,
en los que X es O, S o NJy y cada J1 J2 y Js es, independientemente, H o alquilo C1-Cs; y

en la que dicho compuesto oligomérico comprende de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
subunidades monoméricas unidas por grupos de unién internucleosidicos y al menos un grupo de unién
internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

17. Compuesto oligomérico segun la reivindicacién 16 que comprende al menos dos analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano de Férmula X.

18. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17 que comprende al menos dos analogos
nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X unidos mediante un grupo de unién internucleosidico de
fosforotioato.

19. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-18 que comprende al menos un
D-2'-desoxirribonucledsido.
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20. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-19 que comprende al menos un
B-D-2’-desoxirribonucledsido que esta unido a un analogo nucleosidico de tetrahidropirano de Férmula X mediante
un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

21. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-20 que comprende al menos una region de
2 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X.

22. Compuesto oligomérico segun la reivindicacién 21 que comprende adicionalmente al menos una region adicional
de 1 a aproximadamente 5 subunidades monoméricas contiguas distintas de [(-D-ribonucledsidos vy
B-D-2'-desoxirribonucledsidos en el que la regién adicional esta separada de la al menos una regién por al menos un
B-D-2'-desoxirribonucleosido.

23. Compuesto oligomérico segun la reivindicacién 16 que comprende al menos dos regiones, teniendo cada region
de 1 a aproximadamente 5 analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula Xy en el que las dos
regiones estan separadas por al menos una subunidad monomérica en el que cada subunidad monomérica es,
independientemente, un nucledsido o un nucledsido modificado.

24. Compuesto oligomérico segun la reivindicacion 23 que comprende un compuesto oligomérico interrumpido en el
que una de dichas al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de tetrahidropirano contiguos de Férmula X
esta situada en el extremo 5 y la otra de dichas al menos dos regiones de analogos nucleosidicos de
tetrahidropirano contiguos de Férmula X esta situada en el extremo 3’ y en el que las dos regiones estan separadas
por una region interna que comprende de aproximadamente 6 a aproximadamente 18 subunidades monoméricas, en
el que cada subunidad monomérica es, independientemente, un nucledsido o un nucleésido modificado.

25. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-24 en el que al menos un grupo de unién
internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosfodiéster.

26. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-24, en el que cada grupo de unién
internucleosidico es un grupo de unién internucleosidico de fosforotioato.

27. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-26, en el que cada g1 gz, g3, 94, 95, Qs Y Q7
es H.

28. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-26, en el que al menos uno de g1 gz, g3, g4,
gs, 0s O g7 es distinto de H.

29. Compuesto oligomérico segln cualquiera de las reivindicaciones 16-26, en el que al menos uno de g1 gz, 03, da4,
s, ge O 07 es metilo.

30. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-29, en el que cada andalogo nucleosidico de
tetrahidropirano de Férmula X tiene la configuraciéon de Formula XI:

XI.

31. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-27, en el que cada analogo nucleosidico de
tetrahidropirano tiene la Formula XII:
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32. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-31, que comprende de aproximadamente 10
a aproximadamente 21 subunidades monoméricas.

33. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-31, que comprende de aproximadamente 12
a aproximadamente 17 subunidades monoméricas.

34. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-31, que comprende de aproximadamente 13
a aproximadamente 16 subunidades monoméricas.

35. Compuesto oligomérico segun la reivindicaciéon 23 6 24, en el que cada subunidad monomérica es un
B-D-2'-desoxirribonucleosido.

36. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-35 para su uso en un tratamiento.

37. Método in vitro de inhibicién de la expresién génica que comprende poner en contacto una o mas células o un
tejido con un compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-35.

38. Compuesto oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-35 para su uso terapéutico en un método de

inhibicion de la expresién génica, comprendiendo dicho método poner en contacto un animal con un compuesto
oligomérico segun cualquiera de las reivindicaciones 16-35.
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