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Descripcion
Derivados de acidos nucleicos peptidicos con buena penetracion celular y fuerte afinidad por el acido nucleico.
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a derivados de acidos nucleicos peptidicos quimicamente modificados para mostrar
buena penetracioén celular y fuerte afinidad por el acido nucleico.

Breves descripciones de los dibujos

La Figura 1 proporciona los cromatogramas de HPLC antes y después de la purificacién del Oligo 17 por
HPLC de fase inversa.

La Figura 2 proporciona un espectro de masa MALDI-TOF para un lote purificado del Oligo 17.

La Figura 3 proporciona graficos de cambios de absorbancia con la temperatura para el Oligo 17 contra el ADN
complementario o no coincidente.

Las Figura 4(a) y 4(b) proporcionan imagenes de microscopia confocal (al objetivo 63x) 1, 2, 3 y 24h después
de que células Hela se trataron con el Oligo 1 y el Oligo 2 a 5uM, respectivamente.

Las Figuras 5(a) y 5(b) proporcionan imagenes de microscopia confocal (al objetivo 63x) 0.5 y 1h después de
que células MCF-7 se trataron con el Oligo 6y el Oligo 7 a 2.5uM, respectivamente.

Las Figuras 6(a) y 6(b) proporcionan imagenes de microscopia confocal (al objetivo 40x) 6 o 24h después de
que las células Hela se trataron con el Oligo 1y el Oligo 6 a 1uM, respectivamente.

Las Figuras 7(a) y 7(b) proporcionan imagenes de microscopia confocal (objetivo 40x) 24h después de que las
células JAR se trataron con el Oligo 21 y el Oligo 28 a 2uM, respectivamente.

Las Figuras 7(c) y 7(d) proporcionan imagenes de microscopia confocal (al objetivo 40x) 24h después de que
las células A549 se trataron con el Oligo 21 y el Oligo 28 a 2uM, respectivamente.

Las Figuras 7(e) y 7(f) proporcionan imagenes de microscopia confocal (al objetivo 40x) 12h después de que
las células HelLa se trataron con el Oligo 21 y el Oligo 28 a 2uM, respectivamente.

La Figura 7(g) proporciona imagenes de microscopia confocal (al objetivo 40x) 24h después de que las células
Hela se trataron con el Oligo 21 a 2uM.

Las Figuras 8(a), 8(b) y 8(c) proporcionan imagenes de microscopia confocal (al objetivo 40x) 24h después de
que las células HelLa, A549, y JAR se trataron con 2uM delQligo 22, respectivamente.

La Figura 9 proporciona resultados de la transferencia de tipo Western para células JAR tratadas con 5uM o
10uM del Oligo 9, 5uM o 10uM del Oligo 10, cotratamiento con los oligdmeros a 5uM o 10uM cada uno, y
blanco (sin tratamiento con oligémero).

La Figura 10 es la estructura representativa de los oligémeros de PNA de esta invencion.

Antecedentes de la invencién

Los oligonucleétidos se han usado para diversos propositos biolégicos que incluyen la inhibicion antisentido de la
expresion genética, PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), andlisis diagnéstico por chips de genes, y asi
sucesivamente. A partir de que los oligonucleétidos interactian de una forma especifica por la secuencia con &cidos
nucleicos tales como ADN y ARN ellos son muy utiles para modular predeciblemente procesos biolégicos que involucran
ADN o ARN dentro de la célula. A diferencia de los farmacos pequefias moléculas, sin embargo los oligonucleétidos no
penetran rapidamente las membranas de las célula de mamiferos, y por lo tanto apenas afectan los procesos bioldgicos
dentro de las célula a menos que se modifiquen o formulen apropiadamente para penetrar rapidamente la membrana
plasmatica.

Proteinas como objetivos de farmaco: Las proteinas median diversas funciones celulares. No seria sorprendente
encontrar que la mayoria de los farmacos comerciales actualmente muestran actividad terapéutica por la modulacién de
funciones de la proteina(s) Por ejemplo, el farmaco antiinflamatorio no esteroide aspirina inhibe las enzimas llamadas
ciclooxigenasas para su actividad antiinflamatoria. El Losartan se une a y antagoniza la funcién de un receptor de
transmembrana llamado receptor de angiotensina Il para su actividad antihipertensiva. La Rosiglitazona activa
selectivamente un receptor intracelular llamado receptor y activado por proliferador de peroxisoma (PPARYy) para
provocar su actividad antidiabética. El Etanercept es una proteina de fusién que se une a una citocina llamada factor de
necrosis tumoral-a (TNF-a), y neutraliza la actividad biolégica del TNF-a para su actividad anti-reumatica. El Herceptin
es un anticuerpo monoclonal para el tratamiento del cancer de mama por la unién selectiva al erbB2 sobre-expresado
en ciertos tipos de células de cancer de mama.

Inhibicién antisentido de la_sintesis de proteina: Las proteinas se codifican por el ADN (acido nucleico 2-
deoxiribosa). En respuesta a la estimulacion celular, el ADN se transcribe para producir el pre-ARNm (acido ribonucleico
pre-mensajero) en el nlicleo. La porcion(s) intron del pre-ARNm se empalma enzimaticamente lo que produce el ARNm
(acido ribonucleico mensajero), que después se transloca al compartimiento citosoélico. En el citosol, un complejo de la
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maquinaria traduccional llamado ribosoma se une al ARNm y lleva a cabo la sintesis de proteina a medida que detecta
la informacion genética codificada por el ARNm.(Biochemistry vol 41, 4503-4510, 2002;Cancer Res. vol 48, 2659-2668,
1988).

Un oligonucleétido que se une al ARNm o pre-ARNm en una manera especifica por la secuencia se llama
oligonucleétido antisentido (AO). AO puede unirse fuertemente a un ARNm e inhibir la sintesis de proteina por el
ribosoma a lo largo del ARNm en el citosol. AO necesita estar presente dentro de la célula con el fin de inhibir la sintesis
de su proteina objetivo. AO puede unirse fuertemente a un pre-ARNm en el nicleo y afectar el empalme del pre-ARNm,
lo que produce un ARNm de secuencia alterada y consecuentemente una proteina alterada.
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Oligonucledtidos no naturales: Los oligonucleétidos de ADN o ARN son susceptibles a la degradacion por las
endonucleasas enddgenas, lo que limita su utilidad terapéutica. Hasta la fecha, muchos tipos de oligonucleétidos no
naturales se han desarrollado y estudiado intensivamente. (Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540, 2006)
Algunos de ellos muestran una estabilidad metabdlica prolongada en comparacién al ADN y el ARN. Se proporcionaron
anteriormente estructuras quimicas para algunos de los oligonucledtidos no naturales representativos. Tales
oligonucleétidos predeciblemente se unen a un acido nucleico complementario como hacen el ADN o el ARN.

El oligonucleétido fosforotioato (PTO) es un analogo del ADN con uno de los atomos de oxigeno de la cadena principal
de fosfato remplazado con un atomo de azufre por mondémero. Tal cambio estructural pequefio hace a PTO
comparativamente resistente a la degradacion por nucleasas. (Ann. Rev. Biochem. vol 54, 367-402, 1985).

Para reflejar la similitud estructural de PTO y ADN, ambos penetran pobremente la membrana celular en la mayoria de
los tipos celulares de mamiferos. Para algunos tipos de células que expresan abundantemente transportador(es) para el
ADN, sin embargo, ADN y PTO muestran buena penetracion celular. Los PTO administrados sistémicamente se conoce
que se distribuyen rapidamente al higado y al rindn. (Nucleic Acids Res. vol 25, 3290-3296, 1997).

Con el fin de facilitar la penetracion celular de PTO in vitro, se practica popularmente la lipofecciéon. Sin embargo, la
lipofeccion altera fisicamente la membrana celular, causa citotoxicidad, y por lo tanto no seria ideal para el uso
terapéutico a largo plazo.

Durante los ultimos 20 afios, los PTO antisentido y variantes de PTO se evaluaron clinicamente para tratar canceres,
trastornos inmunolégicos, enfermedades metabdlicas, y asi sucesivamente. (Biochemistry vol. 41, 4503-4510, 2002;Clin.
Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540, 2006) Muchos de tales farmacos antisentido candidatos no han tenido éxito
debido en parte a la pobre penetracion celular de PTO. Con el fin de superar la pobre penetracion celular, se necesita
administrar el PTO a una dosis alta para la actividad terapéutica. Sin embargo, se conoce que los PTO se asocian con
toxicidades dependientes de la dosis tales como aumento del tiempo de coagulacion, activacion del complemento,
nefropatia tubular, activacién de las células de Kupffer, y estimulacién inmune que incluye esplenomegalia, hiperplasia
linfoide, infiltracion de células mononucleares. (Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. vol 33, 533-540, 2006).

Se encontré que muchos PTO antisentido muestran una actividad clinica adecuada para enfermedades con una
contribucion significativa del higado y el rifidn. 1SIS-301012 (mipomersen) es un analogo de PTO que inhibe la sintesis
de apoB-100, una proteina involucrada en el transporte del colesterol por las LDL. Mipomersen manifiesta actividad
clinica adecuada en una cierta poblacién de pacientes de aterosclerosis probablemente debido a su distribucion
preferencial al higado. (www.medscape.com/viewarticle/556073: Consultada el 19 febrero de 2009) I1SIS-113715 es un
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analogo del PTO antisentido que inhibe la sintesis de la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), y se encontré que
muestra actividad terapéutica en pacientes de diabetes tipo Il. (Curr. Opin. Mol. Ther. vol 6, 331-336, 2004).

En el oligonucleétido fosforamidita morfolino (PMO), la cadena principal de fosfato y 2-deoxirribosa de ADN se
remplazan con fosforamidita y morfolina, respectivamente. (Appl. Microbiol. Biotechnol. vol 71, 575-586, 2006) Mientras
que la cadena principal del ADN esta cargada negativamente, la cadena principal de PMO no esta cargada. Asi la unién
entre PMO y ARNm est4 libre de repulsiones electrostaticas entre las cadenas principales, y tiende a ser mas fuerte que
entre el ADN y el ARNm. A partir de que PMO es estructuralmente muy diferente del ADN, transportador(es) hepaticos
que reconocen el ADN no deberian reconocer a PMO. Sin embargo, el PMO no penetra rapidamente la membrana
celular.

El acido nucleico peptidico (PNA) es un polipéptido con N-(2-aminoetil)glicina como la cadena principal de la unidad, y
se descubrio por Nielsen y colaboradores. (Science vol 254, 1497-1500, 1991) Como el ADN y el ARN, PNA ademas se
une selectivamente al acido nucleico complementario [Nature (Londres) vol 365, 566-568, 1992] Al igual que PMO, la
cadena principal de PNA no esta cargada. Asi la unién entre PNA y ARN tiende a ser mas fuerte que aquella entre ADN
y ARN. A partir de que PNA es estructuralmente notablemente diferente del ADN, el transportador hepatico que
reconoce ADN no deberia reconocer a PNA, y mostraria un perfil de distribucién en los tejidos muy diferente al de ADN
o PTO. Sin embargo, PNA ademas penetra pobremente las membranas celulares de mamiferos. (Adv. Drug Delivery
Rev. vol 55, 267-280, 2003).

En el acido nucleico blogueado (LNA), el anillo de ribosa de la cadena principal del ARN esta restringido
estructuralmente para aumentar la afinidad de unién por el ARN o el ADN. Asi, los LNA se pueden considerar como
derivados de alta afinidad del ADN o el ARN. (Biochemistry vol 45, 7347-7355, 2006).

Mecanismos antisentido: El mecanismo antisentido difiere en dependencia de los tipos de AO. La ARNsa H reconoce
un hibrido de ARNm con ADN, ARN, o PTO, y degrada la porcion hibrida del ARNm. Asi, la actividad antisentido de
PTO se amplifica significativamente por la ARNsa H. Entretanto, la ARNsa H no reconoce un hibrido de ARNm con
PMO, PNA, o LNA. En otras palabras, PMO, PNA y LNA deben depender puramente del bloqueo estérico del ARNm
para su actividad antisentido. (Biochemistry vol 41, 4501-4510, 2002).

Para oligonucleétidos con la misma afinidad de unién por el ARNm, PTO debe por lo tanto mostrar una actividad
antisentido mas fuerte que PMO, PNA, y LNA. Para AO de bloqueo estérico tales como PMO, PNA, y LNA, se desea
una fuerte afinidad por ARNm para la actividad antisentido.

La actividad antisentido de PNA: La afinidad de union de PNA por ARNm podria aumentar a medida que aumenta la
longitud de PNA hasta un cierto punto. Sin embargo, la actividad antisentido de PNA no parece siempre aumentar con la
longitud de PNA. Hubo casos en los que la actividad antisentido de PNA alcanz6 la actividad méaxima de 12 a 13-meros
y disminuy6 después. (Nucleic acids Res. vol 32, 4893-4902, 2004) Por otro lado, la actividad antisentido optima se
alcanzé con PNA de 15 a 18-meros contra un cierto ARNm, lo que refleja que la accesibilidad estructural del sitio de
unién objetivo del ARNm seria importante. (Biochemistry vol 40, 53-64, 2001).

En muchos casos, se ha informado que los PNA inhiben la sintesis de proteina por el ribosoma a nivel micromolar bajo
buenas condiciones de penetracion celular. (Science vol 258, 1481-85, 1992; Biochemistry vol 40, 7853-7859, 2001;
Nucleic acids Res. vol 32, 4893-4902, 2004) Sin embargo, se encontré que los PNA dirigidos a una posicién altamente
accesible del ARNm muestran actividad antisentido a nivel sub-micromolar (Neuropeptides vol 38, 316-324, 2004;
Biochemistry vol 40, 53-64, 2001) o aun a un nivel sub-nanomolar (Nucleic acids Res. vol 36, 4424-4432, 2008) bajo
buenas condiciones de transfeccion.

Adicionalmente a dirigirse a un sitio altamente accesible en el ARNm, se requerira una fuerte afinidad de unién de PNA
por el ARNm para una buena actividad antisentido. A diferencia de ADN, PTO, y LNA, la cadena principal de PNA no
esta cargada. Los PNA tienden a agregar y a hacerse menos adecuados para la union al ARN segin su tamano
aumenta. Se desea mejorar la afinidad de unién de los PNA por el ARNm sin aumentar la longitud de PNA. La
incorporacion de los monémeros de PNA con una carga puntual seria beneficiosa para prevenir la agregacion de PNA.

Estrategias de penetracion celular para PNA: Los PNA no penetran rapidamente la membrana celular y tienden a
mostrar una pobre actividad antisentido a menos que se transfecten apropiadamente. En los primeros afos, la actividad
antisentido de PNA se evalu6 mediante microinyeccién (Science vol 258, 1481-85, 1992) o electroporacién
(Biochemistry vol 40, 7853-7859, 2001). La microinyeccion y la electroporacién son invasivas e inapropiadas para
propdsitos terapéuticos. Con el fin de mejorar la penetracion celular, se desarrollaron varias estrategias. (Adv. Drug
Delivery Rev. vol 55, 267-280, 2003; Curr. Top. Med. Chem. vol 7, 727-737, 2007).

Los PNA se suministran eficazmente dentro de la células por la incorporacién covalente de péptidos que penetran la
célula (Neuropeptides vol 38, 316-324, 2004), lipofeccion después de la formacion del hibrido con un ADN
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complementario (Biochemistry vol 40, 53-64, 2001), lipofeccion de PNA con una 9-aminoacridina unida covalentemente.
(Nucleic Acids Res. vol 32, 2695-2706, 2004), lipofeccion de PNA con aniones fosfonato unidos covalentemente
(Nucleic Acids Res. vol 36, 4424-4432, 2008), y asi sucesivamente. Ademas la penetracioén celular se mejoré por la
unién de PNA a una molécula lipofilica tal como adamantano (Bioconjugate Chem. vol 10, 965-972, 1999) o un grupo
anfifilico tal como tetrafenil fosfonio. (Nucleic Acids Res. vol. 29, 1852-1863, 2001) Sin embargo, tal modificacion
covalente es poco probable que aumente la afinidad de unién por el ARNm a pesar de mejorar marcadamente la
penetracion celular.

PNA con un CPP unido covalentemente: Los péptidos que penetran células (CPPs) son polipéptidos que muestran
una buena penetracion celular, y tienen multiples cargas positivas de los residuos de arginina o lisina. Hasta la fecha se
han descubierto muchos CPP tales como transportan, penetratin, NLS (sefial de localizacion celular), y Tat. Se conoce
que los CrPP portan eficientemente una carga unida covalentemente al interior de la célula. Los PNA con un CPP
unido covalentemente ademéas mostraron buena penetracién celular.

Aunque algunos PNA con un CPP unido covalentemente mostraron ICs antisentido alrededor de 100nM (Neuropeptides
vol.38, 316-324, 2004), ICspantisentido micromolares prevalecen para tales PNA.

Los PNA con un CPP covalentemente unido se componen de dos porciones, el dominio PNA hidrofébico y el dominio
CPP cargado positivamente. Tal PNA tiende a agregarse y atraparse en endosomas dentro de la célula, y no estaria
disponible para la inhibicion antisentido de la sintesis de proteina. (Curr. Top. Med. Chem. vol 7, 727-737, 2007; Nucleic
Acids Res. vol 33, 6837-6849, 2005) Ademas, un CPP de este tipo unido covalentemente apenas aumenta la afinidad
de unién del PNA por el ARNm.

PNA con una cadena quiral principal: Ha habido intentos de introducir un sustituyente quiral en la cadena principal del
PNA de 2-aminoetil-glicina (Aeg). Por ejemplo, la solubilidad acuosa de PNA mejord significativamente por la
incorporacion de monémero(s) de PNA con una cadena principal de 2-aminoetil-lisina en lugar de Aeg. (Angew. Chem.
Int. Ed. Engl. vol 35, 1939-1941, 1996).

Mediante la introduccién de la cadena principal de L-(2-amino-2-metil)etil-glicina en lugar de Aeg, la afinidad de unién de
PNA por ADN y ARN mejoré significativamente. Un 10-mero de PNA con toda la cadena principal de L-(2-amino-2-
metil)etil-glicina en lugar de 2-aminoetil-glicina mostré6 un aumento de 19°C y 10°C en la T, contra el ADN y ARN
complementarios, respectivamente. Aunque tal aumento no parece ser proporcional al nimero de sustitucién con L-(2-
amino-2-metil)etil-glicina. (J. Am. Chem. Soc. vol 128, 10258-10267, 2006).

GPNA: Se inform6 que la penetracion celular de PNA mejor6 notablemente con la incorporacion de monémeros con una
cadena principal de 2-aminoetil-arginina en lugar de Aeg. (J. Am. Chem. Soc. vol 125, 6878-6879, 2003) Tales PNA se
denominan 'GPNA' ya que tienen una porcion de guanidinio en la cadena principal.

Se inform6 que GPNA con la cadena principal de 2-aminoetil-D-arginina tenian una afinidad mas fuerte por ADN y ARN
que los correspondientes GPNA con la de 2-aminoetil-L-arginina. (Chem. Commun. 244-246, 2005) Para un 10-mero de
GPNA con 5 monémeros de GPNA con la cadena principal de 2-aminoetil-D-arginina hubo un aumento de 7°C en la Trm
(temperatura de fusion) contra el ADN complementario en comparacion al PNA correspondiente no modificado. (Bioorg.
Med. Chem. Lett. vol 16, 4931-4935, 2006).

Se inform6 que un 16-mero de GPNA antisentido contra EGFR-TK humano mostré actividad antitumoral a partir de la
administracién ip (intra peritoneal) en ratones atimicos desnudos, aunque la actividad antisentido in vitro no se
documento para el GPNA antisentido en la técnica anterior. (Documento WO 2008/061091).

PNA con Nucleobase Modificada: Al igual que los casos con ADN, se han intentado modificaciones de nucleobases
para mejorar la afinidad del PNA por los acidos nucleicos.

Los PNA con la adenina remplazada con 2,6-diaminopurina se evaluaron por su afinidad por el ADN complementario o
el ARN. Se encontr6 que la sustitucién con 2,6-diaminopurina provocé un incremento de 2.5 ~ 6°C en la Ty, por
remplazo. (Nucleic Acids Res. vol 25, 4639-4643,1997).
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Citosina y citosinas modificadas

Los PNA con la citosina remplazada con 9-(2-aminoetoxi)fenoxazina se evaluaron por su afinidad por el ADN
complementario o el ARN. Una sustitucion sencilla con 9-(2-aminoetoxi)fenoxazina provocé un incremento de 10.7 ~
23.7°C en la Tm, aunque tal incremento dependidé notablemente de la secuencia de nucleétidos. La nucleobase 9-(2-
aminopropoxi)fenoxazina ademds indujo un gran aumento en la Tn. Debido a un enorme aumento de la Tm, el
mondémero de PNA con ya sea 9-(2-aminoetoxi)-fenoxazina o 9-(2-aminopropoxi)fenoxazina como un remplazo de
citosina se denomina 'abrazadera-G'. (Org. Lett. vol 4, 4395-4398, 2002) Sin embargo, no se informaron los datos de
penetracion celular para PNA con abrazadera(s)-G.

Los PNA con citosina remplazada con ya sea 6-{2-(2-aminoetoxi)fenil}-pirrolocitosina o 6-{2,6-di(2-
aminoetoxi)fenil}pirrolocitosina se evaluaron por su afinidad por el ADN complementario o el ARN. Una sola sustitucién
con ya sea 6-{2-(2-aminoetoxi)fenil}pirrolocitosina o 6-{2,6-di(2-aminoetoxi)-fenil}pirrolocitosina aumento la T por 3 ~
11.5°C. (J. Am. Chem. Soc. vol. 130, 12574-12575, 2008) Sin embargo, tales PNA no se evaluaron para la penetracion
celular.

Otros usos de los PNA: Mediante la unién estrecha a un microARN, el PNA puede inhibir la funcién regulatoria del
microARN, lo que lleva a un aumento en el nivel de expresién de la proteina(s) regulada directamente por el microARN.
(RNA vol. 14, 336-346, 2008) Por la unién estrecha a una ribonucleoproteina tal como la telomerasa, el PNA puede
modular la funcién celular de la ribonucleoproteina. (Bioorg. Med. Chem. Lett, vol. 9, 1273-78, 1999) Por la union
estrecha a cierta porcion de un gen en el nucleo, el PNA puede modular el nivel de transcripcién del gen. (Biochemistry
vol 46, 7581-89, 2007.)

A partir de que el PNA se une fuertemente al ADN y el ARN, y discrimina sensiblemente un solo par de bases no
coincidentes, el PNA seria adecuado para la deteccion de alta fidelidad de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP). A
partir de que el PNA se une fuertemente al ADN y el ARN con alta especificidad por la secuencia, el PNA puede
encontrar otras varias aplicaciones terapéuticas y de diagnostico que involucran el ADN o el ARN. (FASEB vol. 14,
1041-1060, 2000).

Resumen de la invencién

La presente invencion proporciona un acido nucleico peptidico derivado de la Férmula | o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:

BT B: Bn-i Bn
Oﬁ') o Gﬁ) o OY o Oﬁ) o
x"}l'ﬂ‘“‘NY‘LHﬁIVNj)Lﬂ‘[’ """ 4IJN\HLHh|JN\])LZ
Y g T s, T2 S.4 Tna s, Tn
Formula |
en donde
n es un entero igual a 0 mayor que 5;

S1, So, ...y 5n-1, S, T4, T2, ..., Tnu1, ¥ Tn independientemente representan radicales hidrégeno, deuterio, alquilo sustituido o
no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;
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Xy Y independientemente representan radicales hidrégeno, deuterio, alquilo sustituido o no sustituido, acilo sustituido o
no sustituido, sulfonilo sustituido o no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no sustituido, o amino sustituido o
no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina, timina,
guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales; vy,

al menos una de By, By, ..., Bn.1, y Bn es independientemente seleccionada de nucleobases no naturales representadas
por la Férmula Il, Formula lll, o Férmula IV:

F|11
N-Rz NHz o
“ . Py
JN NN NN
| “‘,11:‘ T 112.._,_&'?],& | Lammlﬁe
N"~0 Ry Rg
I
Formula ll Férmula lll Férmula IV

en donde

R1, Rz, Rs, R4, Rs y Re se seleccionan independientemente de radicales alquilo sustituido o no sustituido, e hidrégeno;
Y,

L1, Lo y Ls son un enlazador covalente representado por la Férmula V que conecta un grupo amino basico a la porcion
responsable de las propiedades de apareamiento de las nucleobase:

en donde

Férmula Vv

Qi y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), y Qn esta directamente enlazado al grupo amino
bésico;

Q2, Qg, ..., Y Qm-1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido, oxigeno (-O-),
azufre (-S-), y amino sustituido o no sustituido [-N(H)-, o -N(sustituyente)-]; y,

m es un namero entero de 2 a 15.

Un oligdmero de PNA de la Férmula | muestra una afinidad de unién por el acido nucleico y penetracion celular
mejoradas en comparacion a su correspondiente oligdmero de PNA 'no modificado'. Los oligomeros de PNA de esta
invencion son utiles para inhibir o modular especificamente por la secuencia funciones celulares y fisiologicas mediadas
por los acidos nucleicos o moléculas fisiolégicamente activas que tiene un dominio de acido nucleico tales como las
ribonucleoproteinas. Ademas los oligdmeros de PNA de esta invencion son Utiles para propédsitos de diagnostico debido
a su capacidad de unién especifica por la secuencia de los acidos nucleicos.

Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona una nueva clase de oligdmeros de PNA representados por la Férmula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos:

5 T Sa T2 S Tha Sn Ta
Férmula |
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en donde

n es un entero igual a 0 mayor que 5;

S1, Sz, ..., Sn1, Sn, T4, To, ..., Tn1, ¥ Tn independientemente representan radicales hidrogeno, deuterio, alquilo sustituido
0 no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;

X'y Y independientemente representan radicales hidrégeno, deuterio, hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, ariloxi
sustituido o no sustituido, amino sustituido o no sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, acilo sustituido o no
sustituido, sulfonilo sustituido o no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidrégeno, deuterio, hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no sustituido,
amino sustituido o no sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;
B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina, timina,
guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales; vy,

al menos una de By, By, ..., Bn.1, ¥ By independientemente representa una nucleobase no natural con un radical amino
sustituido o no sustituido covalentemente unido a la porcion responsable de sus propiedades de apareamiento de las
nucleobase.

Un oligdbmero de PNA de esta invenciébn muestra penetracion celular y unién al acido nucleico mejoradas en
comparaciéon con su correspondiente oligémero de PNA 'no modificado'. En esta invencién, oligémero de PNA 'no
modificado' se refiere a un oligdmero de PNA de la Formula I, en donde S, Sz, ..., Sn-1, Sn, T1, T2, ..., Tne1, ¥ Tn SON
radicales hidrégeno; y B1, By, ..., Bn1, y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que
comprenden adenina, timina, guanina, y citosina.

Un oligdbmero de PNA de esta invencion penetra rapidamente la membrana celular de mamiferos, y puede afectar o
alterar las funciones celulares por la unirse especificamente por la secuencia a un acido nucleico o una nucleoproteina
dentro de la célula.

Un oligdmero de PNA de la Férmula | puede inhibir potentemente la sintesis de proteina ribosomal por unirse
fuertemente al ARNm. Un oligémero de PNA de la presente invencién puede unirse fuertemente al pre-ARNm y alterar
el empalme del pre-ARNm a ARNm. Mas aun, un oligémero de PNA de la presente invencion puede unirse fuertemente
a un microARN, e inhibir la degradacién del ARNm inducida por el microARN.

Un oligdmero de PNA de la Formula | puede predeciblemente unirse al dominio del acido nucleico de una
ribonucleoproteina, por ejemplo la telomerasa, y modular su funcion(es) fisiolégica(s). Un oligdmero de PNA de la
presente invencion puede unirse a un gen y modular la transcripciéon del gen. Un oligdmero de PNA de la Férmula |
puede unirse a un gen viral o su transcrito, e inhibir la proliferacién del virus. Un oligdmero de PNA de esta invencién
puede afectar funciones celulares diferentes de aquellas descritas anteriormente por unirse especificamente por la
secuencia a un acido nucleico o una nucleoproteina dentro de la célula de mamifero. Adicionalmente, un oligémero de
PNA de la presente invencién puede unirse fuertemente a un ARNm bacteriano, &cido nucleico, o gen, e inhibir la
proliferacién bacteriana o alterar los perfiles de biosintesis bacteriana.

Un oligdmero de PNA de esta invencién es altamente sensible a una base no coincidente en la unién a su contraparte
de ADN complementario, y seria apropiado para detectar polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) con alta fidelidad.
Los oligbmeros de PNA de la presente invencién se unen fuertemente a sus ADN complementarios con alta
especificidad por la secuencia, y pueden ser Utiles para el perfilado de genes. Un oligémero de PNA de la Féormula |
puede ser Util para sondear o localizar una molécula que porta un acido nucleico tal como el telémero dentro de la célula
si se etiqueta apropiadamente con un cromoéforo, por ejemplo un fluoréforo. Los oligémeros de PNA de esta invencién
pueden ser Utiles para una variedad de propédsitos de diagnéstico o analiticos diferentes de aquellos detallados
anteriormente.

Un oligdbmero de PNA de la presente invencion posee buena solubilidad acuosa en comparacion al correspondiente
oligobmero de PNA 'no modificado', y puede usarse como una solucion disuelto en agua, salina, o un amortiguador. Un
oligobmero de PNA de la Férmula | puede formularse con un lipido catiénico tal como la lipofectamina. Un oligémero de
PNA de esta invencién puede hibridar con un ADN complementario y el hibrido resultante puede formularse con un
lipido cationico.

Un oligémero de PNA de esta invencion puede formularse en una variedad de dosificaciones que incluyen pero sin
limitarse a formulacién inyectable, aerosol nasal, tableta, granulos, capsulas duras, capsulas suaves, formulacion
liposomal, suspension oral, formulacién transdérmica, y asi sucesivamente.

Un oligdmero de PNA de la presente invencién puede administrarse a un sujeto en una dosis terapéuticamente efectiva,
que variara en dependencia de la indicacién, via de administracion, esquema de dosificacion, situaciones del sujeto, y
asi sucesivamente.

Un oligdbmero de PNA de la presente invencion puede administrarse a un sujeto por una variedad de vias que incluyen
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pero no se limitan a inyeccién intravenosa, inyeccién subcuténea, inyeccion intraperitoneal, inhalacién nasal,
administracion oral, aplicacion transdérmica, y asi sucesivamente.

Un oligbmero de PNA de la Formula | puede administrarse a un sujeto en conjunto con un adyuvante
farmacéuticamente aceptable que incluyen pero sin limitarse a acido citrico, acido clorhidrico, &cido tartarico, acido
estearico, polietilenglicol, polipropilenglicol, etanol, bicarbonato de sodio, agua destilada, acido hialurénico, lipido
cationico tal como la lipofectamina, almidon, gelatina, talco, acido ascorbico, aceite de oliva, aceite de palma,
metilcelulosa, éxido de titanio, sodio carboximetilcelulosa, edulcorante, preservativo, y asi sucesivamente.

Un oligbmero de PNA de la presente invencion, en dependencia de la presencia del grupo(s) funcional basico o acidico
en él, puede usarse neutralizado con una cantidad equivalente de un acido o base farmacéuticamente aceptable que
incluyen pero sin limitarse a hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, acido clorhidrico, acido metanosulfénico, acido
citrico, y asi sucesivamente.

Los oligdmeros de PNA preferidos abarcan los oligomeros de PNA de la Férmula |, o una sal farmacéuticamente
aceptable de estos:

en donde

n es un entero igual a 0 mayor que 5 pero menor que o igual a 30;

S1, So, ...y Sn-1, S, T1, To, ..., Tn1, ¥ Tn son radicales hidrogeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, alquilo sustituido o no sustituido, acilo
sustituido o no sustituido, sulfonilo sustituido o no sustituido, y arilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidrogeno, hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, amino sustituido o no sustituido,
alquilo sustituido o no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales; y,

al menos una de By, By, ..., Bn1, y Bn es independientemente seleccionada de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Formula lll, o Férmula IV:

ik 0
N-R, NH; .
N B NH
L ¢ fﬂ ¢
y—\H NN N N"L‘rsH
A 1 il
X ! Loy Re r by e
N 4] Rla RS
_\.:m
Formula ll Formula Il Formula IV

en donde

Ri, Rz, Rs, R4, Rs y Re son independientemente seleccionados de radicales alquilo sustituido o no sustituido,
hidrégeno, hidroxi, y alquiloxi sustituido o no sustituido; y,

L1, Lo y Ls son un enlazador covalente representado por la Férmula V que conecta un grupo amino basico a la
porcion responsable de las propiedades de apareamiento de las nucleobase:

:-,{-‘Q‘I _\‘Q Af ------ *Q /Qmﬁ

% - Férmula V
en donde
Qs y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido (-CHz-), y Qm esta directamente enlazado al grupo
amino bésico;
Q2, Qg, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,

oxigeno (-O-), azufre (-S-), y amino sustituido o no sustituido [-N(H)-, o -N(sustituyente)-]; y,
m es un entero igual a 0 mayor que 2 pero menor que o igual a 15.
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Los oligbmeros de PNA de interés particular comprenden los oligbmeros de PNA de la Féormula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos:
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en donde

n es un entero igual a 0 mayor que 8 pero menor que o igual a 25;

S1, Sz, ...y Sn-1, S, T4, To, ..., That, ¥ Tn SON radicales hidrégeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido, y acilo
sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, 0 amino sustituido 0 no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales;

al menos dos de By, By, ..., Bn1, ¥y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Férmula lll, o Férmula 1V;

Ri, Rz, Rs, R4, Rs y Re son independientemente seleccionados de radicales alquilo sustituido o no sustituido, e
hidrégeno;

Qs y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qm esta directamente enlazado al grupo amino
bésico;

Q2, Qg, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,
oxigeno, y amino ; y,

m es un entero igual a 0 mayor que 2 pero menor que o igual a 12.

Los oligdmeros de PNA de alto interés comprenden los oligémeros de PNA de la Formula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos:

en donde,

n es un entero igual a o mayor que 10 pero menor que o igual a 25;

S1, S2, ..., Sn-1, Sn, T4, To, ..., Ta, y Ta son radicales hidrogeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, y acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, alquiloxi, 0 amino sustituido o no sustituido; y,

B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales;

al menos tres de B1, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Formula lll, o Férmula IV;

R1, Rz, Rs, R4, Rs y Re son independientemente seleccionados de radicales alquilo sustituido o no sustituido, e
hidrogeno;

Q1 y Qm son radicales metileno, y Qnm esta directamente enlazado al grupo amino basico;

Q2, Qs, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno, oxigeno, y amino; y,

m es un entero igual a 0 mayor que 2 pero menor que o igual a 10.

Los oligémeros de PNA de mas alto interés abarcan los oligomeros de PNA de la Féormula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos:

en donde,

n es un entero igual a 0 mayor que 10 pero menor que o igual a 20;

S1, S2, ..., Sn-1, Sn, T4, Ta, ..., Ta, y Ta son radicales hidrégeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, y acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, 0 amino sustituido o no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn es independientemente seleccionada de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales;

al menos tres de B1, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula I, Formula lll, o Férmula IV;

Ri1, Rs, y Rs son radicales hidrégeno, y Rz, R4, y Reindependientemente representan radicales hidrégeno, o
amidinilo sustituido o no sustituido;

Q1 y Qnm son radicales metileno, y Qm esta directamente enlazado al grupo amino basico;

Q2, Qs, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno, oxigeno, y amino; y,

m es un entero igual a 0 mayor que 2 pero menor que o igual a 10.

Los oligomeros de PNA de maximo interés comprenden los oligémeros de PNA de la Foérmula |, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos:

en donde,
n es un entero igual a 0 mayor que 10 pero menor que o igual a 20;
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S1, Sz, ...y Sn-1y S, T4, To, ..., That, ¥ Tn SON radicales hidrégeno;

Xy Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, y acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, 0 amino sustituido o no sustituido;

B1, Bz, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de adenina, timina, guanina, citosina, y
nucleobases no naturales;

al menos tres de B, By, ..., Bn.1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Formula lll, o Férmula IV;

R4, Rs, y Rs son radicales hidrogeno, y Rz, R4, y Rsindependientemente representa radicales hidrégeno o
amidinilo;

Qy y Qm son radicales metileno, y Qm esté directamente enlazado al grupo amino bésico;

Q2, Qs, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno, y oxigeno;y,

m es un entero igual a 0 mayor que 2 pero menor que o igual a 8.

Los oligobmeros de PNA especificos de fuerte interés comprenden los oligdmeros de PNA de la Féormula I, o una sal
farmacéuticamente aceptable de estos:

en donde

n es un entero igual a 0 mayor que 8 pero menor que o igual a 20;

S1, Sz, ...y Sn-1, S, T4, To, ..., That, ¥ Ta SON radicales hidrégeno;

X es un radical hidrégeno;

Y representa radicales hidrégeno, o acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, o amino sustituido o no sustituido;

B1, Bz, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de adenina, timina, guanina, citosina, y
nucleobases no naturales;

al menos tres de B1, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Férmula lll, o Férmula IV;

R4, Rs, y Rs son radicales hidrégeno, y Rz, Rs, y Reindependientemente representan radicales hidrégeno o
amidinilo;

L1 representa -(CHz)2-O-(CHz)2-, -CH2-O-(CHg)2-, 0 -CH>-O-(CHz)s-con el extremo derecho directamente
enlazado al grupo amino basico; y,

Lo y Ls son independientemente seleccionados de -(CHz)2-O-(CHz)2-, -(CHz)3-O-(CHz)z-, -(CH2)2-O-(CHp)s-, -
(CHz)2-, -(CHz2)3-, -(CH2)4-, -(CHz2)s5-, -(CH2)6-, - (CH2)7-, ¥y -(CHz)s- con el extremo derecho esta directamente
enlazado al grupo amino basico.

Los términos y abreviaturas usados anteriormente para los oligdmeros de PNA de esta invencién se ilustran en la tabla
mas abajo.

Término/Abreviatura llustracion o definicion
oligbmero oligonucledtido.
hidrégeno atomo de hidrégeno (-H) solo
deuterio atomo de deuterio (-D) solo
alquilo radical alquilo recto o ramificado
arilo grupo aromatico tal como fenilo, piridilo, furilo, naftilo, etc
metileno -(CHy)-
acilo '-C(O)-' sustituido con radicales hidrégeno, alquilo, o arilo
sulfonilo '-S(0),-' sustituido con radicales alquilo, o arilo
alquiloxi 'R-O-' donde R es un radical alquilo sustituido o no
sustituido
oxigeno -O-'
azufre '-S-'
amidinilo
NH,
Sy
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citosina (C) | <N

timina (T) \fj\/mg

uracilo (U) | NH

adenina (A) N7 >SN

guanina (G) iﬁfﬁ::»

Procedimientos generales de sintesis

Para la caracterizacion de las moléculas de esta invencién se registré el espectro de NMR en un espectrometro de
NMR Varian Mercury 300MHz, Bruker Avance 400MHz, o Varian Inova 500MHz. Se emple6 ya sea un Bruker Daltonics
Ultraflex MALDI-TOF o un sistema de trampa de iones Agilent LC/MS para la determinaciéon del peso molecular. Los
oligdbmeros de PNA se analizaron y purificaron por HPLC C1g- de fase inversa ya sea en un HPLC Hewlett Packard 1050
o un HPLC Shimazu LC-6AD. A menos que se indique de otra manera, se us6 gel de silice para la separacién
cromatografica de las pequefas moléculas preparadas en esta invencién. El punto de fusion se informa no corregido.

Los derivados de nucleobases no naturales usados para la sintesis de monémeros de PNA de esta invencion se
prepararon de acuerdo a uno de los métodos (Métodos A, B, y C) proporcionados mas abajo o con modificacién(es)
menor de ellos, a menos que se detalle de otra forma en ejemplos reales sintéticos.

Método A: Los derivados 6-alquil-pirolocitosina se sintetizaron protegidos adecuadamente de acuerdo al Esquema 1 o
con variacion(es) menor de este. Tales derivados 6-alquil-pirolocitosina se usaron para sintetizar monémeros de PNA
que contienen una nucleobase representados por la Férmula Il como un equivalente de citosina.

Primero el compuesto a se desproton6 con NaH y después se alquilé con etilbromoacetato para obtener el compuesto
b. El compuesto b se sometié a un acoplamiento catalizado por paladio con el derivado acetileno terminal de a que se
anulo in situ al producto ¢ de acuerdo con la literatura. (Nucleosides Nucleotides & Nucleic Acids vol 22, 1029-1033,
2003).
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Esquema 1

P
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~py ki

H \%\f&

y — X

e ‘ "o
Ls] c Lf‘"'}

Et OEt

Método B: Los derivados 2,6-diaminopurina se sintetizaron protegidos adecuadamente de acuerdo al Esquema 2 o con
variacion(es) menor de este. Tales derivados 2,6-diamino-purina se usaron para sintetizar monémeros de PNA que
contienen una nucleobase representada por la Formula Ill como un equivalente de adenina.

Primero la 2-haloadenina reaccioné con una diamina a alta temperatura para obtener el compuesto d, que después
reaccioné con Boc:O para dar el compuesto e. El compuesto e se desprotondé con NaH, y se alquil6 con
etilbromoacetato para obtener el compuesto f. El grupo amino aromatico del compuesto f se protegié ya sea con el
grupo Cbz o Boc para producir el compuesto g.

Formula |

Método C: Derivados N-alquilados de guanina se sintetizaron adecuadamente protegidos de acuerdo con el esquema 3
0 con variaciones menores de este. Tales derivados de guanina se usaron para sintetizar monémeros de PNA que
contienen una nucleobase representada por la Formula IV como un equivalente de guanina.

f | o
/NJF{Z NH2 \
N NH
o ST Y
/ N7 >N” T NH N™ “N” TNH
b e ! 1 L R
L L | ey R R
N7 0 Ry Rs
,JI.M
Formula ll Formula lll Formula IV
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Primero la 2-haloadenina reaccion6 con una diamina a alta temperatura para obtener el compuesto h, que después
reaccioné con Boc,O para dar el compuesto i. El compuesto i se desprotoné con NaH, y se alquilé con etilboromoacetato
para obtener el compuesto j.

Se sintetizaron dos tipos de monémeros de PNA de acuerdo con ya sea el Método D o el Método E para preparar
oligbmeros de PNA de la Formula I. Los oligbmeros de PNA se prepararon por Panagene, Inc. (www.panagene.com,
Daejon, Corea del Sur) por medio del uso de monémeros de PNA del tipo o del esquema 4 por pedido de CTI Bio.
Alternativamente, los monémeros de PNA de tipo g del esquema 5 se usaron en-casa para la sintesis de oligémeros de
PNA de acuerdo con el método descrito en la técnica anterior o con modificacién(es) menor de estos. (USP 6,133,444)

Método D: Los monémeros de PNA con una nucleobase modificada se prepararon de acuerdo con el esquema 4 o con
variacion(es) menor de estos protegidos adecuadamente para el método de sintesis del oligdmero de PNA descrito en la
literatura. (Org. Lett. vol. 9, 3291-3293, 2006) En el Esquema 4, el compuesto k puede corresponder al compuesto ¢ del
esquema 1, al compuesto g del esquema 2, o al compuesto j del esquema 3, sin embargo puede no limitarse
necesariamente a uno de estos compuestos éster.

Esquema 4
o~ M t
B 1) THF ac. , LioH B N Et L\f?‘:'n m
o H
OE1 H OH EDCI|, HOBT, DMF H
k I
B
B o
1) THF ac., LiOH o, EDCI. DMF
—_— N
7 H B~ N E *
H ] N"o
Btz

N 9 B: Nucleobase protegida
Sess s o

Primero el éster k se someti6 a hidrdlisis alcalina para proporcionar el acido I, que después se acopl6 con etil N-[2-{N-(2-
benzotiazolinil)sulfonilamino}etil]-glicinato para obtener el compuesto m. El compuesto m se hidrolizé ligeramente con
LiOH para dar el &cido n, que se hizo ciclico por la reaccion de acoplamiento EDCI para obtener el monémero de PNA
modificado o. La estructura quimica para el monémero de PNA o se asumi6 como en el Esquema 4 a lo largo de esta
invencion, dado que tales monémeros de PNA asignados han rendido exitosamente oligdmeros de PNA en la literatura.
(Org. Lett. vol 9, 3291-3293, 2006).

Método E: Alternativamente, los monémeros de PNA con una nucleobase modificada se prepararon de acuerdo con el
esquema 5 o con variacion(es) menor(es) de este protegidos adecuadamente para el método de sintesis del oligbmero
de PNA descrito en la técnica anterior. USP 6,133,444) En el Esquema 5, el compuesto k puede corresponder al
compuesto ¢ del esquema 1, al compuesto g del Esquema 2, o al compuesto j del Esquema 3, sin embargo puede no
limitarse necesariamente a uno de estos compuestos éster.
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Esquema 5

[+]
B
Frmoc., H
?\f‘:' 1) THF ac., LiOH B8 H"n‘“” "')L’OME =1 p
— -
Fmoc ..
2 H* Mgy,
OEt EDCI, HOBT, DMF H
k 1
B
1) THF ac., LiOH o . . .
[a] Fmoc: (9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilo
HH FM-.H P NJ‘OH
q

Primero el acido | se acoplé con etil N-[2-{N-(9H-fluoren-9-il)Jamino}etil]-glicinato para obtener el compuesto p por una
reaccion de acoplamiento EDCI. Después el compuesto p se hidrolizé ligeramente con LiOH para obtener el monémero
de PNA q con una nucleobase modificada.

Los siguientes ejemplos contienen descripciones detalladas de los métodos de preparacién para los compuestos de
esta invencién. Las descripciones detalladas de estos ejemplos se presentan para propositos ilustrativos solamente y no
deben interpretarse como una restriccion a la presente invencion. La mayoria de estas descripciones detalladas caen
dentro del alcance, y sirven para ejemplificar los PROCEDIMIENTOS SINTETICOS GENERALES descritos
anteriormente que forman una parte de la invencion. Las abreviaturas usadas en los siguientes ejemplos se definen en
la siguiente tabla.

Categoria | Designacion

Resonancia magnética nuclear de protones. Al presentar los datos de NMR,
abreviaturas ampliamente aceptadas se usaron como sigue: s para singulete, d

'H NMR para doblete, t para triplete, q para cuarto, m para multiplete, br para amplio, J para
constante de acoplamiento, CDClIs para cloformo deuterado, DMSOgs para DMSO
hexa-deuterado, y asi sucesivamente.

Espectroscopia de masas Al presentar los datos de MS, se usaron abreviaturas
popularmente aceptadas como sigue: MALDI-TOF para ionizacion desorcion laser

MS asistida por matriz tiempo de vuelo, ESI para ionizacion por electrospray, MW para
peso molecular, (m+1) para MH* maximo de ion, (m+23) para MNa* maximo de i6n,
etc.

Se usaron abreviaturas ampliamente aceptadas para los solventes como sigue:
THF parar tetrahidrofurano, MC para cloruro de metileno, DMF para
dimetilformamida, EtOH para etanol, MeOH para metanol, DMSO para
dimetilsulfoxido, EA para acetato de etilo, y asi sucesivamente.

Solventes

Se usaron abreviaturas popularmente aceptadas para los reactivos como sigue:
NaH para hidruro de sodio, HCI para acido clorhidrico, EDCI para hidrocloruro de 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida, HOBT para 1-hidroxi-benzotriazol, Boc
para t-butiloxicarbonil, Boc,O para Boc anhidrido o di-t-butil-dicarbonato, Cbz para
benciloxicarbonilo, Fmoc para (9H-fluoren-9-il)-metoxicarbonilo, Bts para
(benzo[d]tiazol-2-sulfonilo), Bts-Cl para cloruro de (benzo-[d]tiazol-2-sulfonilo), TFA

Reactivos |para acido trifluoacético, TEA para trietil-amina, DIEA para N,N-diisopropiletilamina,
LiOH para hidréxido de litio , Aeg para N-(2-aminoetil)glicina, Fmoc-Aeg-OH para N-
[2-{(9H-fluoren-9-il)-metoxicarbonilo}amino-etillglicina, Fmoc-Aeg-OMe para metil N-
[2-(Fmoc-amino)etil]-glicinato, Fmoc-Aeg-OtBu para t-butil N-[2-(Fmoc-amino)etil]-
glicinato, Fmoc-Aeg-OSu para N-succinil N-[2-(Fmoc-amino)-etil]-glicinato, HBTU
para O-(benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluranio hexafluorofosfato, DCC para 1,3-
diciclohexilcarbodiimida, y asi sucesivamente.

Se usaron abreviaturas ampliamente aceptadas para las terminologias como sigue:
mp para punto de fusion, °C para grado en Celcius, h para hora, min para minuto, g

Otros para gramo, mg para miligramo, kg para kilogramo, | para litro, ml para mililitro, M
para mol/l, comp. para compuesto, ac. para acuoso, TA para temperatura ambiente,
y asi sucesivamente.
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Ejemplo 1: Preparacion de 3-{(t-butoxicarbonil)amino}-1-propanol (1).
HO.__~_-NHBoc

A 149 de 3-amino-1-propanol disueltos en 150ml de THF y 150ml de agua, se afadié en forma de gotas durante 30min
40.7g de Boc:0 disueltos en 100ml de THF. Después que la mezcla de reaccién se agité por 24h, el THF se eliminé a
presion reducida. La capa ac. resultante se extrajo con 200ml de EA, y la capa orgéanica se lavé con 0.5M &cido citrico
ac. y con agua destilada, y despues se seco sobre sulfato magnésico anhidro. El sulfato magnésico se filtro, y el filtrado
resultante se concentrd al vacio para dar 25g del comp. 1 como un liquido incoloro. 'H NMR (400MHz; CDCls): 5 4.84
(brs, 1H), 3.66 (t, J = 5.6 Hz, 2H), 3.28 (q, J = 6.0 Hz, 2H), 3.05 (br s, 1H), 1.66 (m, 2H), 1.45 (s, 9H).

Ejemplo 2: Preparacion de etil {(N-benzoil)-5-iodocitosina-1-il}acetato (2).

A una solucién agitada de 8.3g de N-benzoil-5-iodocitosina disueltos en 60ml de DMF, se anadié a 0°C 1.06g de 55%
NaH en aceite mineral, y la solucion se agit6 a temperatura ambiente por 2h. Después que 2.7ml de bromoacetato de
etilo se anadieran a la mezcla de reaccion, la solucion de reaccion se agitd por otras 24h a temperatura ambiente, a lo
cual sigui6 la eliminacion del solvente a presidn reducida. El residuo resultante se disolvié y el material insoluble se filtro.
El filtrado se lavé dos veces con cloruro aménico saturado ac., se sec6 sobre sulfato magnésico anhidro, y se concentrd
al vacio. El residuo resultante se purifico por cromatografia de columna (1:1 hexano/EA) para producir 6.5g del comp. 2
(comp. b en el Esquema 1) como un sélido amarillo. mp 154-5°C. 'H NMR (400MHz; CDCl3) 8 13.31 (br s, 1H), 8.37 (d,
J=7.2Hz, 2H), 7.69 (s, 1H), 7.55 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.46 (1, J = 7.6 Hz, 2H), 4.49 (s, 2H), 4.27(q, J = 7.2 Hz, 2H), 1.32
(t, J=7.2 Hz, 3H).

Ejemplo 3: Preparacion de 3-{3-(t-butoxicarbonilamino)propiloxi}-1-propino (3).

\0\/\/ NHBoc

A 6.5g de 55% NaH en aceite mineral dispersados en 150ml de THF a 0°C, se afiadieron en forma de gotas durante 15
min 25g del comp. 1, y la mezcla se agité por 1h. Después que 17.5ml de bromuro de propargilo (80% solucién de
tolueno) se afadieran en forma de gotas durante 30min, la mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente por 20h.
La reaccion se apagd al anadir lentamente 250ml de agua y el THF se elimind a presion reducida. Después, la mezcla
ac. resultante se extrajo con 250ml de EA, la cual se lavé 3 veces con 250ml de agua. La capa orgénica se secé sobre
sulfato magnésico anhidro, y el sulfato magnésico se filtré. El filtrado resultante se concentr6 al vacio y se sometié a
cromatografia de columna (5:1 hexano/EA) para proporcionar 22.7g del comp. 3 como un liquido amarillo. 'H NMR (400
MHz; DMSQOgs) 6 6.78 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 4.09 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.43-3.39 (m, 3H), 2.95 (q, J = 6.4 Hz, 2H), 1.60 (m
2H), 1.37 (s, 9H).

Ejemplo 4: Preparacion de 4-{2-(t-butoxicarbonilamino)etoxi}-1-butino (4)

i O~ NHBoc

A 3.8g de 4-(2-azidoetoxi)-1-butino disueltos en 17ml de THF, se afiadieron 7.2g de trifenilfosfina y 0.7ml de agua, y la
mezcla de reaccidn se agit6é por 8h, a lo cual sigui6 la eliminacién del solvente a presion reducida. Después, el residuo
resultante se disolvio en 20ml de EA y se extrajo dos veces con 10ml 1M HCI ac. Carbonato sédico ac. se afiadio a la
capa ac. para ajustar el pH a 9 ~ 10. 5.96g de Boc2O disueltos en 15ml de THF se afadieron a la solucién, y la mezcla
de reaccion se agit6é por 12h. Después que el THF se eliminé al vacio, la solucién resultante se extrajo con EA. La capa
organica se lavé con 0.5M &cido citrico ac., y se secé sobre sulfato magnésico anhidro. La capa organica se concentré y
se purificé por cromatografia de columna (9 1 hexano/EA) para proporcionar 3.4g del comp. 4 como un aceite amarillo.
'H NMR (400MHz; CDCls) & 4.95 (s, 1H), 3.58 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.53 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.32 (m, 2H), 2.46 (m, 2H),
2.00 (t, J=2.8 Hz, 1H), 1.45 (s, 9H).

Ejemplo 5: Preparacion de 3-{2-(t-butoxicarbonilamino)etoxi}-1-propino (5).
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\
\
\/o\/\NHBoc

20g de 2-{(t-butoxicarbonil)amino}-1-etanol reaccionaron y se purificaron siguiendo de manera S|m|Iar el procedimiento
descrito en el Ejemplo 3 para proporcionar 23.7g del comp. 5 como un aceite amarillo palido. 'H NMR (400MHz;
DMSQge) 8 6.81 (t, 1H), 4.11 (d, J = 2.4 Hz, 2H), 3.41 (m, 3H), 3.07 (q, J= 6.0 Hz, 2H), 1.38 (s, 9H).

Ejemplo 6: Preparacion de 3-[N-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil}-N-(t-butoxi-carbonil)amino]-1-propino (6)

S Boc
X N._~_ NHBoc

A una solucién agitada de N-[3-(t-butoxicarbonilamino)propil]-N-(2-propinil)amina disueltos en 83ml de THF y 95ml de
agua, se afnadieron en forma de gotas 42g de Boc.O a temperatura ambiente. La solucion de reaccion se agitd por 1.5h,
y se concentrd al vacio. La capa ac. resultante se extrajo con EA. La capa de EA se lavd en serie con 0.5M &acido citrico
ac. y salmuera, se secO sobre sulfato magnésico anhidro, se concentr6 a presién redumda y se purific6 por
cromatografia de columna (1:1 hexano/EA) para dar 19g del comp. 6 como un aceite amairillo. 'H NMR (400MHz; CDCl3)
0 5.26 (br s, 0.6H), 4.74 (br s, 0.4H), 4.07 (br s, 1H), 3.98 (br s, 1H), 3.40 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.13 (m, 2H), 2.21 (t, 1H),
1.73 (m, 2H), 1.49 (s, 9H), 1.45 (s, 9H).

Ejemplo 7: Preparacion de 3-[2-{2,3-bis(benciloxicarbonil)guanidino}-etoxi]-1-propino (7)

« NCbz
\\/o\/\'HJLNHCbz

A una solucién agitada de 10.9g del comp. 5 disueltos en 110ml de MC, se anadieron 110ml de TFA a 0°C en forma de
gotas durante 2h, y la mezcla de reaccién se agit6 por otras 3h. La solucion de reaccion se concentr6 a presion reducida
y el residuo resultante se disolvio en 40ml de MC a 0°C, a lo cual se anadieron 12.3ml de TEA y después 8.8g de 1,3-
bis(benciloxicarbonil)-2 (metiltio)pseudourea a temperatura ambiente. La solucién de reaccién se agité por 4h y se lavd
dos veces con agua. La capa organica se sec6 sobre sulfato magnésico anhidro, se concentré al vacio, y se sometlo a
cromatografia de columna (5:1 hexano/EA) para proporcionar 9.8g del comp. 7 como un sélido blanco. 'H NMR
(400MHz; DMSOQOge) 6 11.72 (s, 1H), 8.58 (s, 1H), 7.40-7.35 (m, 10H), 5.18 (s, 2H), 5.12 (s, 2H), 4.18 (d, 2H), 3.67-3.66
(m, 4H), 2.43 (t, 1H).

Ejemplo 8: Preparacion de 2-{(t-butoxicarbonil)amino}-1-(2-propinil-1-oxi)}-(R)-propano (8).

o P
BocHN/\/O\/

10.8g de t-butil (R)-1-hidroxipropan-2-ilcarbamato reaccionaron y se purificaron siguiendo de manera similar el
procedimiento descrito en el Ejemplo 3 para proporcionar 10.1g del comp. 8 como un aceite amarillo. "H NMR (500MHz;
DMSOQOgs) 6 6.63 (d, 1H), 4.11 (d, 2H), 3.60 (m, 1H), 3.37-3.33 (m, 2H), 3.26-3.23 (m, 1H), 1.38 (s, 9H), 1.05 (d, 3H).

Ejemplo 9: Preparacion de N-[2-{2-(t-butoxicarbonil)aminoetoxi}etil]-N-[2-{(3-butinil)-1-oxi}etil]-N-(t-butoxicarbonil)amina
(9).

,}’,,//\/DVNIFWD%NHBW
Boc '

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2533769 T3

A una solucién agitada de 5g de 2-{(3-butinil)-1-oxi}etil metanosulfonato y 5.32g de 2-[2-{2-(t-butoxicarbonil)amino}etil-1-
oxiJetilamina en 60ml de acetonitrilo, se afadié en forma de gotas 3.6g de carbonato potasico disueltos en agua a 0°C.
La solucién de reaccion se dejé calentar lentamente hasta la temperatura ambiente y se agit6é por otras 24h, y después
se concentrd a presién reducida. El residuo resultante se disolvio en MC y se lavé con agua. La capa organica se
concentré y se disolvié en 80ml de THF y 80ml de agua, a lo cual se anadieron 8.4g de Boc:O disueltos en 50ml de
THF. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente por 16h, a lo cual sigui6 la eliminacion de THF al vacio y la
extraccion con EA. La capa organica se lavé en serie con 0.5M &cido citrico ac., agua, y salmuera. La capa organica se
seco sobre sulfato sddico anhidro, se concentro, y se purificd por cromatografia de columna (hexano — 1:4 EA/hexano)
para obtener 2.45g del comp. 9 como un aceite amarillo palido. '"H NMR (400MHz; CDCls) & 5.08 (br s, 0.5H), 4.93 (br s,
0.5H), 3.61-3.46 (m, 12H), 3.31 (m, 2H), 2.48 (m, 2H), 1.99 (t, 1H), 1.48 (s, 9H), 1.46 (s, 9H).

Ejemplo 10: Preparacion de etil 2-[6-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil-1-oxi}-metil-2-oxo-2H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-3(7H)-
illacetato (10).

BocHN o
N CO,Et
Y N_J' 02

prss

A una solucion agitada de 6.5g del comp. 2 disueltos en 120ml de DMF, se afadieron en serie 580mg de Cul, 4.2ml de
TEA, 9.74g del comp. 3, y 1.76g de Pd(PPhs)s. Después, la mezcla de reaccion se agitd por 24h a 50°C con proteccién
para la luz, y se concentr6 a presion reducida. El residuo resultante se disolvio en 250ml EtOH y se agité a reflujo por
18h. Después, la solucién se concentrd al vacio y se sometié a separacion cromatografica (95:5 EA/EtOH) para obtener
2.3g del comp. 10 como un sélido/espuma roja oscura. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 11.30 (br s, 1H), 8.37 (s, 1H), 6.78
(m, 1H), 6.19 (s, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.37 (s, 2H), 4.14 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.42 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.98 (m, 2H), 1.63 (m,
2H), 1.36 (s, 9H), 1.20 (t, J = 7.2 Hz, 3H).

Ejemplo 11: Preparaciéon de acido 2-[6-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil-1-oxi}metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2,3-d]pirimidin-
3(7H)-ilJacético (11).

BocHN o
N COH
R HN f_ N—"
O A

A 3.3g del comp. 10, se afadieron 15ml de THF, 30ml de agua, y después 760mg de LiOH, y la mezcla se agité a
temperatura ambiente por 20 min. Después que el THF se elimind a presidn reducida, la solucion resultante ac. se lavo
con éter de dietilo. La capa ac. se acidifico hasta pH 3 con 1M HCI ac. y se extrajo con EA. La capa organica se secé
sobre sulfato sodico anhidro y se concentré al vacio para producir 2.46g del comp. 11 como un sélido blanco. 'H NMR
(400MHz; DMSOQOge) 6 11.05 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 6.79 (t, 1H), 6.12 (s, 1H), 4.35 (s, 2H), 4.23 (s, 2H), 3.41 (t, 2H), 2.97
(9,J = 6.4 Hz, 2H), 1.64 (m, 2H), 1.36 (s, 9H).

Ejemplo12: Preparacién de etilN-[2-{(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)amino}-etil]-N-[2-[6-{3-
(t-butoxicarbonilamino)propil-1-oxi}metil-2-oxo0-2H-pirrolo-[2,3-d]pirimidin-3(7H)-ilJacetil]glicinato (12).

NHBoc

.__/__J

H
N
|

PN

0
0

Bts-..n.ﬁ\,NVCGQEt
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A 4.0g del comp. 11 y 3.6g de etil N-[2-{(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)amino}etillglicinato disueltos en 30ml de DMF, se
anadieron a temperatura ambiente 2.42g de EDCI y 1.70g de HOBt. La mezcla de reaccion se agité por 8h. Después
que el solvente se eliminé al vacio, el residuo resultante se disolvié en MC, y se lavé con 1M HCI ac. y después con
agua. La capa de MC se concentrd a presion reducida y se purlflco por cromatografia de columna (95:5 MC/MeOH) para
obtener 4.6g del comp. 12 como un solido/espuma amarilla. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 11.09 (br s, 1H), 8.74 (s,
0.6H), 8.58 (s, 0.4H), 8.27 (m, 1H), 8.20-8.14 (m, 2H), 7.66 (m, 2H), 6.56 (br s, 1H), 6.16 (m, 1H), 4.91 (s, 1.2H), 4.73 (s,
0.8H), 4.38 (s, 2.6H), 4.17 (m, 0.9H), 4.07 (m, 2.5H), 3.67 (m, 1.1H), 3.49-3.44 (m, 4H), 3.26 (m, 0.9H), 3.01 (m, 2H),
1.66 (m, 2H), 1.38 (s, 9H), 1.24 (t, J=7.0 Hz, 1.2H), 1.17 (t, J = 7.0 Hz, 1.8H).

Ejemplo 13: Preparacion de N-[2-{(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)amino}etil]-N-[2-[6-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil-1-
oxi}metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-3(7H)-il]acetil]glicina (13).

NHBoc

o]

Bts. AN COH
H

4.5g del comp. 12 y 670mg de LiOH se dispersaron en 20ml de THF y 20ml de agua, y se agité a temperatura ambiente
por 20min. THF se elimind al vacio, y la solucidn resultante ac. se lavd con éter de dietilo. La capa ac. se acidifico hasta
pH 3 con 1M HCI ac., y se extrajo con EA. La capa de EA se secé sobre sulfato SOdICO anhidro y se concentrd a presion
reducida para proporcionar 4.4g del comp. 13 como un sélido amarillo oscuro. 'H NMR (400MHz; DMSQgg) & 11.32 (br
s, 1H), 8.36 (m, 1H), 8.28 (m, 1.6H), 8.22 (s, 0.4H), 7.73 (m, 2H), 6.78 (m, 1H), 6.20 (s, 1H), 4.94 (s, 1.2H), 4.84 (s,
0.8H), 4.52 (s, 0.8H), 4.37 (s, 2H), 4.30 (s, 1.2H), 4.26 (m, 1.2H), 4.07 (m, 2H), 3.87 (m, 0.8H), 3.43 (m, 2H), 2.99 (m
2H), 1.63 (m, 2H), 1.37 (s, 9H).

Ejemplo 14: Preparacién de 1-{(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)}-2-oxo-4-[6-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil-1-oxi}metil-2-oxo-
2H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-3(7H)-il]acetil]piperazina (14).

BocHMN

o eRes

4.4g del comp. 13 y 1.49g de EDCI en 50ml de DMF se agitaron a temperatura ambiente por 16h. Después que la
mezcla de reaccion se concentrd al vacio, el residuo resultante se disolvié en 50ml de MC. La soluciéon de MC se lavd
en serie con 1M HCI ac. y agua, se concentré al vacio, y despues se purificd por cromatografia de columna (acetona)
para obtener 1.5g del comp. 14 como un sélido/espuma marrén. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 11.25 (br s, 1H), 8.36
(m, 1H), 8.29 (m, 1H), 8.25 (s, 0.6H), 8.19 (0.4H), 7.72 (m, 2H), 6.78 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 6.18 (s, 1H), 4.92 (s, 1.2H), 4.82
(s, 0.8H), 4.51 (s, 0.8H), 4.37 (s, 2H), 4.29 (s, 1.2H), 4.23 (m, 1.2H), 4.06 (m, 2H), 3.87 (m, 0.8H), 3.41 (t, J = 6.4 Hz,
2H), 2.98 (g, J = 6.8 Hz, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.36 (s, 9H). MS/ESI (m+23/MNa*) = 682.2 (observado), PM = 659.8
(C28H33N7OsS2).

A partir de derivados de acetileno 4 ~ 9, derivados de pirollocitosina 15 ~ 20 se prepararon siguiendo de manera similar
el procedimiento descrito en el Ejemplo 10. Datos espectrales y fisicos para los comp. 15 ~ 20se proporcionan en la
tablas mas abajo.

Ejemplos 15 ~ 20: Datos analiticos para derivados de pirollocitosina 15~ 20.
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A partir de los derivados de pirollocitosina 15, 16, 17, y 20, se prepararon mondémeros de PNA citosina modificada 21 ~
24 siguiendo de manera similar los procedimientos descritos en los Ejemplos 11 ~ 14. Los datos espectrales y fisicos

Material
de
partida

NHBoc

BocN }‘_‘:

CbzNy,_NHCbz

HN\/\O

BocHN

ES 2533769 T3

Datos espectrales & fisicos

'H NMR (400MHz; DMSQOgs) & 11.12 (s, 1H), 8.27 (s, 1H),
6.79 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 6.00 (s, 1H), 4.68 (s, 2H), 4.14
(g, J =7.2 Hz, 2H), 3.65 (t, J = 6.6, 2H), 3.39 (1, J = 6.2
Hz, 2H), 3.08 (m, 2H), 2.78 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 1.37 (s,
9H), 1.20 (t, J = 7.2 Hz, 3H). Solido/espuma verde palida.

'H NMR (400MHz; DMSOgs) 6 11.35 (s, 1H), 8.39 (s, 1H),
6.87 (t, J=5.2 Hz, 1H), 6.21 (s, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.41 (s,
2H), 4.15 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.43 (m, 2H), 3.12 (m, 2H),
1.38 (s, 9H), 1.21 (t, J = 7.2 Hz, 3H). Sélido/espuma
amarilla pélida.

'H NMR (400MHz; DMSOgg) & 11.20 (br s, 0.6H), 8.86 (br
s, 0.4H), 8.57 (s, 0.2H), 8.35 (s, 0.8H), 6.83-6.76 (m, 1H),
6.00 (s, 0.8H), 5.76 (s, 0.2H), 4.75 (s, 0.3H), 4.70 (s,
1.7H), 4.55 (s, 0.3H), 4.30 (s, 1.7H), 4.14 (q, J = 7.2 Hz,
2H), 3.18 (m, 2H), 2.90-2.88 (m, 2H), 1.58 (m, 2H), 1.40-
1.36 (m, 18H), 1.20 (t, 3H). Sélido/espuma marrén.

'H NMR (400MHz; DMSQgs) 5 11.57 (s, 1H), 11.33 (s,
1H), 8.50 (m, 1H), 8.37 (s, 1H), 7.44-7.31 (m, 10H), 6.22
(s, 1H), 5.22 (s, 2H), 5.03 (s, 2H), 4.70 (s, 2H), 4.44 (s,
2H), 4.14 (q, 2H), 3.57-3.53 (m, 4H), 1.21 (t, 3H). Sdlido
marron palido.

'H NMR (500MHz; DMSQOgs) 5 11.32 (s, 1H), 8.38 (s, 1H),
6.71 (d, 1H), 6.20 (s, 1H), 4.70 (s, 2H), 4.41 (m, 2H), 4.14
(9, 2H), 3.65 (m, 1H), 3.37-3.34 (m, 1H), 3.26-3.22 (m,
1H), 1.37 (s, 9H), 1.20 (t, 3H), 1.02 (d, 3H). Sélido marrén
palido.

'H NMR (500MHz; DMSQgs) & 11.13 (s, 1H), 8.25 (s, 1H),
6.73 (s, 1H), 5.99 (s, 1H), 4.68 (s, 2H), 4.12 (q, 2H), 3.67
(t, 2H), 3.48~3.27 (m, 10H), 3.04 (g, 2H), 2.78 (i, 2H),
1.38 (s, 9H), 1.36 (s, 1H), 1.19 (t, 3H). Sélido marroén.

para los comps. 21 ~ 24 se proporcionan en la tabla mas abajo.

Ejemplos 21 ~ 24: Datos analiticos para mondmeros de PNA citosina 21 ~ 24.
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Datos espectrales & fisicos

'H NMR (400MHz; DMSQgs) 5 11.06 (s, 1H), 8.36 (m, 1H),
8.28 (m, 1H), 8.14 (s, 0.6H), 8.08 (2, 0.4H), 7.72 (m, 2H), 6.78
(t, 1H), 5.98 (s, 1H), 4.91 (s, 1.2H), 4.80 (s, 0.8H), 4.51 (s,
0.8H), 4.29 (s, 1.2H), 4.24 (m, 1.2H), 4.06 (m, 2H), 3.86 (m,
0.8H), 3.64 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.38 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.07
(m, 2H), 2.78 (m, 2H), 1.37 (s, 9H). MS/ESI (m+1) = 660.2
(observado), PM = 659.8 (Ca2sH33N7OgS,). Solido/espuma
marron.

'H NMR (400MHz; DMSQgg) & 11.31 (s, 1H), 8.36 (m, 1H),
8.30-8.27 (m, 1.6H), 8.22 (s, 0.4H), 7.73 (m, 2H), 6.87 (t, J =
5.6 Hz, 1H), 6.20 (m, 1H), 4.94 (s, 1.2H), 4.83 (s, 0.8H), 4.52
(s, 0.7H), 4.41 (s, 2.1H), 4.30 (s, 1.1 H), 4.25 (m, 1.2H), 4.06
(m, 2H), 3.87 (m, 0.8H), 3.42 (t, 2H), 3.12 (m, 2H), 1.38 (s,
9H). MS/ESI (m+1) = 646.2 (observado), PM = 645.7
(C27H31N70gS2). Sélido/espuma roja.

'H NMR (400MHz; DMSQOgs) 5 11.16 (br s, 1H), 8.36 (m, 1H),
8.28 (m, 1H), 8.21 (s, 0.6H), 8.15 (s, 0.4H), 7.73 (m, 2H), 6.77
(bor s, 1H), 6.00 (br s, 1H), 4.92 (s, 1.2H), 4.82 (s, 0.8H), 4.52
(s, 0.9H), 4.30 (s, 3.1H), 4.25 (m, 1.2H), 4.07 (m, 2H), 3.87
(m, 0.8H), 3.19 (m, 2H), 2.89 (m, 2H), 1.59 (m, 2H), 1.41-1.36
(m, 18H); MS/ESI (m+23/MNa*) = 781.3 (observado), PM =
758.9 (C33H42NgOgS5). Sdlido/espuma roja.

'H NMR (500MHz; DMSQgs?? & 11.10 (m,1H), 8.35 (m, 1H),
8.28 (m, 1H), 8.14 (s, 0.6H), 8.08 (s, 0.4H), 7.72 (m, 2H), 6.76
(m, 1H), 5.97-5.96 (s, 1H), 4.90 (s, 1.2H), 4.80 (s, 0.8H), 4.51
(s, 0.8H), 4.29 (s, 1.2H), 4.25 (t, 1.2H), 4.08-4.04 (m, 2H),
3.86 (t, 0.8H), 3.66 (m, 2H), 3.47 (m, 2H), 3.41 (m, 2H), 3.32-
3.30 (m, 4H), 3.27 (m, 2H), 3.04 (m, 2H), 2.77 (m, 2H), 1.37
(s, 9H), 1.35 (s, 9H). MS/ESI (m+23/MNa*’) = 869.3
(observado), PM = 847.0 (Cs7Hs0NgO11S2). Sélido amarillo.

Ejemplo 25: Preparacién de 2-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil}amino-adenina (25).

H,

NHBoc NJIN
s

L~ Y
H H
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6.8g de 2-cloroadenina disueltos en 68ml de 1,3-diaminopropano y 68ml de monometoxietanol se agitaron a reflujo por
24h, y la mezcla de reaccion se concentré al vacio. El residuo resultante se disolvié en 100ml de THF y 100ml de agua,
a lo cual se afnadieron lentamente 60g de BoC,O disueltos en 70ml de THF. La mezcla de reaccién se agité a
temperatura ambiente por 6h, y después el solvente organico se elimind a presién reducida. La capa ac. resultante se
extrajo dos veces con 100ml de EA. La capa organica se lavé con 0.5M &cido citrico ac. y con salmuera, y se seco
sobre sulfato magnésico anhidro. La capa organica se concentr6 a presion reducida y se sometié a separacion
cromatografica (1:10 MeOH/MC) para obtener 4.07g de un comp. protegido con dos grupos Boc. Este compuesto se
disolvio en 100ml MeOH, a lo cual se anadieron lentamente 45ml carbonato sédico saturado ac.. La soluciéon de
reaccion se agité a 50°C por 1h, y después se concentr6 al vacio. El residuo resultante se disolvié en 50ml MeOH y el
material insoluble se filir6. Después, el filtrado se concentré para proporcionar 3.16g del comp. 25 como un sélido
blanco. "H NMR (400MHz; DMSQgs) & 12.11 (br s, 1H), 7.63 (s, 1H), 6.78 (t, 1H), 6.55 (s, 2H), 6.07 (t, 1H), 3.20 (q, 2H),
2.96 (g, 2H), 1.60 (m, 2H), 1.37 (s, 9H).

A partir de 2-cloroadenina y una diamina adecuada, los derivados 2,6-diaminopurina 26 ~ 30 se prepararon siguiendo

de manera similar el procedimiento descrito en el Ejemplo 25. Datos espectrales y fisicos para los compuestos 26 ~ 30
se proporcionan en la tabla mas abajo.

Ejemplos 26 ~ 30: Datos analiticos para los derivados de 2,6-diaminopurina 26 ~ 30.

MNH,
N7 N\
BocHN—L, I | N)
N N H
Comp Diamina ~ de L2 Datos espectrales & fisicos
" |partida
H,N i "H NMR (400MHz; DMSQgs) 5 12.20 (br s, 1H), 7.66 (s, 1H), 6.84 (t,
26 j (CHa)s- 1H), 6.62 (s, 2H), 6.10 (t, 1H), 3.25 (q, 2H), 3.08 (q, 2H), 1.36 (s,
HaN 2)2” |9H). S¢lido amarillo palido.
2
NH,

'H NMR (500MHz; DMSOg) & 12.07 (br s, 1H), 7.63 (s, 1H), 6.75
27 (CHa)- (s, 1H), 6.50 (s, 2H), 6.02 (s, 1H), 3.18 (g, 2H), 2.91 (q, 2H), 1.48-
2)4"11.36 (m, 13H). Sélido verde amarillento.

NH,

NH, 'H NMR (400MHz; DMSQOgs) 5 12.14 (br s, 1H), 7.65 (s, 1H), 6.77 (t,
- 1H), 6.55 (s, 2H), 6.01 (s, 1H), 3.17 (m, 2H), 2.89 (q, 2H), 1.48 (m,
(CHz)s- |2H), 1.41-1.36 (m, 11H), 1.26 (m, 2H). Sélido espuma amarilla

palida.

28

NH,
"H NMR (500MHz; DMSQgs) 5 12.11 (br s, 1H), 7.64 (s, 1H), 6.78 (t,
- J =5.6 Hz, 1H), 6.56 (s, 2H), 6.04 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 3.17 (id, J =
(CH2)7- 6.3, 6.3 Hz, 2H), 2.88 (td, J= 6.7, 6.7 Hz, 2H), 1.49-1.47 (m, 2H),
1.36-1.31 (m, 11H), 1.29-1.22 (m, 6H). Sélido verde amarillento.

29

NH, % "H NMR (500MHz; DMSOgs) & 12.15 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 6.84 (1,
30 [

1H), 6.56 (s, 2H), 6.05 (t, TH), 3.48 (t, 2H), 3.39-3.34 (m, 4H), 3.07
O (g, 2H), 1.37 (s, 9H). Espuma amarilla.

0]
HoN \) }v"\)
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Ejemplo 31: Preparacién de 2-[2-{2-(t-butoxicarbonilamino)-2-metil}etil]-amino-1H-purin-6(9H)-ona (31).

O

HNJ‘IN~>

BocHN \{\NAN H
H
Me

11g de 2-clorohipoxantina y 4.96ml de 1,2-diaminopropano(racémico) se dispersaron en 33ml de monometoxietanol, y
se agitd por 24h a 130°C. El solvente se elimin6 al vacio, y el residuo resultante se disolvié en 97ml de THF y 97ml de
agua, a lo cual se anadieron lentamente 22.8g de BocoO disueltos en 64ml de THF. La mezcla de reaccion se agitd a
temperatura ambiente por 6h, y EA se afadié a la solucion. El precipitado resultante se recogié por filtracion para
obtener el comp. 31 como un sélido gris."H NMR (500MHz; DMSOgs) 8 12.42 (s, 1H), 10.44 (br s, 1H), 7.61 (s, 1H), 6.76
(d, 1H), 6.27 (m, 1H), 3.67 (m, 1H), 3.32 (m, 1H), 3.14 (m, 1H), 1.36 (s, 9H), 1.02 (d, 3H).

Ejemplo 32: Preparacién de etil 2-[6-amino-2-{3-(t-butoxicarbonilamino)-propil}amino-9H-purin-9-ilJacetato (32).

NH,
NHBoc NZ N
r b
EJQN J
CO,Et

A una solucién agitada de 3.16g del comp. 25 disueltos en 100ml de DMF, se afadieron 480mg de 55% NaH en aceite
mineral. La solucién de reaccién se agité por 2h, después de lo cual se afiadieron lentamente 1.98ml de bromoacetato
de etilo. 2h mas tarde, la mezcla de reaccion se concentrd al vacio, y se purificé por cromatografia de columna (1:10
EtOH/EA) para dar 2.92g del analogo de diaminopurina 32 como un sélido amarillo palido. '"H NMR (400MHz; DMSOgs)
0 7.67 (s, 1H), 6.80 (t, 1H), 6.71 (s, 2H), 6.28 (t, 1H), 4.85 (s, 2H), 4.15 (q, 2H), 3.20 (q, 2H), 2.94 (q, 2H), 1.57 (m, 2H),
1.37 (s, 9H), 1.21 (t, 3H).

Ejemplo 33: Preparacion de etil 2-[6-(benciloxicarbonil)amino-2-{3-(t-butoxi-carbonilamino)propil}amino-9H-purin-9-
illacetato (33).

NHCbz

NHBoc NZ N

PN

NT N7 TN
CO,Et

A una solucion agitada de 4.68g del comp. 32 disueltos en 100ml de DMF, se afiadieron a temperatura ambiente 13.2g
de N-(benciloxicarbonil)-N'-metil-imidazolio triflato. 12h mas tarde, la mezcla de reaccién se concentr6 a presion
reducida, y se sometié a cromatografia de columna (5% MeOH en MC) para producir 5.4g del comp. 33 como un sélido
blanco. 'H NMR (400MHz; DMSOQgg) 5 10.19 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.45-7.33 (m, 5H), 6.88 (t, 1H), 6.77 (t, 1H), 5.18 (s,
2H), 4.94 (s, 2H), 4.16 (q, 2H), 3.25 (q, 2H), 2.95 (q, 2H), 1.60 (m, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.21 (t, 3H).

Ejemplo 34: Preparacion de etil N-[2-{2-(benzo[d]tiazol)sulfonillamino-etil]-N-[2-[6-(benciloxicarbonil)amino-2-{3-{t-
butoxicarbonilamino)-propillamino-9H-purin-9-illacetil]glicinato (34).

NHCbz
NHBoc  N¥ SN,
NN

N

No® )

B&.HwNVCOzEt
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5.4g del comp. 33 y 950mg de LiOH se disolvieron en 40ml de THF y 40ml de agua, y se agitdé a temperatura ambiente
por 1h. El THF se elimind al vacio, y la solucién ac. resultante se acidificé hasta pH 3 con 1M HCI ac., y después se
extrajo con EA. La capa organica se sec6 sobre sulfato sédico anhidro y se concentrd a presion reducida. El residuo
resultante y 2.92g de etil 2-N-[2-{(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)amino}etil]glicinato se disolvieron en 240ml de DMF, a lo cual
se afadieron a temperatura ambiente 1.95g de EDCI y 1.38g de HOBt. La mezcla de reaccion se agit6 por 20h, se
concentré a presién reducida, y se disolvi6 en MC. La solucién de se lavo con 1M HCI ac., se concentré al vacio, y
después se purificd por cromatografia de columna (5% MeOH/MC) para obtener 2.7g del comp. 34 como una espuma
amarilla palida. "H NMR (400MHz; DMSOgs) & 10.18 (m, 1H), 8.97 (br s, 0.6H), 8.80 (br s, 0.4H), 8.28 (d, 1H), 8.18 (m,
1H), 7.80 (s, 0.6H), 7.76 (s, 0.4H), 7.66 (m, 2H), 7.46-7.32 (m, 5H), 6.77 (m, 2H), 5.18 (s, 2H), 5.10 (s, 1.2H), 4.89 (s,
0.8H), 4.45 (s, 0.8H), 4.17 (g, 0.8H), 4.07-4.00 (m, 2.4H), 3.68 (m, 1.2H), 3.47 (m, 1.2H), 3.41 (m, 0.9H), 3.22 (m, 2.7H),
2.94 (m, 2H), 1.59 (m, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.31-1.12 (m, 3H).

Ejemplo 35: Preparacion de 1-(benzo[d]tiazol-2-sulfonil)-2-ox0-4-[[6-(bencil-oxicarbonil)amino-2-{3-
(t-butoxicarbonilamino)propilamino}-9H-purin-9-il]-acetil]piperazina (35).

NHCbZ
= N
”Qﬁﬁ,’tn ' ,'}; )
N
[,’lc
Bts

2.7g del comp. 34 y 340mg de LiOH se dispersaron en 15ml de THF y 20ml de agua, y se agit6 por 30 min a
temperatura ambiente. El THF se eliminé a presién reducida. Después, la capa ac. resultante se acidificé hasta pH 3 con
1M HCI ac., y se extrajo con EA. La capa de EA se secd sobre sulfato sddico anhidro y se concentr6 al vacio para
obtener 2.48g de un producto crudo. El producto crudo y 716mg de EDCI disueltos en 70ml de DMF se agitaron a
temperatura ambiente por 20h. El solvente se elimind a presidn reducida, y el residuo resultante se disolvié en MC y se
lavé con 1M HCI ac. y después con agua. La capa organica se concentrd al vacio y se purificd por cromatografia de
columna (acetona) para obtener 1.4g del comp. 35 como una espuma blanca. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) 8 10.16 (s,
1H), 8.35 (m, 1H), 8.26 (m, 1H), 7.81 (s, 0.6H), 7.77 (s, 0.4H), 7.72 (m, 2H), 7.45-7.31 (m, 5H), 6.78 (m, 2H), 5.18 (s,
2H), 5.12 (s, 1.2H), 5.01 (s, 0.8H), 4.55 (s, 0.8H), 4.29-4.27 (m, 2.4H), 4.09 (m, 2H), 3.88 (m, 0.8H), 3.26 (m, 2H), 2.95
(m, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.36 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 779.2 (observado), PM = 778.9 (C34H3sN100sSy).

A partir de los derivados de 2,6-diaminopurina26 ~ 30, monémeros de PNA adenina modificados 36 ~ 40 se prepararon
de manera similar a los procedimientos descritos en los Ejemplos 32 ~ 35. Datos espectrales y fisicos para los comp. 36
~ 40 se proporcionan en la tabla mas abajo.

Ejemplos 36 ~ 40: Datos analiticos para los monémeros de PNA adenina 36 ~ 40.

NHCbz

BocN—L, L I D

ac z‘xﬁj\}N N
'\.I;U
(N
'?':l%
Bts
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» o ® (CHa)-
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40 30
-
S
Ejemplo 41: Preparacion de etil

illacetato (41).

ES 2533769 T3

Datos espectrales & fisicos

'H NMR (400MHz; DMSQgg) 5 10.17 (s, 1H), 8.36 (m, 1H), 8.26
(m, 1H), 7.82 (s, 0.6H), 7.78 (s,0.4H), 7.72 (m, 2H), 7.45-7.31 (m,
5H), 6.79 (2H), 5.18 (s, 2H), 5.12 (s, 1.2H), 5.01 (s, 0.8H), 4.55 (s,
0.8H), 4.29-4.25 (m, 2.4H), 4.09 (m, 2H), 3.87 (m, 0.8H), 3.29 (m,
2H), 3.11 (m, 2H), 1.33 (d, 9H). MS/ESI (m+1) = 765.2
(observado), PM = 764.8 (Cs3H3sN100sS2). Espuma blanca.

'H NMR (400MHz; DMSQgs) & 10.10 (s, 1H), 8.36 (m, 1H), 8.26
(m, 1H), 7.80 (s, 0.6H), 7.76-7.71 (m, 2.4H), 7.46-7.31 (m, 5H),
6.81-6.73 (m, 2H), 5.18 (s, 2H), 5.12 (s, 1.2H), 5.01 (s, 0.8H), 4.55
(s, 0.8H), 4.30-4.25 (m, 2.4H), 4.09 (m, 2H), 3.88 (m, 0.8H), 3.26
(m, 2H), 2.90 (m, 2H), 1.50-1.36 (m, 13H); MS/ESI (m+1) = 793.3
(observado), PM = 792.9 (CssH4oN100sS2). Sélido/espuma roja
amarillenta.

'H NMR (400MHz; DMSQOg) 6 10.09 (s, 1H), 8.35 (m, 1H), 8.26
(m, 1H), 7.80 (s, 0.6H), 7.76 (s, 0.4H), 7.74-7.72 (m, 2.0H), 7.46-
7.31 (m, 5H), 6.79-6.72 (m, 2H), 5.18 (s, 2H), 5.12 (s, 1.2H), 5.01
(s, 0.8H), 4.56 (s, 0.8H), 4.30-4.27 (m, 2.4H), 4.09 (m, 2H), 3.88
(m, 0.8H), 38.25 (m, 2H), 2.89 (m, 2H), 1.49 (m, 2H), 1.36 (m, 11H),
1.25 (m, 2H); MS/ESI (m+1) = 807.3 (observado), PM = 806.9
(C3sHa2N100sS2)- Solido/espuma amarilla.

"H NMR (500MHz; DMSOg6) 8 10.11 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 8.37-8.34
(m, 1H), 8.28-8.24 (m, 1H), 7.80 (s, 0.6H), 7.76 (s, 0.4 Hz), 7.75-
7.70 (m, 2H), 7.75-7.31 (m, 5H), 6.82-6.74 (m, 2H), 5.18 (s, 2H),
5.12 (s, 1.2H), 5.01 (s, 0.8H), 4.58 (s, 0.8H), 4.29 (m, 1.2H), 4.27
(9, J = 4.9 Hz, 1H), 4.06-4.03 (m, 2H), 3.88 (t, J = 5.2 Hz, 1H),
3.26-3.20 (m, 2H), 2.88-2.85 (m, 2H), 1.51-1.45 (m, 2H), 1.39-1.32
(m, 11H), 1.28-1.15 (m, 6H). MS/ESI (m+1) = 834.8 (observado),
PM = 835.0 (C3sH46N100sS2). Solido/espuma amarilla rojiza.

'H NMR (400MHz; DMSQgg) 5 10.14 (s, 1H), 8.35 (m, 1H), 8.26
(m, 1H), 7.82 (s, 0.6H), 7.78 (s, 0.4H), 7.73 (m, 2H), 7.46-7.31 (m,
5H), 6.81-6.74 (m, 2H), 5.18 (s, 2H), 5.13 (s, 1.2H), 5.02 (s, 0.8H),
4.55 (s, 0.8H), 4.30-4.26 (m, 2.4H), 4.09 (m, 2H), 3.88 (m, 0.8H),
3.50 (m, 2H), 3.43-3.38 (m, 4H), 3.07 (m, 2H), 1.36 (s, 9H);
MS/ESI (m+1) = 809.3 (observado), PM = 808.9 (CzsH4oN100sS>).
Espuma amarilla pélida.

2-[2-[2-{2-(t-butoxicarbonilamino)-2-metil}etillamino-6-oxo0-6,9-dihidro-1H-purin-2-

o
N

HN | \>
BocHNY\N/L‘-‘*N N
Me H H.rome

o
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A una solucidén agitada de 4.69g del comp. 31 en 47ml de DMF, se afnadieron 790mg de 55% NaH en aceite mineral y la
solucién de reaccion se agitdé por 2h. Después que 1.85ml de bromoacetato de etilo se anadieron lentamente, la
solucion de reaccion se agitd por otras 2h. La mezcla de reaccion se concentré al vacio y se purlflco por cromatografia
de columna (5:95 MeOH/MC) para obtener 5.04g del comp. 41 como un sélido amarillo palido. '"H NMR (500MHz;
DMSOQOgs) 6 10.55 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 6.74 (d, 1H), 6.40 (m, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.17 (q, 2H), 3.65 (m, 1H), 3.28 (m, 1H),
3.16 (m, 1H), 1.36 (s, 9H), 1.21 (t, 3H), 1.01 (d, 3H).

Ejemplo 42: Preparacién de 2-{2-(t-butoxicarbonilamino)etoxi}etilamina (42).

BncHNA‘*’OVmNHZ

A 1469 de [2-{2-(t-butoxicarbonilamino)etoxiletillmetano sulfonato se disolvié en 500ml de DMF, se afadieron 134g de
azida sédica. La mezcla de reaccion se agité a 70°C por 20h, y después se concentrd a presion reducida. El residuo
resultante se disolvié en 1,200ml de agua y se extrajo con EA. La capa organica se secé sobre sulfato sédico anhidro y
se concentrd al vacio. El residuo resultante se disolvié en 2,000ml de THF, a lo cual se afadieron 162g de trifenilfosfina.
La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente por 2h, después de lo cual se afadieron 200ml de agua. La
mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente por 18h y se concentrd hasta 500ml a presion reducida. Después,
el precipitado resultante se filtrd. El filtrado se concentré adicionalmente a presion redu0|da para eliminar el THF, y se
lavé con MC. La capa ac. se concentr6 para obtener 86.2g del comp. 42 como un liquido. 'H NMR (400MHz; CDCl3) &
4.96 (brs, 1H), 3.54-3.48 (m, 4H), 3.34 (q, 2H), 2.88 (1, 2H), 1.48-1.46 (m, 11H).

Ejemplo 43: Preparacién de 2-[2-{2-(t-butoxicarbonilamino)-etoxi}etillamino-1H-purin-6(9H)-ona (43).

O

N
- HN \
o Jﬁ )
BocHN™ >~ V’\H ﬁ

N

6.3g del comp. 42 y 2.0g de 2-bromohipoxantina se dispersaron en 55ml de monometoxietanol y 17.5ml de agua. La
mezcla de reaccion se agité a reflujo por 16h, y el solvente se eliminé a presion reducida. Después, el concentrado se
agité en 20ml de MC y 10ml de agua por 30 m|n y el precipitado resultante se recogi6 por filtracién para obtener 2.1g
del comp. 43 como un sélido amarillo palido. "H NMR (500MHz; DMSQgs) & 12.43 (br s, 1H), 10.45 (br s, 1H), 7.89 (s,
0.2H), 7.61 (s, 0.8H), 6.77 (m, 1H), 6.34 (s, 0.8H), 6.12 (s, 0.2H), 3.52 (t, 2H), 3.41 (m, 4H), 3.09 (q, 2H), 1.36 (s, 9H).

Ejemplo 44: Preparacién de 2-[2-[3-(t-butoxicarbonilamino)propiloxi}-etil]]-amino-1H-purin-6(9H)-ona (44).

O

BOcHN._~_ O~ Ay
H

2-{3-(t-butoxicarbonilamino)propiloxi}etilamina y 2-bromohipoxantina reaccionaron siguiendo de manera similar el
procedimiento descrito en el Ejemplo 43 para producir el compuesto 44 como un solido blanco. 'H NMR (500MHz;
DMSOQOgs) 6 12.43 (br s, 1H), 10.45 (br s 1H), 7.61 (m, 1H), 6.80 (t, 1H), 6.30 (s, 0.7H), 6.08 (s, 0.3H), 3.49 (i, 2H), 3.41 (1,
4H), 2.99 (q, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.37 (s, 9H).

Ejemplo 45: Preparacién de 2-{3-(t-butoxicarbonilamino)propil}amino-1H-purin-6(9H)-ona (45).
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Una mezcla de 10g de clorohipoxantina y 19.6ml 1,3-diaminopropano dispersados en 40ml de monometoxietanol se
agité a 130°C por 10h. Después, el solvente se elimind a presion reducida y el residuo resultante se disolvié en 150ml
de THF y 150ml de agua, a lo cual se anadieron lentamente 19.2g de Boc:O disueltos en 100ml de THF. La mezcla se
agitdé a temperatura ambiente por 6h. Después que EA se anadlo el precipitado resultante se recogi6 por filtracién para
obtener 6.31g del comp. 45 como un sélido verde oscuro. 'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 11.13 (br s, 1H), 7.64 (s, 1H),
6.87 (s, 1H), 6.31 (s, 1H), 3.23 (q, 2H), 2.98 (m, 2H), 1.62 (m, 2H), 1.38 (s, 9H).

Los derivados de guanina 46 ~ 47 se prepararon usando una diamina adecuada siguiendo de manera similar el
procedimiento descrito en el Ejemplo 45. Datos espectrales y fisicos para los comp. ~46 47 se proporcionan en la tabla
mas abajo.

Ejemplos 46 ~ 47: Datos analiticos para los derivados de guanina 46 ~ 47.

0]

)\ >

BocHN—(CHz)—N

Diamina .
Comp. usada n | Datos espectrales & fisicos

Etileno 'H NMR (500MHz; DMSQgs) 5 12.43 (br s, 1H), 10.61 (br, 1H), 7.62 (s,
46 diami 2 |1H), 6.93 (t, 1H), 6.32 (s, 1H), 3.29 (q, 2H),3.10 (q, 2H), 1.37 (s, 9H).

iamina s .
Soélido gris.

Pentileno 'H NMR (500MHz; DMSQg) & 12.44 (s, 1H), 10.35 (s, 1H), 7.60 (s,

47 diamina 5 |1H), 6.80 (m, 1H), 6.29 (m, 1H), 3.21 (m, 2H), 2.90 (m, 2H), 1.49 (m,

2H), 1.39-1.35 (m, 11H), 1.27-1.28 (m, 2H). Sélido marrén palido.

Los comp. 43 ~ 46 se transformaron en los comp. 48 ~ 51 siguiendo de manera similar el procedimiento descrito en el
Ejemplo 32. Datos espectrales y fisicos para compuestos 48 ~ 51 se proporcionan en la tabla méas abajo.

Ejemplos 48 ~ 51: Datos analiticos para los derivados de guanina 48 ~ 51.

o
N
HN
BocHN —'l.a,\N ,l\::j[r?
H
CO,Et

Material

Comp. de partida

Ls Datos espectrales & fisicos

2 'H NMR (500MHz; DMSOgg) 5 10.67 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 6.78
48 43 [ (m, 1H), 6.15 (t, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.15 (g, 2H), 3.51 (m, 2H),
o 341 (m, 4H), 3.10 (m, 2H), 1.37 (s, 9H), 1.20 (t, 3H).
Sélido/espuma blanca.
A

(m, 1H), 6.44 (m, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.16 (g, 2H), 3.48 (t, 2H),
3.40 (m, 4H), 2.99 (q, 2H), 1.61 (m, 2H), 1.37 (s, 9H), 1.21 {(t,
|) 3H). Sélido/espuma amarilla.

"H NMR (500MHz; DMSOgs) & 10.57 (s, 1H), 7.69 (s, 1H), 6.79
49 44
o)
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A 'H NMR (500MHz; DMSOgs) 8 10.64 (s, 1H), 7.68 (s, 1H), 6.91 (t, 1H), 6.47 (s,
50 |45 / 1H), 4.88 (s, 2H), 4.16 (g, 2H), 3.28 (q, 2H), 3.08 (q, 2H), 1.36 (s, 9H), 1.21 (t,
3H). Sdlido rojo oscuro.

-4

by

'H NMR (400MHz; DMSOgs) & 10.44 (br s, 1H), 7.66 (s, 1H), 6.77 (m, 1H),
51 46 6.41 (m, 1H), 4.86 (s, 2H), 4.16 (g, 2H), 3.21 (g, 2H), 2.89 (q, 2H), 1.48 (m,
2H), 1.41-1.36 (m, 11H), 1.28-1.19 (m, 5H). Sélido gris oscuro.

3

A partir de los derivados de guanina 48, 49 y 51, monomeros de PNA guanina modificados 52 ~ 54 se prepararon de
manera similar a los procedimientos descritos en los Ejemplos 34 ~ 35. Datos espectrales y fisicos para los comps. 52
54 se proporcionan en la tablas mas abajo.

Ejemplos 52 ~ 54: Datos analiticos para mondémeros de PNA guanina 52 ~ 54.
8]
—— ﬁm
=y
NN N
H K(o
O
No
Bts

Material
Comp. de Ls Datos espectrales & fisicos
partida
'H NMR (400MHz; DMSQgs) & 10.61 (m, 1H), 8.36 (m, 1H), 8.25
_ |(m, 1H), 7.76-7.65 (m, 3H), 6.78 (t, 1H), 6.54 (m, 1H), 5.07 (s,
5 1.2H), 4.96 (s, 0.8H), 4.54 (s, 0.8H), 4.30 (s, 1.2H), 4.25 (m,
52 48 E 1.2H), 4.07 (m, 2H), 3.88 (m, 0.8H), 3.49 (m, 2.4H), 3.40 (m,
O 136H), 3.09 (m, 2H), 1.36 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 676.1
;,,f\) (observado), PM = 675.8 (C27H33N9OsSy). Solido/espuma marrdn
0SCUro.
A |"H NMR (400MHz; DMSOgs) 5 10.69 (s, 1H), 8.36 (m, 1H), 8.25
(m, 1H), 7.73 (m, 2H), 7.64-7.60 (m, 1H), 6.80 (t, 1H), 6.65 (br s,
53 49 1H), 5.05 (s, 1.2H), 4.94 (s, 0.8H), 4.54 (s, 0.8H), 4.29 (s, 1.2H),

o~ 424 (m, 1.2H), 4.07 (m, 2H), 3.87 (m, 0.8H), 3.46~3.39 (m, 6H),
2.97 (m, 2H), 1.60 (m, 2H), 1.36 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 689.8
(observado), PM = 689.8 (C2sH35N9OsS>). Sélido/espuma amarilla.

'H NMR (400MHz; DMSQgg) & 10.42-10.40 (m, 1H), 8.37-8.32 (m,
1H), 8.28-8.25 (m, 1H), 7.73-7.70 (m, 2H), 7.58-7.54 (m, 1H), 6.76
(t, 1H), 6.39-6.38 (m, 1H), 5.03 (s, 1.2H), 4.92 (s, 0.8H), 4.54 (s,
54 51 0.8H), 4.29 (s, 1.2H), 4.25 (m, 1.2H), 4.08-4.07 (m, 2H), 3.87 (m,
0.8H), 3.18 (m, 2H), 2.89 (m, 2H), 1.47 (m, 2H), 1.40-1.30 (m,
11H), 1.24 (m, 2H). MS/ESI (m+23/MNa*) = 696.2 (observado),
PM = 673.8 (C2sH35N9O7S>). Solido/espuma roja.

o

s
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Ejemplo 55: Preparacién de etil 2-[6-amino-2-{2-(t-butoxicarbonil-amino)etil}-amino-9H-purin-9-iljacetato (55).

OEt

NHy,
: NP SN
BocHN _~. ,J;:Lr"?”
H kr
o}

El comp. 55 se Preparé a partir del comp.26 siguiendo de manera similar el procedimiento para el Ejemplo 32. Sélido
amarillo palido. 'H NMR (400MHz; DMSOQOgg) 6 7.70 (s, 1H), 6.84 (t, 1H), 6.79 (s, 2H), 6.30 (t, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.16 (q,
2H), 3.25 (g, 2H), 3.08 (q, 2H), 1.37 (s, 9H), 1.22 (t, 3H).

Ejemplo 56: Preparacion de etil 2-[6-amino-2-[2-{2,3-bis(benciloxi-carbonil)guanidino}etillamino-9H-purin-9-ilJacetato
(56).

NH,
NZ SN,
CbzHN Tn \,..--'\N/]%-M N
NCbz H k

A 4.42¢g del comp. 55 disueltos en 22ml MC, se afadieron lentamente 22ml TFA a 0°C, y la solucién se agit6é por 2.5h.
La solucién de reaccion se concentr6 a presién reducida, a lo cual se afiadieron 100ml de éter de dietilo. El precipitado
resultante se recogid por filtracién para obtener 5.79g de un producto intermedio solido marrén palido. 3.9g del
intermedio se disolvieron en 39ml MC, a lo cual se afadieron lentamente 6.9ml de TEA a 0°C. La solucién se agit6 por
15min a temperatura ambiente, a lo cual se afadieron 2.48g de 1,3-bis(benciloxicarbonil)-2-(metiltio)pseudourea.
Después, la mezcla de reaccion se agitdé por otras 24h, y se lavo con 0.5M HCI ac. La capa organica se sec6 sobre
sulfato magnésico anhidro y se concentrd a presién reducida para producir 4.58g del comp.56 como un sélido amarillo
palido. "H NMR (500MHz; DMSOgg) & 11.59 (s, 1H), 8.56 (t, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.39-7.29 (m, 10H), 6.75 (s, 2H), 6.53 (s,
1H), 5.15 (s, 2H), 5.02 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.13 (q, 2H), 3.50 (q, 2H), 3.37 (m, 2H), 1.19 (t, 3H).

Ejemplo 57: Preparacién de etil 2-[6-(benciloxicarbonilamino)-2-[2-{2,3-bis-(benciloxicarbonil)guanidino}etillamino-9H-
purin-9-ilJacetato (57).

NHCbz
N7 N
>
CszN\n,N\,«HJ::-N Nk
NCbz CO,Et

4.54g del comp. 56 y 8.22g de N-(benciloxicarbonil)-N'-metilimidazolio triflato se disolvieron en 90ml de DMF, y se agité
por 29h a temperatura ambiente. El solvente se elimind a presion reducida, y el residuo resultante se purifico por
cromatografia de columna (1:3 hexano/EA) para proporcionar 3.06g del comp. 57 como una espuma blanca/soélido. H
NMR (500MHz; DMSOgs) 8 11.60 (s, 1H), 10.25 (s, 1H), 8.57 (t, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.45-7.29 (m, 15H), 7.14 (t, 1H), 5.18
(s, 2H), 5.14 (s, 2H), 5.02 (s, 2H), 4.95 (s, 2H), 4.15 (q, 2H), 3.54 (q, 2H), 3.42 (q, 2H), 1.19 (i, 3H).

Ejemplo 58: Preparacioén de etil 2-[6-amino-2-{4-(t-butoxicarbonil-amino)butil}-amino-9H-purin-9-ilJacetato (58).

29
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BocHN m ,I:JI

El comp. 58 se preparé a partir del comp 27 como un sélido/espuma amarilla rojiza siguiendo de manera similar el
procedlmlento descrito en el Ejemplo 32. 'H NMR (500MHz; DMSQgg) 6 7.67 (s, 1H), 6.79 (t, 1H), 6.69 (s, 2H), 6.30 (m
H), 4.85 (s, 2H), 4.15 (q, 2H), 3.22-3.17 (m, 2H), 2.93-2.89 (m, 2H), 1.45 (m, 2H), 1.40-1.36 (m, 11H), 1.21 (t, 3H).

CO,Et

Ejemplo 59: Preparaciéon de etil 2-[6-(benciloxicarbonilamino)-2-[4-(2,3-bis-(benciloxicarbonil)guanidino}butillamino-9H-
purin-9-ilJacetato (59).

NHCbz
e

I W

CszNTNWaN,L N>

CbzN H co,et

El comp. 59 se prepar6 a partir del comp.58 como un sélido/espuma amarilla palida siguiendo de manera similar los
procedimientos descritos en los Ejemplos 56 ~ 57. '"H NMR (500MHz; DMSOgs) & 11.49 (s, 1H), 10.12 (s, 1H), 8.28 (t,
1H), 7.91 (s, 1H), 7.45-7.31 (m, 5H), 6.95 (1, 1H), 5.17 (s, 2H), 4.93 (s, 2H), 4.16 (q, 2H), 3.28 (m, 4H), 1.51 (m, 4H), 1.46
(s, 9H), 1.38 (s, 9H), 1.21 (t, 3H).

Ejemplo 60: Preparacién de etil 2-[6-amino-2-{5-(t-butoxicarbonilamino)-pentil}amino-9H-purin-9-iljJacetato (60).

NH,

NWN*)I )

BocH
\-"COQET

El comp. 60 se preparé a partir del comp 28 como un sélido/espuma amarilla rojiza siguiendo de manera similar el
procedlmlento descrito en el Ejemplo 32. 'H NMR (500MHz; DMSQgg) 6 7.67 (s, 1H), 6.78 (t, 1H), 6.69 (s, 2H), 6.28 (m
H), 4.85 (s, 2H), 4.15 (q, 2H), 3.18 (q, 2H), 2.89 (q, 2H), 1.47 (m, 2H), 1.40-1.34 (m, 11H), 1.25 (m, 2H), 1.21 (t, 3H).

Ejemplo 61: Preparacion de etil 2-[6-{di-(t-butoxicarbonil))amino-2-[5-1(t-butoxicarbonil)amino}pentillamino-9H-purin-9-
illacetato (61).

N{Boc),
N7 N
|
BocHNWHAN NL

CO,Et

A 6.98g del comp. 60 disueltos en 100ml de THF, se ahnadieron 7.95g de Boc,O y 186mg de 4-(N,N-
dimetilamino)piridina, y la solucién se agitdé por 10min. Después, la solucion se mezcl6 con 4.62ml de TEA, se agitd por
30min, lentamente se calenté hasta 50°C, y después, se agitd por otras 24h a la temperatura. La solucién de reaccion
se concentro al vacio, y el residuo resultante se disolvié en 170ml de EA y se lavo en serie con 0.5M HCI ac. y agua. La
capa organica se secé sobre sulfato sodico anhidro, se concentrd, y se sometlo a separacién cromatografica (1:1
hexano/MC — MC) para obtener el comp. 61 como un sdlido/espuma amarilla. '"H NMR (500MHz; DMSOgg) & 8.05 (s,
1H), 7.23 (t, 1H), 6.77 (t, 1H), 5.00 (s, 2H), 4.19 (q, 2H), 3.25 (q, 2H), 2.91 (q, 2H), 1.53 (m, 2H), 1.40-1.39 (m, 29H),
1.28 (m, 2H), 1.22 (t, 3H).
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Ejemplo 62: Preparacion de etil 2-[2-[2-{2,3-bis-(benciloxicarbonil)-guanidino}etillamino-6-oxo-6,9-dihidro-1H-purin-2-
illacetato (62).

El comp. 50 se convirtié al comp. 62 como un sélido blanco siguiendo de manera similar el procedimiento descrito en el
Ejemplo 57. 'H NMR (500MHz; DMSOds) & 11.59 (s, 1H), 10.68 (s, 1H), 8.50 (t, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.42-7.29 (m, 10H),
6.58 (m, 1H), 5.13 (s, 2H), 5.02 (s, 2H), 4.86 (s, 2H), 4.12 (q, 2H), 3.50 (m, 2H), 3.46 (m, 2H), 1.18 (t, 3H).

Ejemplo 63: Preparacion de acido 2-[6-(benciloxicarbonilamino)-2-[2-12,3-bis-(benciloxicarbonil)guanidino}etillamino-9H-
purin-9-ilJacético (63).

NHCbz
ChzHN_N o~ N,L)I ?
H
NCbz L\cocm

A 2.57g del comp. 57 disueltos en 7.1ml de THF y 7.1ml de agua, se anadieron 340mg de LiOH a 0°C, y la solucién se
agité a temperatura ambiente por 40min. La solucién de reaccion se acidificd hasta pH 5~6 con 1N HCI ac.a 0°C, y el
solido resultante se recogié por filtracion para producir 2.33g del comp. 63 como un sélido blanco. 'H NMR (500MHz;
DMSOQOgs) 6 11.59 (s, 1H), 10.21 (s, 1H), 8.57 (t, 1H), 7.93 (s, 1H), 7.45-7.28 (m, 15H), 7.12 (t, 1H), 5.17 (s, 2H), 5.13 (s,
2H), 5.02 (s, 2H), 4.83 (s, 2H), 3.53 (q, 2H), 3.42 (q, 2H).

Ejemplo 64: Preparacion de t-butil N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonil-amino}etil)]-N-[2-{6-(benciloxicarbonilamino)-2-
[2-{2,3-bis-(benciloxi-carbonil)-guanidino}etillamino-9H-purin-9-il}acetil]glicinato (64).

FmocHN "\-’I\J'?\OJLLCJJ<

A 1.6g del comp. 63 disueltos en 30ml de DMF, se afiadieron a 0°C 660mg de EDCI y 910mg de Fmoc-Aeg-OtBu. La
solucién de reaccion se agité por 2h a temperatura ambiente y después se concentrd a presién reducida. El residuo
resultante se disolvié en 50ml MC y se lavo con 0.5M HCl ac., y la capa organica se secd sobre sulfato sodico anhidro.
Después, la capa organica se concentrd y, se sometié a separacion cromatografica (65:1 MC/MeQOH) para obtener
500mg del comp.64 como un sélido blanco. 'H NMR (500MHz; DMSOgs) 511.59 (s, 0.4H), 11.58 (s, 0.6H), 10.21 (s, 1H),
8.55 (m, 1H), 7.47-7.28 (m, 20H), 7.06 (br, 1H), 5.17-4.89 (m, 8H), 4.34-4.28 (m, 2.8H), 4.20 (m, 1H), 3.95 (s, 1.2H), 3.52
(m, 3.4H), 3.43 (m, 2.2H), 3.34 (m, 1.7H), 3.12 (m, 0.7H), 1.43 (s, 3H), 1.34 (s, 6H).

Ejemplo 65: Preparacién de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-[2-{6-(benciloxicarbonilamino)-2-[2-{2,3-
bis(benciloxicarbonil)-guanidino}etillamino-9H-purin-9-il}acetil]glicina (65).
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A 460mg del comp. 64 disueltos en 3.6ml MC, se afiadieron lentamente 3.6ml TFA a 0°C. La solucion de reaccion se
agité a temperatura ambiente por 3.5h, y después, 50ml éter de dietilo se anadleron El precipitado resultante se recogio
por filtracién para producir 430mg del comp. 65 como un sdlido blanco. '"H NMR (400MHz; DMSOgs) d 11.57 (s, 1H),
10.77 (br s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 7.87 (m, 2H), 7.63 (m, 2H), 7.50-7.28 (m, 21H), 5.26-4.96 (m, 8H), 4.34-4.18
(m, 4H), 4.03 (s, 1H), 3.52-3.36 (m, 7H), 3.13 (m, 1H). MS/ESI (m+1) = 1019.4 (observado), PM = 1018.0
(Cs3Hs51N11014).

Ejemplo 66: Preparacién de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-[2-{6-(benciloxicarbonilamino)-2-[4-{2,3-
bis(benciloxicarbonil)-guanidino}-butillamino-9H-purin-9-il}acetil]glicina (66).

NHCbz

N
- H i )
“MHNYN NNJ\N’ N>

H
NCbz
Lo,

qucHN"'\""N OH

El comp. 59 se convirtié al comp. 66 como un sélido/espuma blanca siguiendo de manera similar los procedimientos
descritos en los Ejemplos 63 ~ 65. 'H NMR (500MHz; DMSQgs) 8 12.84 (br s, 1H), 11.50 (s, 1H), 10.14-10.13 (m, 1H),
8.28 (m, 1H), 7.88 (m, 2H), 7.80-7.77 (m, 1H), 7.68-7.66 (m, 2H), 7.49 (t, 1H), 7.45-7.29 (m, 9H), 6.90 (m, 1H), 5.17 (s,
2H), 5.07 (s, 1.2H), 4.89 (s, 0.8H), 4.35-4.18 (m, 3H), 4.00 (s, 1H), 3.52 (m, 1H), 3.35-3.25 (m, 6H), 3.12 (m, 1H), 1.49
(m, 4H), 1.44 (d, 9H), 1.37 (d, 9H). MS/ESI (m+1) = 978.4 (observado), PM = 978.1 (C4gHs9N11011).

Ejemplo 67: Preparacién de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-[2-[6-[2-{2,3-
bis(benciloxicarbonil)guanidino}etoxilmetil-2-oxo-2H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-3(7H)-il]acetil]glicina (67).

NCbz
N NHCbz
O—f-_H
] NH
B
N No
kfo o
N
FrnocHNN OH

El comp. 18 se convirtié al comp. 67 como un solido amarillo palido siguiendo de manera similar los procedimientos
descritos en los Ejemplos 63 ~ 65. '"H NMR (500MHz; DMSOgs) & 11.99 (br s, 1H), 11.57 (br, 1H), 8.56 (m, 1H), 8.48-
8.45 (m, 1H), 7.89-7.87 (m, 2H), 7.70-7.65 (m, 2H), 7.49-7.26 (m, 15H), 6.36-6.33 (m, 1H), 5.20 (s, 2H), 5.03-5.01 (m
3.3H), 4.83 (s, 0.7H), 4.49-4.17 (m, 5.7H), 4.01 (m, 1.3H), 3.57-3.11 (m, 8H); MS/ESI (m+1) = 899.7 (observado), PM =
898.9 (Cs7H4NgO11).

Ejemplo 68: Preparacion de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-{2-[2-{2,3-bis-
(benciloxicarbonil)guanidino}etillamino-6-oxo0-6,9-dihidro-1H-purin-2-ilJacetil}glicina (68).
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El comp. 62 se convirtié al comp. 68 como un solido/espuma blanca siguiendo los procedimientos descritos en Ejemplos
63 ~ 65. '"H NMR (500MHz; DMSQgs) 8 11.58 (s, 1H), 10.88 (s, 1H), 8.51 (m, 1H), 7.93 (m, 1H), 7.87 (m, 2H), 7.64 (m,
2H), 7.47 (t, 1H), 7.41-7.26 (m, 14H), 6.66 (br, 1H), 5.16-4.89 (m, 8H), 4.34-4.18 (m, 3.8H), 4.00 (m, 1.2H), 3.50-3.35 (m,
7H), 3.13 (m, 1H); MS/ESI (m+1) = 885.3 (observado), PM = 884.9 (C45H44N10010).

Ejemplo 69: Preparacion de acido 2-[6-{2-(t-butoxicarbonilamino)etoxi}metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2,3-d]pirimidin-3(7H)-
illacético (69).

0 Q
NHBoc N4 )’DH
N

WS-

El compuesto 16 se hidroliz6 al compuesto 69 como un sélido marréon pdlido siguiendo de manera similar el
procedimiento descrito en el Ejemplo 11. 'H NMR (500MHz; DMSOQgs) 6 13.03 (br s, 1H), 11.31 (s, 1H), 8.37 (s, 1H),
6.85 (1, 1H), 6.19 (s, 1H), 4.63 (s, 2H), 4.40 (s, 2H), 3.42 (t, 2H), 3.11 (q, 2H), 1.37 (s, 9H).

Ejemplo 70: Preparacion de metil N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonil-amino}etil)]-N-{2-[6-{2-(t-
butoxicarbonilamino)etoxi}metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2,3-d]pirimidin-3(7H)-il]lacetil}glicinato (70).

OINHBoc

fNH
| N

N o

%

o
N
FmocHN" \)LOM'B

3.6g del comp. 69, 3.6g de Fmoc-Aeg-OMe, 2.5g de EDCI 1.73g de HOBt, y 2.24ml DIEA se disolvieron en 70ml de
DMF, y se agitdé a temperatura ambiente por 1.5h. El solvente de reaccién se elimin6 a presion reducida, y el residuo
resultante se disolvié en 100mI MC y se lavo en serie con 1M HCI ac., agua destilada, y salmuera. La capa organica se
seco sobre sulfato sédico anhidro, se concentr6 al vacio, y se purificd por cromatografia de columna (100:2 MC/MeQOH)
para proporcionar 2.5g del comp. 70 como un sélido/espuma amarilla. 'H NMR (500MHz; DMSOgs) 8 11.30 (s, 1H), 8.24
(s, 0.65H), 8.21 (s, 0.35H), 7.89-7.87 (m, 2H), 7.71-7.67 (m, 2H), 7.48-7.25 (m, 5H), 6.87 (t, 1H), 6.17 (s, 0.7H), 6.15 (s,
0.3H), 4.93 (s, 1.3H), 4.74 (s, 0.7H), 4.40-4.39 (m, 2.7H), 4.35-4.21 (m, 3H), 4.08 (s, 1.3H), 3.73 (s, 0.8H), 3.62 (s, 2.2H),
3.51 (t, 1.4H), 3.43-3.30 (m, 3.6H), 3.13-3.10 (m, 3H), 1.37 (s, 9H).
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Ejemplo 71: Preparacién de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-{2-[6-{2-(t-
butoxicarbonilamino)etoxi}metil-2-oxo-2H-pirrolo-[2,3-d]pirimidin-3(7H)-il]Jacetil}glicina (71).

DfNHBoc

’aNH
|

N

>

FmocHN” " OH

A 5.0g del comp. 70 disueltos en 75ml 1:1:1 acetonitrilo/acetona/agua, se afadieron lentamente a 0°C 28.5ml de 2.5N
LiOH ac.. La solucion de reaccién se agité por 10min y se neutralizé con 20% acido citrico ac.. Después que el pH de la
la solucion se ajusté a 8 con bicarbonato sédico saturado ac., 516mg de Fmoc-OSu se afnadieron a la solucién y la
solucién se agité por 2h a temperatura ambiente. Después, la solucién se acidificé hasta pH 3 con 20% &cido citrico ac.
y se agit6 por 90m|n a 0°C. El precipitado resultante se recogi6 por filtracion para dar 4.0g del comp. 71 como un sélido
verde amarillento. 'H NMR (500MHz; DMSQqg) 8 12.02 (br, 1H), 8.51-8.49 (m, 1H), 7.89-7.88 (d, 2H), 7.70-7.50 (m, 2H),
7.49 (t, 1H), 7.42-7.28 (m, 4H), 6.87 (t, 1H), 6.36 (s, 0.7H), 6.33 (s, 0.3H), 5.02 (s, 1.2H), 4.84 (0.8H), 4.43-4.42 (m,
2.4H), 4.34-4.19 (m, 3.2H), 4.01 (s, 1.4H), 3.48 (t, 1.2H), 3.44-3.41 (m, 2.1H), 3.37-3.29 (m, 2H), 3.12-3.10 (m, 2.7H),
1.37 (s, 9H); MS/ESI (m+1) = 689.3 (observado), PM = 688.7 (C3sH40NsOy).

Ejemplo 72: Preparacion de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-{2-[5-{(t-
butoxicarbonil)amino}pentillamino-6-ox0-6,9-dihidro-1H-purin-2-iljacetil}glicina (72).

o
"}

o

FmocHN™ ™~ N OH

Bo-::HNWN"'l‘

El comp. 51 se convirtié al comp. 72 como un sélido/espuma blanca siguiendo de manera similar los procedimientos
descritos en los Ejemplos 69 ~ 71. 'H NMR (500MHz; DMSOg) & 13.01 (br, 1H), 10.52-10.46 (m, 1H), 7.88 (d, 2H), 7.65
(d, 2H), 7.54 (s, 0.5H), 7.50 (s, 0.5H), 7.48 (m, 1H), 7.40 (i, 2H), 7.31 (m, 2H), 6.81 (i, 0.5H), 6.72 (t, 0.5H), 6.52-6.48 (m
1H), 4.98 (s, 1H), 4.77 (s, 1H), 4.33 (d, 1H), 4.23-4.21 (m, 2H), 4.05 (m, 1H), 3.96 (s, 1H), 3.50 (m, 1H), 3.35 (m, 2H),
3.21 (m, 2H), 3.14 (g, 1H), 2.88 (m, 2H), 1.46 (g, 2H), 1.39-1.35 (m, 11H), 1.28 (m, 2H); MS/ESI (m+1) = 717.4
(ObSGI’V&dO), PM=716.8 (CseH44Ngog)

Ejemplo 73: Preparacion de N-[2-{(9H-fluoren-9-il)metoxicarbonilamino}-etil)]-N-[2-[6-{bis(t-butoxicarbonil)amino}-2-{5-(t-
butoxicarbonilamino)-pentil}amino-9H-purin-9-ilJacetillglicina (73).
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El comp. 61 se convirtié al comp. 73 como una sélido/espuma blanca siguiendo de manera similar los procedimientos
descritos en los Ejemplos 69 ~ 71. 'H NMR (500MHz; DMSOg) & 12.71 (br s, 1H), 7.90-7.87 (m, 3H), 7.67 (m, 2H),
7.44-7.39 (m, 3H), 7.31 (m, 2H), 7.07 (m, 1H), 6.69 (m, 1H), 5.11 (s, 1.2H), 4.93 (s, 0.8H), 4.37-4.21 (m, 3.8H), 4.01 (s,
1.2H), 3.52 (m, 1H), 3.36 (m, 2H), 3.23 (m, 2H), 3.13 (m, 1H), 2.88 (m, 2H), 1.49 (m, 2H), 1.38-1.35 (m, 27H), 1.27-1.25
(m, 4H); MS/ESI (m+1) = 916.5 (observado), PM = 916.0 (C4sHg1NoO14).

Preparacion de oligdmeros de PNA: monémeros de PNA o, que se sintetizaron de acuerdo con el Esquema 4, se
enviaron a Panagene, Inc (www.panagene.com, Daejon, Corea del Sur) para preparar oligbmeros de PNA de la
Férmula | en Panagene de acuerdo con el método descrito en la literatura o con modificacién(s) menor(s) de este. (Org.
Lett. vol 9, 3291-3293, 2006) Se recibieron de Panagene oligomeros de PNA caracterizados por MALDI-TOF vy
analizados por HPLC- Cyg de fase inversa. Los oligémeros de PNA recibidos de Panagene se usaron sin purificacién
adicional.

Los monémeros de PNA q del Esquema 5 se usaron para sintetizar los oligdmeros de PNA de la Férmula | de acuerdo
con el método descrito en la técnica anterior o con modificacion(s) menor(s) de este. (patente US 6,133,444) Esos
oligobmeros de PNA se purificaron por HPLC- Cig de fase inversa (acetonitrilo ac con 0.1% TFA) y caracterizados por
MALDI-TOF. La Figura 1 proporciona cromatogramas de HPLC antes y después de la purificacién del Oligo 17 por
HPLC de fase inversa. La Figura 2 proporciona un espectro de masa de MALDI-TOF para un lote del Oligo 17. Las
Figuras 1 y 2 se proporcionan sélo con propdsitos ilustrativos y no se deben interpretar como una restriccion a esta
invencion.

Los oligdmeros de PNA sintetizados para esta invencion se proporcionan en la Tabla 1 junto con sus datos de peso
molecular por MALDI-TOF. De las abreviaturas usadas en la Tabla 1, A, T, G, y C se refieren a la nucleobase adenina,
timina, guanina y citosina, sin modificar, respectivamente. Las nucleobases modificadas C(mXn), C(mXng), A(mXn),
A(m), A(mg), y G(m) son como se define mas abajo la Tabla 1 junto con Lys, Fam, L(1), y L(2). Estos oligbmeros de PNA
s6lo se presentan para propésitos ilustrativos y no se deben interpretar como una restriccion a la presente invencion.

Tabla 1. Oligémeros de PNA de esta invencién y datos espectrales de masa de estos.?

Entrada Secuencia (N — C) PM |(m+1)°
Oligo 1 Fam-L(1)L(1)-TGC(103)-TAC(103)-TAC(103)-TG-Lys-NH 4079.0  4078.3
Oligo 2 Fam-L(1)L(1)-TGC-TAC-TAC-TG-Lys-NH. 3745.6 | 3745.5
Oligo 3 TGC(103)-TAC-TAC(103)-TG-Lys-NHz 3319.4 3318.5
Oligo 4 TGC-TAC(103)-TAC-TG-Lys-NH> 3208.3 | 3208.3
Oligo 5 TGC-TAC-TAC-TG-Lys-NH> 3097.2 1 3097.8
Oligo 6 Fam-L(1)L(1)-TC(103)&2388/(3%{)&:&3;103)-GTG-C(103)GC- 61404 |6141.8
Oligo 7 Fam-L(1)L(1)-TCT-CCC-AGC-GTG-CGC-CAT-Lys-NH2 5584.4 | 5583.1
Oligo 8 TGC(202)-TAC-TAC(202)-TG-Lys-NH2 3319.4 3318.9
Oligo 9 GC(202)A-C(202)AT-TTG-C(202)CT-NH2 3553.7 | 3552.7
Oligo 10 GC(102)A-C(102)AT-TTG-C(102)CT-NH2 3511.6 | 3511.1
Oligo 11 GCA-CAT-TTG-CCT-Lys-NH2 3348.3 | 3345.8
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Oligo 12
Oligo 13
Oligo 14
Oligo 15
Oligo 16
Oligo 17
Oligo 18
Oligo 19
Oligo 20
Oligo 21
Oligo 22
Oligo 23
Oligo 24
Oligo 25
Oligo 26
Oligo 27
Oligo 28

a.

A(3

A5

ES 2533769 T3

CA(3)T-A(3)GT-A(3)TA-A(3)GT-NH
CA(4)T-A(4)GT-A(4)TA-A(4)GT-NH,
CA(5)T-A(5)GT-A(5)TA-A(5)GT-NH;
CA(7)T-A(7)GT-A(7)TA-A(7)GT-NH;

CAT-AGT-ATA-AGT-Lys-NH2

CA(5)T-A(5)GT-A(5)TA-A(5)GT-Lys-NH,
CA(202)T-A(202)GT-A(202) TA-A(202)GT-NH,
L(1)-TAG(203)-CTG(203)-CTG-ATT-Lys-NH
TG(5)G-C(102)AA-C(102)TG-A(5)T-Lys-NH;
Fam-L(2)-TG(5)G-C(102)AA-C(102) TG-A(5)T-Lys-NH
Fam-L(2)-TT-C(102)AT-A(5)GT-A(5)TA-AG(5) T-Lys-NH
(2)L(2)-TC(102)A-GA(5)A-C(102) TT-A(5)T-Lys-NH,
Fam-L(2)-CA(5)T-A(44)GT-A(4q) TA(5)-AGT-Lys-NH,
TT-C(1024)AT-A(5)GT-A(5)TA-AG(5)T-Lys-NH,
GC(1N3)A-C(1N3)AT-TTG-C(1N3)CT-NH:

Fam-L

CAT-AGT-ATA-AGT-NH2

Fam-L(2)-TGG-CAA-CTG-AT-Lys-NH

Las abreviaturas empleadas para los monémeros se definen mas abajo.

3580.8
3636.9
3693.0
3805.0
3420.3
3820.9
3700.7
3746.9
3525.6
3997.0
4806.9
4084.2
4348.5
4377.4
3550.8
3292.3
3617.5

b. Maximo ién observado para MH" a menos que se indique lo contrario.
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3580.9
3634.9
3691.5
3803.4
3418.3
3819.8
3701.4
3748.9
3523.8
3996.1
4806.7
4083.8
4347.4
4375.6
3550.9
3292.5
3616.3
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Afinidad de unién para ADN: Los oligdmeros de esta invencién se evaluaron por su afinidad de unién para ADN por
medicion de los valores de T de la siguiente manera.

Se mezclaron 4uM del oligdmero de PNA y 4uM de ADN en amortiguador ac. (pH 7.16, 10mM fosfato sédico, 100mM
NaCl), y se incubaron a 90°C durante varios minutos y lentamente se enfriaron a temperatura ambiente. Después, la
solucién se transfiri6 a una cubeta de cuarzo de 4ml y la cubeta se sellé fuertemente. La cubeta se monté en un
espectrofotometro UV/Visible Agilent 8453 y los cambios de absorbancia a 260nm se registraron con aumento de la
temperatura de la cubeta ya sea a 0.5 o 1.0°C por minuto. A partir de la curva de absorbancia vs temperatura, la
temperatura que mostré la mayor velocidad de aumento en absorbancia se leyé como la temperatura de fusion Tn, entre
PNA y ADN. Los ADN para las mediciones de T se adquirieron ya sea de Bioneer, Inc. (www.bioneer.com, Daejon,
Corea del Sur) o de Ahram Biosystems (www.ahrambio.com, Seul, Corea del Sur), y se usaron sin purificacién adicional.

La Figura 3 proporciona graficos de cambios de absorbancia con temperatura para el Oligo 17 contra ADN
complementario o no coincidente. Para las secuencias de ADNs no coincidentes contra el Oligo 17, referirse a la Tabla
2. En la Figura 3, hay una temperatura de transiciéon en cada curva, que se leyé como el valor de Ty, para la curva.

Los valores de Trm se proporcionan en la Tabla 2 para los oligémeros de PNA de esta invencion. Estos valores de T se
proporcionan sélo con propositos ilustrativos y no se deben interpretar como una restriccion a esta invencion.

Tabla 2. Valores de T entre PNA y ADN complementario o no coincidente.

Entrada |Secuencia de ADN (5' — 3') Tm, °C | Observacion

Oligo 5 55 oligobmero de PNA sin modificar

Oligo 3 65 C(103) x 2

Oligo 4 CAG-TAG-TAG-GA 61 C(103) x 1

Oligo 8 68 C(202) x 2

Oligo 10 > 85 C(102) x 3

Oligo 11 AGG-CAA-TTG-TGC 59 oligbmero de PNA sin modificar

Oligo 12 60 A(B)x 4

Oligo 13 64 A(4) x 4

Oligo 14 69 A(5) x 4

Oligo 15 ACT-TAT-ACT-ATG = AT x4

Oligo 18 66 A(202) x 4

Oligo 27 55 oligobmero de PNA sin modificar

Oligo 16 |ACT-TAT-ACT-ATG 56 oligbmero de PNA sin modificar
ACT-TAT-ACT-ATG 72 complementario

Oligo 17 ACT-TAC-ACT-ATG 61 no coincidente (T — C)
ACT-TAA-ACT-ATG 59 no coincidente (T — A)
ACT-TAG-ACT-ATG 58 no coincidente (T — G)

Oligo 24 |ACT-TAT-ACT-ATG 70 A(5) x 2 méas A(4g) x 2
ATC-AGT-TGC-CA 84 complementario

Oligo 20 |ATC-ATT-TGC-CA 62 no coincidente (G — T)
ATC-AAT-TGC-CA 65 no coincidente (G — A)
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La sustitucion de citosina con un derivado de la nucleobase pirrolocitosina no natural de esta invencion aumenté
notablemente la afinidad del oligdmero de PNA para el ADN complementario. Por ejemplo, Oligo 10 que tiene tres
mondmeros 'C(102) de citosina 'modificados' mostré una T que sobrepasaba 85°C, mientras que el correspondiente
Oligo 11 'sin modificar' mostré una T de 58°C. Otros mondémeros de citosina modificada tales como 'C(103) o 'C(202)'
ademas aumentaron significativamente la afinidad del oligémero de PNA para el ADN complementario, como se

ejemplifico con Oligo 3 y Oligo 8.

Nucleobases de adenina 'modificada’ de esta invencién ademas aumentaron significativamente la afinidad del oligémero
de PNA para el ADN complementario. Por ejemplo,Oligo 15 que tiene cuatro monémeros A(7) de adenina 'modificada’
mostraron una T, de 71°C, la cual es significativamente mas alta que la T de 55°C observada con Oligo 27 'sin
modificar'. Otros monémeros de adenina 'modificada’ tales como A(4), y A(5) ademas aumentaron notablemente la
afinidad para el ADN complementario.

Se encontrd que los monémeros de PNA 'modificados' de esta invencién eran muy sensibles a la no coincidencia de
bases. Por ejemplo, disminuciones de 11 ~ 14°C en la Tyse observaron con una sola base no coincidente para un
mondémero A(5) en Oligo 17. Una sola base no coincidente para un monémero C(102) en Oligo 20 resulté en
disminuciones de 19 ~ 22°C en la Tn.

Penetracion celular : Con el fin de evaluar la capacidad de penetracion celular de los oligbmeros de PNA de esta
invencion, células de cancer de origen humano se trataron con oligdmeros de PNA etiquetados covalentemente con
fluoresceina. El método aplicado se proporciona en resumen de la siguiente manera.

En cada cubreobjeto (en autoclave) colocado en cada pocillo de una placa de 24-pocillos, se sembraron 20,000 ~
100,000 células en dependencia de la velocidad de crecimiento de la linea celular usada, y las células se cultivaron a
37°C y 5% CO» durante 16 a 24h. Después, el medio se sustituyd con 500ul de medio Opti-MEM fresco (con o sin 1%
FBS), al cual se afadié una alicuota de solucién madre ac. de un oligémero de PNA etiquetado covalentemente con
fluoresceina. Después de que las células se cultivaron durante un intervalo designado, las células se lavaron con PBS, y
se fijaron mediante la incubacion a 3.7% 0 4% paraformaldehido. Las células se lavaron totalmente varias veces con
PBS o PBS que contenia 0.1% Tween-20. Después, el cubreobjeto se montd sobre un portaobjeto por medio del uso de
una gota de solucién de montaje y se sell6 con esmalte de ufias para microscopia de fluorescencia confocal. Se
tomaron iméagenes de fluorescencia ya sea en un microscopio confocal Zeiss LSM 510 (Alemania) a objetivo 63X o en
un microscopio confocal Nikon C1Si a objetivo 40X.

Las imagenes de penetracion celular en las Figuras 4~8 se proporcionan sélo para propésitos ilustrativos y no se deben
interpretar como una restriccién a la presente invencién.

En la Figura 4(a) y 4(b), se proporcionan imagenes de microscopia confocal (a objetivo 63x) 1, 2, 3 y 24h después de
que las células Hela se trataron con Oligo 1 y Oligo 2 a 5uM, respectivamente (sin FBS). Mientras la intensidad de
fluorescencia es clara y llega a ser intensa sobre las 24h en la Figura 4(a), la intensidad de fluorescencia es débil en la
Figura 4(b), lo que indica que Qligo 1penetra las células Hela significativamente mas rapido que Oligo 2 'sin modificar' .

En la Figura 5(a) y 5(b), se proporcionan imagenes de microscopia confocal (a objetivo 63x) 0.5 y 1h después de que
las células MCF-7 se trataron con Oligo 6y Oligo 7 a 2.5uM, respectivamente (sin FBS). Mientras la intensidad de
fluorescencia es clara y llega a ser intensa sobre 1h en la Figura 5(a), la intensidad de fluorescencia es débil en la
Figura 5(b), lo que indica que Qligo 6penetra las células MCF-7 significativamente més rapido que Oligo 7 'sin modificar'

En la Figura 6(a) y 6(b), se proporcionan fotografias de microscopia confocal (a objetivo 40x) 6 0 24h después de que
las células Hela se trataron con Oligo 1 y Oligo 6 a 1uM, respectivamente (con 1% FBS). Mientras la intensidad de
fluorescencia es débil aun a 24h en la Figura 6(a), la intensidad de fluorescencia es clara y llega a ser intensa sobre 24h
en la Figura 6(b), lo que sugiere que Oligo 6 penetra las células Hela significativamente mas rapido que Oligo 1.

En la Figura 7(a) y 7(b), se proporcionan fotografias de microscopia confocal (objetivo 40x) 24h después de que las
células JAR se trataron con Oligo 21y Oligo 28 a 2uM, respectivamente (sin FBS). Mientras la intensidad de
fluorescencia es fuerte en la Figura 7(a), no hay intensidad de fluorescencia significativa en la Figura 7(b), lo que sugiere
que Oligo 21 penetra las células JAR significativamente mas rapido que Oligo 28 'sin modificar'.

En la Figura 7(c) y 7(d), se proporcionan fotografias de microscopia confocal (a objetivo 40x) 24h después de que las
células A549 se trataron con Oligo 21y Oligo 28 a 2uM, respectivamente (sin FBS). Mientras la intensidad de
fluorescencia es fuerte en la Figura 7(c), no hay intensidad de fluorescencia significativa en la Figura 7(d), lo que sugiere
que Oligo 21 penetra las células A549 significativamente mas rapido que Oligo 28 'sin modificar'.

En la Figura 7(e) y 7(f), se proporcionan fotografias de microscopia confocal (a objetivo 40x) 12h después de que las
células Hela se trataron con Oligo 21 y Oligo 28 a 2uM, respectivamente (sin FBS). Mientras la intensidad de
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fluorescencia es evidente en la Figura 7(e), no hay intensidad de fluorescencia significativa en la Figura 7(f), lo que
sugiere que Oligo 21 penetra las células Hel a significativamente mas rapido que Oligo 28 'sin modificar'.

En la Figura 7(g), se proporcionan fotografias de microscopia confocal (a objetivo 40x) 24h después de que las células
HelLa se trataron con el Oligo 21 a 2uM (sin FBS). Dado que la fluorescencia celular en la Figura 7(g) es
significativamente mas fuerte que en la Figura 7(e), Oligo 21 parece penetrar sobre 24h en vez de 12h.

La Figura 8(a), 8(b) y 8(c) proporcionan imagenes de microscopia confocal (objetivo 40x) 24h después de que las
células Hela, A549, y JAR se trataron con 2uM Oligo 22, respectivamente (sin FBS). Todas las imagenes estan
asociadas con fluorescencia dentro de la célula, lo que indica que Oligo 22 posee buena penetracion celular en las
células probadas.

Antisentido Ejemplo: Oligo 9 y Oligo 12 poseen la misma secuencia de bases que T1-12 y T5-12, respectivamente, las
cuales se inform6 en la literatura que inhiben la sintesis ribosomal de mdm2. (Nucleic Acids Res. vol 32, 4893-4902,
2004) Oligo 9 y Oligo 12 se evaluaron por su capacidad de inhibir la sintesis ribosomal de mdm2 en las células JAR de
la siguiente manera. El siguiente ejemplo antisentido se presenta sélo para propésitos ilustrativos y no se debe
interpretar como una restriccién a la presente invencion.

Las células JAR (ATCC # de catalogo HTB-144) se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con 10% FBS y 1%
penicilina-estreptomicina a 37°C y 5% CO.. Las células después se sembraron en cada pocillo de una placa de 12-
pocillos que contenia 1ml del mismo medio, y se trataron con una alicuota de una solucién madre acuosa de Oligo 9 u
Oligo 12 de una concentracion designada. Después, las células se incubaron a 37°C y 5% CO. por 15h.

Las células en cada pocillo se lavaron con PBS frio y se trataron con 80ul de amortiguador RIPA que contenia 1% de
céctel de inhibidores de proteasa, y la placa se incubd a 4°C y se agité lentamente por 15min. El contenido de cada
pocillo se raspd en un micro tubo. El micro tubo se incub6 en hielo por 10min y se centrifugd a 10,000g. El sobrenadante
resultante se recogi6 y se sometié a cuantificacion de proteina por el ensayo de Bradford y andlisis de transferencia de
tipo Western. Para electroforesis, 20ug de proteina se cargaron en cada linea del gel en un aparato de minigel, se
separd y se transfirié sobre una membrana de PVDF (0.45u, Millipore). El anticuerpo primario mdm2 usado para la
transferencia de tipo Western fue SC-965 (Santa Cruz Biotechnology).

La Figura 9 proporciona los resultados de la transferencia de tipo Western para las células JAR tratadas con 5uM o
10pM QOligo 9, 5uM o 10uM QOligo 10, co-tratamiento con los oligdbmeros a 5uM o 10uM cada uno, y blanco (sin
tratamiento con oligémero). En la Figura 9, el tratamiento con Oligo 9 u Oligo 10, o co-tratamiento con Qligo 9y Oligo 10
inhibio significativamente la sintesis ribosomal de mdmz2 en las células JAR tanto a 5pM y 10uM.
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1. Un derivado de acido nucleico peptidico de la Férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable de este:

0 0 0 o
x.N/‘\lJN\\)'LNf‘-lVN\HLNAI/‘ ------ Jr‘,w\()LN,A\JN ,
t H I W H

Y5, T S T2 Spa Tn1 Sy Tn
Formulal

en donde

n es un entero igual a 0 mayor que 5;

S1, Sz, .... Sni, Sn, T4, T2, ..., Tn1, ¥ Ta independientemente representan radicales hidrégeno, deuterio, alquilo
sustituido o no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;

X'y Y independientemente representan radicales hidrogeno, deuterio, alquilo sustituido o no sustituido, acilo
sustituido o no sustituido, sulfonilo sustituido o no sustituido, o arilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no sustituido, o amino
sustituido o no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales; y,

al menos una de By, By, ..., Bn1, y Bn es independientemente seleccionada de nucleobases no naturales
representadas por la Formula I, Férmula lll, o Férmula IV:

Ff‘
/ R L N i
) e S
Vs NN NH NN TR
1 A
Y S
|
NT O Ra Rs
,+n
Formula Il Férmula Formula IV
en donde
R1, Rz, Rs, R4, Rs y Re son independientemente seleccionados de radicales alquilo sustituido o no sustituido, e
hidrogeno; y,

L1, Lo y Ls son un enlazador covalente representado por la Formula V que conecta un grupo amino basico a la
porcion responsable de las propiedades de apareamiento de las nucleobases:

S Q
-~ -
2 g oy

Formula V

en donde

Q1 y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido (-CHz-), y Qm esta directamente enlazado al grupo
amino bésico;

Q2, Qs, ..., ¥ Q m1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,
oxigeno (-O-), azufre (-S-), y amino sustituido o no sustituido [-N(H)-, o -N(sustituyente)-]; y,

m es un numero entero de 2 a 15.

El derivado de acido nucleico peptidico de acuerdo con la Reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:
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en donde

n es un nimero entero del 5 al 30;

S1, S2, ..., Sn-1, Sn, T4, Ta, ..., Ta, y Ta son radicales hidrégeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido, acilo
sustituido o no sustituido, sulfonilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, ariloxi sustituido o no sustituido, o amino
sustituido o no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales; y,

al menos una de B4, By, ..., Bni1, ¥ Bn es independientemente seleccionada de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Formula lll, o Féormula IV.

El derivado de acido nucleico peptidico de acuerdo con la Reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:

en donde

n es un nimero entero del 8 al 25;

S1, Sz, ...y Sn-1, S, T4, To, ... T, ¥ Tn sON radicales hidrégeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrogeno, alquilo sustituido o no sustituido, acilo
sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, 0 amino sustituido o no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales;

al menos dos de By, By, ..., Bn.1, y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula I, Férmula lll, o Férmula IV;

R1, Rz, Rs, R4, Rs y Re son independientemente seleccionados de radicales alquilo sustituido o no sustituido, e
hidrégeno;

Qs y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qm esta directamente enlazado al grupo amino
basico;

Q2, Qs, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,
oxigeno, y amino ; y,

m es un numero entero de 2 a 12.

El derivado de &cido nucleico peptidico de acuerdo con la Reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:

en donde

n es un nimero entero del 10 al 25;

S1, Sz, ...y Sn-1y S, T4, To, ..., That, ¥ Tn SON radicales hidrégeno;

Xy Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, y acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, 0 amino sustituido o no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, y Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales;

al menos tres de B, By, ..., Bn.1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula I, Formula lll, o Férmula IV;

Ri, Rz, Rs, R4, Rs y Re son independientemente seleccionados de radicales alquilo sustituido o no sustituido, e
hidrogeno;

Q; y Qm son radicales metileno, y Qm esté directamente enlazado al grupo amino bésico;

Q2, Qs, ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno, oxigeno, y amino; vy,

m es un numero entero de 2 a 10.

El derivado de acido nucleico peptidico de acuerdo con la Reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:

en donde

n es un nimero entero del 10 al 20;

S1, Sz, ...y Sn-1, Sn, T4, To, ..., Tha1, ¥ Tn SON radicales hidrégeno;

Xy Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, y acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, o amino sustituido o0 no sustituido;

B1, Ba, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases naturales que incluyen adenina,
timina, guanina, citosina y uracilo, y nucleobases no naturales;
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al menos tres de B1, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula I, Férmula lll, o Férmula IV;

R1, Rs, ¥ Rs son radicales hidrogeno, y Rz, R4 y Re are independientemente representan radicales hidrégeno, o
amidinilo sustituido o no sustituido;

Q1 y Qm son radicales metileno, y Qm esta directamente enlazado al grupo amino basico;

Q2, Qs, ..., y Qm-1 son independientemente seleccionados de radicales metileno, oxigeno, y amino; vy,

m es un numero entero de 2 a 10.

El derivado de &cido nucleico peptidico de acuerdo con la Reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:

en donde

n es un nimero entero del 10 al 20;

S1, S2, ..., Sn-1, Sn, T4, To, ..., Tad, y Ta son radicales hidrégeno;

X'y Y son independientemente seleccionados de radicales hidrégeno, y acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, o amino sustituido o no sustituido;

B1, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de adenina, timina, guanina, citosina y uracilo, y
nucleobases no naturales;

al menos tres de B1, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula Il, Férmula lll, o Férmula 1V;

Ri1, Rs, y Rs son radicales hidrégeno, y Rz, R4, y Rsindependientemente representan radicales hidrégeno o
amidinilo;

Q1 y Qm son radicales metileno, y Qm esta directamente enlazado al grupo amino basico;

Q2, Qs ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno, y oxigeno;y,

m es un nimero entero de 2 a 8.

El derivado de &cido nucleico peptidico de acuerdo con la Reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable de este:

en donde

n es un nimero entero del 8 al 20;

Si, S2, ..., Sn1, Sn, T1, T2, Tha1, ¥ Tn son radicales hidrogeno;

X es un radical hidrégeno;

Y representa radicales hidrégeno, o acilo sustituido o no sustituido;

Z representa radicales hidroxi, 0 amino sustituido o no sustituido;

B1, Bz, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de adenina, timina, guanina, citosina, y
nucleobases no naturales;

al menos tres de B4, By, ..., Bn1, ¥ Bn son independientemente seleccionadas de nucleobases no naturales
representadas por la Formula I, Férmula lll, o Férmula IV;

R4, Rs, y Rs son radicales hidrogeno, y Rz, R4, y Rsindependientemente representa radicales hidrégeno o
amidinilo;

L1 representa -(CHz)2-O-(CHz)2-, -CH2-O-(CHz)2-, 0 -CH»-O-(CHy)s- con el extremo derecho esta directamente
enlazado al grupo amino basico; y,

Lo y Ls son independientemente seleccionados de -(CHz)2-O-(CHy)z2-, -(CHz2)3-O-(CHz)2-, - (CH2)2-O-(CHy)s-, -
(CHg2)2-, -(CHz2)s-, -(CH2)4-, -(CHz2)s5-, -(CH2)6-, -(CH2)7-, y - (CHa)s- con el extremo derecho esta directamente
enlazado al grupo amino basico.

Una composicién farmacéutica que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz del derivado de acido
nucleico peptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 ~ 7 o una sal farmacéuticamente aceptable de este
para un propdsito terapéutico.

Un método para usar el derivado de acido nucleico peptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 ~ 7 o una
sal de este para un propdsito de diagnéstico.

Un método para usar el derivado de acido nucleico peptidico de cualquiera de las reivindicaciones 1 ~ 7 0 una
sal de este para la modulacién in vitro de la expresion de la proteina celular.

Un compuesto de la Férmula VI:
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Piu /\,N\)LOR?

I=Z

Formula VI

en donde

Rz es un radical hidrégeno, N-succinilo, o alquilo sustituido o no sustituido;

P1 se selecciona de radicales hidrégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, y arilsulfonilo sustituido o no sustituido;

P> se selecciona de radicales hidrégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, alquiloxicarbonilo sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, amidinilo, 1,3-bis(t-butoxi-
carbonil)amidinilo, 1,3-bis-(benciloxicarbonil)amidinilo; y,

L1 es un enlazador representado por la Formula V:

}1:"':1 “‘QZ/{/ ________ fcm‘;;’r

Q-1 M Formula V

en donde

Q1 y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qnm esta directamente enlazado al radical amino;

Q2, Qg, ..., Y Qm-1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido, oxigeno,
azufre, y amino sustituido o no sustituido; y,

m es un nimero entero de 2 a 15.

12. Un compuesto de la Férmula ViII:

Ps.N,Pa,

{,N | =N
N - N’;\N.—Lth_Pz
H

H
RGN
PhN,»\,N\)LORB
H Férmula VI

en donde

Rs es un radical hidrégeno, N-succinilo, o alquilo sustituido o no sustituido;

P1 se selecciona de radicales hidrdégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, y arilsulfonilo sustituido o no sustituido;

P> se selecciona de radicales hidrdgeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-ilymetoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, alquiloxicarbonilo sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, amidinilo, 1,3-bis(t-butoxi-
carbonil)amidinilo, 1,3-bis-(bencil-oxicarbonil)amidinilo; y

Ps; se selecciona de radicales hidrdgeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-ilymetoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido;

P4 se selecciona de radicales hidrégeno, y t-butoxicarbonilo; y,

Lo es un enlazador representado por la Formula V:
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Formula V

en donde

Q1 y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qnm esta directamente enlazado al radical amino;

Q2, Qg, ..., Y Qm-1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido, oxigeno,
azufre, y amino sustituido o no sustituido; y,

m es un nimero entero de 2 a 15.

Un compuesto de la Férmula ViIi:

(o]
LML
N N
o H  H
0]
P1“N’A\‘~—"’N\)LOR
G P
H Formula Vil

en donde

Ry es un radical hidrégeno, N-succinilo, o alquilo sustituido o no sustituido;

P1 se selecciona de radicales hidrdégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, y arilsulfonilo sustituido o no sustituido;

P> se selecciona de radicales hidrdgeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-ilymetoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, alquiloxicarbonilo sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, amidinilo, 1,3-bis(t-butoxi-
carbonil)amidinilo, 1,3-bis-(bencil-oxicarbonil)amidinilo; y

Ls es un enlazador representado por la Formula V:

Qy. L Q
Py m.,
A g o
Férmula V
en donde
Q1 y Qnm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qn esta directamente enlazado al radical amino;
Q2, Qs, ..., ¥ Qm-1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,

oxigeno, azufre, y amino sustituido o no sustituido; v,
m es un namero entero de 2 a 15.

Un compuesto de la Formula IX:

HN-P3
4
=N

Rio Féormula IX
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en donde

R10 es un radical hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, 0 amino sustituido o no sustituido;

P2 se selecciona de radicales hidrégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, alquiloxicarbonilo sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, amidinilo, 1,3-bis(t-
butoxi-carbonil)amidinilo, 1,3-bis-(benciloxicarbonil)amidinilo; y,

L1 es un enlazador representado por la Féormula V:

- .
AL e g N
Formula V
en donde
Q1 y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qm esté directamente enlazado al radical amino;
Qz, Qs, ..., ¥ Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,

oxigeno, azufre, y amino sustituido o no sustituido; y,
m es un nimero entero de 2 a 15.

Un compuesto de la Formula X:

Ps, P
SN 4
S
N ru”’l\ru’Lz‘*r-rp2
H H
Lo

Ris Férmula X

en donde

R11 es un radical hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, o amino sustituido o no sustituido ;

P2 se selecciona de radicales hidrégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, alquiloxicarbonilo sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, amidinilo, 1,3-bis(t-
butoxi-carbonil)amidinilo, 1,3-bis-(bencil-oxicarbonil)amidinilo; y

Ps se selecciona de radicales hidrégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido;

P4 se selecciona de radicales hidrégeno, y t-butoxicarbonilo; y,

L2 es un enlazador representado por la Formula V:

Formula V

en donde

Q1 y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qm esta directamente enlazado al radical amino;

Q2, Qs ..., y Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,
oxigeno, azufre, y amino sustituido o no sustituido; y,

m es un numero entero de 2 a 15.

Un compuesto de la Féormula XI:
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Riz Férmula XI

en donde

Ri2 es un radical hidroxi, alquiloxi sustituido o no sustituido, 0 amino sustituido o no sustituido;

P2 se selecciona de radicales hidrégeno, t-butoxicarbonilo, (9H-fluoren-9-il)metoxi-carbonilo, benciloxicarbonilo
sustituido o no sustituido, alquiloxicarbonilo sustituido, alquilo sustituido o no sustituido, amidinilo, 1,3-bis(t-
butoxi-carbonil)amidinilo, 1,3-bis-(bencil-oxicarbonil)amidinilo; y

L3 es un enlazador representado por la Formula V:

R Q
}"'1‘/ 1-\\(}2/‘/ QI‘;:' m";:‘:

Féormula V
en donde
Q1 y Qm son radicales metileno sustituido o no sustituido, y Qm esta directamente enlazado al radical amino;
Q2, Qs, ..., ¥ Qm1 son independientemente seleccionados de radicales metileno sustituido o no sustituido,

oxigeno, azufre, y amino sustituido o no sustituido; y,
m es un namero entero de 2 a 15.

46



ES 2533769 T3

(uopedyuind e ap sandsap) J | .um__o

P ey~ Y P —— -
TP Cy P Ll WL ik

[
A=

T edndi

47



oasy NOSE 5 0 9, L, 000k

ES 2533769 T3

Y . ._ - |* = . : )
i _
2810161

005
0001
8'6L8¢€ = (L+W) '6°'0Z8E = MIN L0051

.1 oBilo _ ._

0002

£1'618¢€ ['ne] ‘suayj

Z eangi{

48



ES 2533769 T3

(2e) eumesadwa)

08 0. 09 0% or i um
1 i 1 F i 1 A | T _
-98'0
i Eirus.‘ e
] o =060
_.rmm.n.
!
Paind
— 960
- 8670
.I.H____
; . (De—1) juapuod c:...-.l. - Z0'}
\\ \.m. . (\ve—1) 21UBpPIJUI0T OU===-++ ”,Iu__.
=+ (Je—1) 31UBPIIUIOI OU= =~ = ..ma.w
ouejuawa|dwod WTEU._.

€ eingdi4

Absorbancia

49



Figura 4
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Figura 7
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