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DESCRIPCION
Aminoglucésidos novedosos y usos de los mismos en el tratamiento de trastornos genéticos
Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a una nueva clase de aminoglucésidos y a los usos de los mismos en el tratamiento
de trastornos genéticos.

Muchos trastornos genéticos humanos son el resultado de mutaciones sin sentido, en las que uno de los tres
codones de parada (UAA, UAG o UGA) reemplaza a un codén que codifica aminoacidos, conduciendo a la
terminacion prematura de la traduccioén y, finalmente, a proteinas inactivas truncadas. Actualmente, se conocen
cientos de mutaciones sin sentido de este tipo y se demostré que varias explican ciertos casos de enfermedades
mortales, incluyendo la fibrosis quistica (FQ), la distrofia muscular de Duchenne (DMD), la ataxia-telangiectasia, el
sindrome de Hurler, la hemofilia A, la hemofilia B, Tay-Sachs y mas [1, 2]. Para muchas de estas enfermedades no
existe actualmente un tratamiento eficaz y aunque la terapia génica parece una solucion posible potencial para los
trastornos genéticos, todavia hay muchas dificultades importantes que deben resolverse antes de que esta técnica
podria utilizarse en los seres humanos.

Durante los ultimos afios, se ha demostrado que los aminoglucdsidos pueden tener valor terapéutico en el
tratamiento de varias enfermedades genéticas debido a su capacidad para inducir que los ribosomas lean mas alla
de las mutaciones de los codones de parada, generando proteinas de longitud completa a partir de parte de las
moléculas de ARNm [3-6 ].

Los aminoglucésidos son antibidticos muy potentes de amplio espectro que se usan habitualmente para el
tratamiento de infecciones potencialmente mortales [7, 8]. Los antibiéticos aminoglucdsidos de 2-desoxiestreptamina
(2-DOS), que se muestran en la Figura 1 de los antecedentes de la técnica [9], se dirigen selectivamente al ribosoma
procariota, y, al unirse al sitio A de descodificacion del ARN ribosémico 16S, conducen a la inhibicion de la
traduccioén de proteinas y a la interferencia con la fidelidad de la traduccion [7, 10-12]. Uno de los aminoglucésidos
mas estudiadas es la paromomicina (su sal de sulfato es conocida con su marca comercial Humatin), que es un
farmaco antimicrobiano utilizado contra la amebiasis intestinal. Fue aprobado por la Drug Controller General de la
India como un agente contra la leishmaniasis visceral (kala azar) en la India y se le concedi6 la categoria de
"farmaco huérfano" en 2005 en los EE.UU. La paromomicina es conocida por inhibir la sintesis de proteinas
mediante la unién al ARN ribosémico de la subunidad 168S.

Varios logros en la determinacion de la estructura del ribosoma bacteriano [13-17], junto con la estructura cristalina y
de RMN de los modelos de oligonucleodtidos del sitio A bacteriano [18-22], han proporcionado informacion util para la
comprension del mecanismo de descodificacion en las células procariotas y la comprension de céomo los
aminoglucosidos ejercen su lectura erronea perjudicial del codigo genético. Durante la descodificacion, una etapa
critica en la seleccion del aminoacil-ARNt se basa en la formacion de una mini-hélice entre el codén del ARNm y el
anti-codon del aminoacil-ARNt afin. En este proceso, la conformacion del sitio A cambia de un estado "apagado”, en
la que las dos adeninas conservadas A1492 y A 1493 estan dobladas hacia atras dentro de la hélice, a un estado
"encendido”, en la que A1492 y A1493 estan dadas la vuelta hacia fuera del sitio A e interactdan con la mini-hélice
del codén-anticodén afin [11, 15]. Este cambio conformacional es un interruptor molecular que decide sobre la
continuacién de la traduccidon de una forma irreversible. La union de los aminoglucésidos tales como la
paromomicina y la gentamicina al sitio A bacteriano estabiliza la conformacién "encendida" incluso en ausencia de
complejo ARNt-ARNm afin. Por tanto, la afinidad del sitio A por un complejo ARNm-ARNt no afin aumenta tras la
union a aminoglucosidos, impidiendo que el ribosoma discrimine eficientemente entre los complejos afines y no
afines.

La terminacién de la sintesis de proteinas se sefaliza por la presencia de un codon de parada en el ARNm y esta
mediada por proteinas de factor de liberacion. La eficiencia de la terminacion de la traduccion es por lo general muy
alta y en células intactas la incorporacion errénea de un aminoacido en un codéon de parada (supresion)
normalmente se produce a una baja frecuencia de aproximadamente 10*. Se cree que la potenciacion de la
supresion de la terminacion de los aminoglucésidos en eucariotas se produce por un mecanismo similar a la
actividad de los aminoglucdsidos para interferir con la fidelidad de la traduccién durante la sintesis de proteinas, es
decir, la union de ciertos aminoglucésidos al sitio A ribosémico probablemente induce cambios conformacionales
que estabilizan complejos ARNm-ARNIt casi afines, en lugar de insertar el factor de liberacion. Los aminoglucosidos
suprimen los diversos codones de parada, en particular, con diferentes eficiencias (UGA > UAG > UAA), y la eficacia
de la supresion depende adicionalmente de la identidad del cuarto nucleétido inmediatamente corriente abajo del
codon de parada (C > T > A = G), asi como el contexto de secuencia local alrededor del codén de parada [6, 23].

El hecho de que los aminoglucésidos puedan suprimir mutaciones sin sentido prematuras en células de mamifero se
demostré por primera vez por Burke y Mogg en 1985, quienes también observaron el potencial terapéutico de estos
farmacos en el tratamiento de trastornos genéticos [3]. La primera enfermedad genética examinada fue la fibrosis
quistica (FQ), el trastorno autosémico recesivo mas prevalente en la poblacion caucasica, que afecta a 1 de cada
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2500 recién nacidos. La FQ es causada por mutaciones en la proteina reguladora de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR, del inglés cystic fibrosis transmembrane conductance regulator).
Actualmente, se han identificado mas de 1000 mutaciones causantes de FQ diferentes en el gen CFTR y el 5-10 %
de las mutaciones son codones de parada prematura. En los judios Ashkenazi, la mutacion W1282X y otras
mutaciones sin sentido representan el 64 % de todos los alelos mutantes CFTR [5].

Los primeros experimentos de supresion mediada por aminoglucésidos de mutaciones de parada CFTR
demostraron que las mutaciones de parada prematura encontradas en el gen CFTR podrian ser suprimidas por G-
418 y gentamicina (véase, la Figura 1 de los antecedentes de la técnica), tal como se mide por la aparicion de CFTR
funcional de longitud completa en estirpes celulares de epitelio bronquial [24, 25]. Los experimentos de supresion de
tejidos intestinales de ratones mutantes transgénicos CFTR -/- que llevaban un transgén CFTR-G542X humano
mostraron que el tratamiento con gentamicina, y en menor medida tobramicina, ha dado como resultado la aparicion
de la proteina CFTR humana en las glandulas de ratones tratados [26]. Mas importante aun, los estudios clinicos
que utilizaron ensayos cruzados doble ciego, controlados con placebo, han demostrado que la gentamicina puede
suprimir mutaciones de parada en los pacientes afectados y que el tratamiento con gentamicina mejor6 la
conductancia transmembrana través de la mucosa nasal en un grupo de 19 pacientes que llevaban mutaciones de
parada CFTR [27]. Otros trastornos genéticos para los que el potencial terapéutico de los aminoglucésidos se
ensayo6 en modelos in vitro, cultivos de estirpes celulares o modelos animales incluyen la DMD [28], el sindrome de
Hurler [29], la diabetes insipida nefrogénica [30], la cistinosis nefropatica [31], la retinitis pigmentosa [32] y la ataxia-
telangiectasia [33].

Sin embargo, una de las principales limitaciones en el uso de los aminoglucésidos como productos farmacéuticos es
su alta toxicidad para los mamiferos, que normalmente se expresa en los rifiones (nefrotoxicidad) y en
enfermedades asociadas a los oidos (ototoxicidad). Se supone que el origen de esta toxicidad es resultado de una
combinacién de diferentes factores y mecanismos tales como las interacciones con fosfolipidos, la inhibicion de las
fosfolipasas y la formacion de radicales libres [34, 35]. Aunque se consideran selectivos para los ribosomas
bacterianos, la mayoria de los aminoglucésidos también se unen al sitio A eucariota pero con afinidades mas bajas
que para el sitio A bacteriano [36]. La inhibicion de la traduccion en células de mamifero es también una de las
posibles causas de la alta toxicidad de estos agentes. Otro factor que contribuye a su citotoxicidad es su unién al
sitio A del ARNr 12S mitocondrial, cuya secuencia es muy similar al sitio A bacteriano [37].

Muchos estudios han intentado entender y ofrecer formas de aliviar la toxicidad asociada a los aminoglucoésidos [38],
incluyendo el uso de antioxidantes para reducir los niveles de radicales libres [39, 40], asi como el uso de poli-L-
aspartato [41, 42] y daptomicina [43, 44] para reducir la capacidad de los aminoglucésidos para interactuar con los
fosfolipidos. Recientemente se ha demostrado el papel de la megalina (un receptor endocitico de multiples ligandos
que es especialmente abundante en los tabulos proximales del rifidon y en el oido interno) en la captacion de
aminoglucosidos [35]. La administracion de agonistas que compiten por la unidon de aminoglucésidos a la megalina
también dio como resultado una reduccién en la captacion y la toxicidad de los aminoglucdsidos [45]. Ademas, la
alteracion de la pauta de administracién y/o la manera en que se administran los aminoglucésidos se ha investigado
como medio para reducir la toxicidad [46, 47].

A pesar de los grandes esfuerzos para reducir la toxicidad de los aminoglucésidos, pocos resultados han madurado
en practicas y procedimientos clinicos convencionales para la administracion de aminoglucdsidos para suprimir
mutaciones de parada, aparte de los cambios en la pauta de administracién. Por ejemplo, el uso de dosis sub-
toxicas de gentamicina en los ensayos clinicos probablemente provoco la eficiencia de ultralectura reducida obtenida
en los experimentos in vivo en comparacion con los sistemas in vitro [48]. El aminoglucésido geneticina® (sulfato de
G-418, véase, la Figura 1 de los antecedentes de la técnica) mostr6 la mejor actividad de supresion de la
terminacion en los sistemas de traduccion-transcripcion in vitro [6], sin embargo, su uso como agente terapéutico no
es posible debido a que es letal incluso a concentraciones muy bajas. Por ejemplo, la DLsy de G-418 contra células
de fibroblastos humanos es de 0,04 mg/ml, en comparacion con 2,5-5,0 mg/ml para la gentamicina, neomicina y
kanamicina [49].

La sensibilidad aumentada de los ribosomas eucariotas para algunos farmacos aminoglucésidos, tales como G-418
y gentamicina, es interesante, pero hasta la fecha no se ha podido explicar racionalmente debido a la falta de
suficientes datos estructurales de su interaccién con ribosomas eucariotas. Puesto que G-418 es extremadamente
toxico incluso en concentraciones muy bajas, en la actualidad la gentamicina es el Unico aminoglucésido ensayado
en diversos modelos animales y ensayos clinicos. Aunque algunos estudios han demostrado que debido a su
toxicidad relativamente baja en células cultivadas, la amikacina [50] y la paromomicina [51] pueden representar
alternativas a la gentamicina para la terapia de supresion de mutaciones de parada, no se notificado de ningun
ensayo clinico con estos aminoglucésidos todavia.

Hasta la fecha, casi todos los experimentos de supresion se han realizado con aminoglucésidos clinicos disponibles
en el mercado [6] y no se ha hecho ningun esfuerzo para optimizar su actividad como inductores de la ultralectura
mas alla de los codones de parada. Actualmente, solo un ndmero limitado de aminoglucésidos, incluyendo la
gentamicina, la amikacina y la tobramicina, estan en uso clinico como antibidticos para la administracion interna en
seres humanos. Entre ellos, la tobramicina no tiene actividad de supresion de mutaciones de parada y la
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gentamicina es el Unico aminoglucésido ensayado para determinar la actividad de supresion de mutaciones de
parada en modelos animales y ensayos clinicos. Recientemente, se demostré que un conjunto de derivados de
neamina promueve la ultralectura de la proteina SMN en fibroblastos derivados de enfermos de atrofia muscular
espinal (AME); sin embargo, estos compuestos se disefiaron originalmente como antibidticos y no se obtuvieron
conclusiones para la mejora adicional de la actividad de ultralectura de estos derivados de [52].

La solicitud de patente de Estados Unidos n.° 11/073.649, del presente cesionario, que se incorpora por referencia
como si se expusiera en su totalidad en el presente documento, muestra una familia de aminoglucésidos, que tienen
caracteristicas estructurales comunes de la cadena principal que permiten que estos aminoglucosidos sean
antibidticos muy potentes y eficaces, mientras que reducen o bloguean la resistencia a antibiéticos hacia los mismos.
Los derivados de aminoglucosidos que se muestran en la Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 11/073.649, se
presentan como antibidticos eficaces contra infecciones bacterianas tales como el antrax y también como agentes
terapéuticos para el tratamiento de trastornos genéticos, tales como la fibrosis quistica.

Mas especificamente, los compuestos que se enseian en la Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 11/073.649
se disefiaron basandose en antibidticos aminoglucésidos conocidos que ejercen su actividad antibacteriana
reconociendo y uniéndose selectivamente al sitio A de descodificacion en la subunidad 16S del ARNr bacteriano.
Por tanto, estos compuestos son analogos semisintéticos de aminoglucésidos disponibles en la actualidad, en los
que una posicion predeterminada del aminoglucosido se ha modificado con el fin de potenciar el reconocimiento del
enlace fosfodiéster del ARNr y en paralelo los grupos Asp/Glu y Asn/GIn del sitio activo del factor letal (FL) y por
tanto presentan un rendimiento antibacteriano potenciado. Estas modificaciones proporcionan adicionalmente los
compuestos con resistencia a la catalisis enzimatica y mejoran de este modo su biodisponibilidad y, por tanto, el
rendimiento antibacteriano. Ademas, el impedimento estérico introducido en las estructuras disefiadas a través de la
modificacion quimica del aminoglucdsido, convierte a estos compuestos en sustratos inferiores para la enzima que
provoca resistencia mas ampliamente representada, APH(3')-llla, impidiendo de este modo el desarrollo de
resistencia a los mismos.

El disefio y la actividad bifuncional de estas estructuras también se describe por Mariana Hainrichson et al, en
Bioorganic and Medicinal Chemistry 13 (2005) 5797-5807.

Se demostré adicionalmente que los compuestos mostrados en la Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 11/073
649 bloquean un codén de parada prematura y, por tanto, son eficaces en el tratamiento de trastornos genéticos. Sin
embargo, como se detalla a continuacion en el presente documento, la actividad antibacteriana potenciada de estos
compuestos puede ser indeseable cuando se usan para el tratamiento de trastornos genéticos. Se han propuesto y
preparado otros aminoglucosidos modificados y antibidticos relacionados estructuralmente [53-61], sin embargo, la
actividad terapéutica de la ultralectura mas alla del codon de parada de los mismos no se ha descrito ni sugerido ni
ensayado.

Las caracteristicas deseadas de un farmaco de ultralectura eficaz serian la administracion oral y poco o ningun
efecto sobre bacterias. La actividad antimicrobiana del farmaco de ultralectura no es deseable al igual que cualquier
uso innecesario de antibidticos, en particular con respecto a la biota gastrointestinal (Gl), debido a los efectos
secundarios provocados por la alteracién del equilibrio de la biota Gl y la aparicion de resistencia. A este respecto,
ademas de las limitaciones mencionadas anteriormente, la mayoria de los aminoglucésidos clinicos son selectivos
en gran medida contra los ribosomas bacterianos y no ejercen ningun efecto significativo sobre los ribosomas
citoplasmaticos de las células humanas.

En un esfuerzo por sortear las limitaciones anteriormente mencionadas, la compafiia biofarmacéutica PTC
Therapeutics (NY, EE.UU.) actualmente esta intentando descubrir nuevos farmacos de supresién de mutaciones de
parada mediante la exploracion de grandes bibliotecas quimicas para detectar la actividad de ultralectura sin sentido.
Usando este enfoque, se descubrid un nuevo compuesto no aminoglucésido, PTC124 [62]. Aunque la estructura
quimica exacta de este farmaco no se publicé hasta ahora, los hechos de que no tiene actividad antibacteriana y que
no se ha notificado ninguna toxicidad, sugieren que su mecanismo de accion en el ribosoma es diferente que el de
los aminoglucosidos. La FDA ha concedido las designaciones de evaluacion rapida y de medicamento huérfano a
PTC 124 para el tratamiento tanto de la FQ como de la DMD provocadas por mutaciones sin sentido y los resultados
preliminares de los ensayos clinicos de fase Il en los pacientes con FQ y DMD parecen prometedores [63].

En resumen, los datos colectivos presentados anteriormente indican que la blusqueda sistematica de nuevos
derivados de aminoglucosidos con actividad de supresion de la mutacion de terminacion mejorada, baja toxicidad
para las células de mamiferos y poca o ninguna actividad antimicrobiana estan obligados a aprovechar la via de
investigacion de derivados de aminoglucdsidos hasta el punto en que pueden utilizarse clinicamente.

Existe por tanto una necesidad ampliamente reconocida, y seria altamente ventajoso tener, compuestos derivados
de aminoglucdsidos utiles en el tratamiento de enfermedades genéticas, desprovistos de las limitaciones anteriores.
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Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a una nueva clase de aminoglucésidos derivados de paromomicina, que pueden
usarse de forma beneficiosa en el tratamiento de enfermedades genéticas, tales como la fibrosis quistica,
presentando una alta actividad de ultralectura de mutaciones de codones de parada prematura mientras que ejercen
una baja toxicidad en células de mamifero y la baja actividad antimicrobiana.

De este modo, de acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se proporciona un compuesto que tiene una
Férmula general Il como se define en las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un compuesto como se describe en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencién que se describe a
continuacion la composicion farmacéutica se envasa en un material de envasado y se identifica con la impresion
dentro o sobre el material de envasado, para su uso en el tratamiento de un trastorno genético.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas la composicion
farmacéutica se formula para la administracion oral.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion se proporciona un método de tratamiento de un trastorno
genético, comprendiendo el método administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de
un compuesto que tiene una Férmula general 1.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencién que se describe a
continuacion, el compuesto se administra por via oral.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un uso de un compuesto que tiene una
Foérmula general | en la fabricacion de un medicamento para tratar un trastorno genético.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en realizaciones preferidas de la invencion que se describe a
continuacion, el trastorno genético comprende una proteina que tiene una mutacién de truncamiento.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas el trastorno genético se
selecciona entre el grupo que consiste en la fibrosis quistica (FQ), la distrofia muscular de Duchenne (DMD), la
ataxia-telangiectasia, el sindrome de Hurler, la hemofilia A, la hemofilia B, el sindrome de Usher y el Tay-Sachs.
Preferentemente, el trastorno genético se selecciona entre el grupo que consiste en la fibrosis quistica (FQ), la
distrofia muscular de Duchenne (DMD) y el sindrome de Hurler.

De acuerdo con las caracteristicas en las realizaciones preferidas de la invencion descritas a continuacién, X en la
Férmula | es oxigeno.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, Rs en la Férmula | es
hidroxilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, Y en la Formula | es
hidrégeno.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R1 es el resto
monosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, cada uno de R; y R3 es
hidroxilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R, es el resto
monosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, cada uno de R1y R3 es
hidroxilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R; es el resto
monosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, cada uno de Ry R, es
hidroxilo.
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El resto monosacarido tiene la Férmula general Il

3
R7 Re

Férmula Il

Jeors

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y
cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R y Rs en la Férmula Il
son cada uno hidroxilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, Rs en la Férmula Il es
amina.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, Rs en la Férmula Il es
hidroxilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, al menos uno de Ry, P2y
R3 es un resto oligosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R1 es un resto
oligosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R, es un resto
oligosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R3 es un resto
oligosacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el resto oligosacarido es
un resto disacarido.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el resto disacarido tiene la
Férmula general I*:

Férmula I*

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

cada uno de R*1, R*; y R*3 es independientemente un haluro, hidroxilo, amina o esta unido al compuesto que
tiene la Férmula general |, mientras que al menos uno de R*;, R*; y R*; esta unido al compuesto que tiene la
Férmula general | anterior;

X* es oxigeno o azufre;

R*4 es hidrégeno o un resto (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB);

R*s es hidroxilo o amina; y

Y* es hidrogeno, alquilo o arilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el resto oligosacarido
comprende adicionalmente un enlazador.
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De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, Rs € Y son cada uno
hidrégeno.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, R4 es AHB.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, Rs se selecciona entre el
grupo que consiste en hidroxilo y amina e Y es alquilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales de las realizaciones preferidas descritas, cada uno de los
compuestos que se presentan en el presente documento tiene actividad selectiva hacia las células eucariéticas por
sobre las células procariotas. De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas
descritas cada uno de los compuestos que se presentan en el presente documento no tiene actividad antibacteriana.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencién, se proporciona un proceso de preparacién de un
compuesto que tiene la Férmula general | como se describe en el presente documento, en la que R en la Férmula |
es un resto monosacarido y cada uno de Rz y Rs3 es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Formula general lll:

Formula 11

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno, alquilo o arilo;

cada uno de T4- T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo protector amina y un resto AHB, el resto AHB
comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno de los grupos protectores hidroxilo y los grupos protectores amina, obteniendo de esta
manera el compuesto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencion descritas a continuacion,
cada uno de Ts-T, es ciclohexanona dimetil cetal.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencién se proporciona un proceso de preparacion de un
compuesto que tiene la Férmula general | como se describe en el presente documento, en la que R, en la Férmula |
es un resto monosacarido y cada uno de R1 y R3 es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Férmula general 1V:

Férmula IV

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;
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Y es hidrégeno, alquilo o arilo;

cada uno de T4-T4 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo protector amina y un resto AHB, el resto AHB
comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno de los grupos protectores hidroxilo y los grupos protectores amina, obteniendo de esta
manera el compuesto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencion descritas a continuacion,
cada uno de T¢-T4 es O-acetilo.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencién se proporciona un proceso de preparacion de un
compuesto que tiene la Féormula general | como se describen en el presente documento, en la que Rs en la Formula |
es un resto monosacarido y cada uno de Rq y R; es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Formula general V:

1

OH
Férmula V

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno, alquilo o arilo;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo protector amina y un resto AHB, el resto AHB
comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno de los grupos protectores hidroxilo y los grupos protectores amina, obteniendo de esta
manera el compuesto.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencion descritas a continuacion,
T1 es 4-metoxi-1-metilbenceno y T» es O-benzoilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el monosacarido protegido
tiene la Férmula general VI:

VANGS
5 o L
1II
Z, 24
Férmula VI

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;
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cada uno de Z4, Z, y Z3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en el grupo protector
hidroxilo y el grupo protector amina; y
L es el grupo saliente.

De acuerdo con caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas de la invencion descritas a continuacion, L
en la Foérmula VI se selecciona entre el grupo que consiste en p-tolilsulfuro (p-tiotolueno), tioetilo y
tricloroacetimidato.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, cada uno de Z-Z3 en la
Férmula VI es un grupo protector hidroxilo.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, cada uno del grupo
protector amina se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo azido y un grupo N-ftalimida.

De acuerdo con mas caracteristicas adicionales en las realizaciones preferidas descritas, el grupo protector hidroxilo
se selecciona entre el grupo que consiste en O-acetal, O-cloroacetilo y O-benzoilo.

La presente invencidon aborda satisfactoriamente las deficiencias de las configuraciones actualmente conocidas
proporcionando compuestos aminoglucosidos que poseen caracteristicas beneficiosas, tales como la supresion de la
mutacioén de los codones de parada, la baja citotoxicidad y la baja actividad antimicrobiana, todas las cuales vuelven
a estos compuestos muy superiores a otros compuestos aminoglucésidos conocidos en la técnica, como agentes
terapéuticos para el tratamiento de la fibrosis quistica y otros trastornos genéticos.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende normalmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece la
presente invencion. Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o el ensayo de la presente invencién, se describen a continuacion métodos y
materiales adecuados. En caso de conflicto, la memoria descriptiva de la patente, incluyendo las definiciones,
prevalecera. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

La expresion "que comprende" significa que pueden afiadirse otras etapas e ingredientes que no influyan en el
resultado final. Este término abarca las expresiones "que consiste en" y "que consiste esencialmente en".

La frase "que consiste esencialmente en" significa que la composicién o el método pueden incluir ingredientes y/o
etapas adicionales, pero solo si los ingredientes y/o etapas adicionales no alteran materialmente las caracteristicas
basicas y novedosas de la composicién o el método reivindicados.

Como se usa en el presente documento, las formas singulares "un”, "una" y "el" o "la" incluyen referencias plurales a
menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, las expresiones "un compuesto" o "al menos un
compuesto" pueden incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo las mezclas de los mismos.

En toda la presente divulgacion, diversos aspectos de la presente invencion pueden presentarse en un formato de
intervalo. Debe entenderse que la descripcion en formato de intervalo es meramente por comodidad y brevedad y no
debe interpretarse como una limitacién inflexible sobre el alcance de la invencién. En consecuencia, debe
considerarse que la descripcion de un intervalo desvela especificamente todos los posibles subintervalos, asi como
los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, debe considerarse que la descripcion de un
intervalo tal como de 1 a 6 desvela especificamente subintervalos tales comode 1a3,de1a4,de1a5,de2a4,
de 2 a 6, de 3 a 6 etc., asi como numeros individuales dentro de ese intervalo, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5y 6. Esto es
aplicable independientemente de la amplitud de la gama.

Siempre que se indique un intervalo numérico en el presente documento, tiene por objeto incluir cualquier nimero
citado (fraccionario o entero) dentro del intervalo indicado. Las frases "que varia/varia entre" un primer nimero
indicado y un segunda numero indicado y "que varia/varia de" un primer numero indicado "a" un segunda nimero
indicado, se usan en el presente documento indistintamente y tienen por objeto incluir el primer y el segundo nimero
indicado y todos los numeros fraccionarios y enteros entre los mismos.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describe en el presente documento, solamente a modo de ejemplo, con referencia a los dibujos
adjuntos. Con referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se hace hincapié en que los pormenores que se
muestran son a modo de ejemplo y con fines de analisis ilustrativo de las realizaciones preferidas de la presente
invencion solamente, y se presentan con el objeto de proporcionar la que se cree es la descripcion mas util y
facilmente comprensible de los principios y aspectos conceptuales de la invencion. A este respecto, no se hace
ningun intento de mostrar detalles estructurales de la invencién con mas detalle del necesario para una comprension
fundamental de la invencion, la descripcion tomada junto con los dibujos hace evidente para los expertos en la
materia como pueden realizarse las varias formas de la invencién en la practica.
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En los dibujos:

La FIG. 1 presenta las estructuras quimicas de los aminoglucésidos antibacterianos descritos en los
antecedentes de la técnica;

la FIG. 2 presenta las estructuras quimicas y las vias de sintesis generales para la obtencién de compuestos de
ejemplo de acuerdo con las presentes realizaciones, que se basan en la estructura de la paromamina y fueron
disefiados para ejercer la actividad de la ultralectura mas alla de la mutacion del codon de parada y presentan
una toxicidad reducida en comparacién con otros aminoglucésidos conocidos;

las FIGS. 3A-D presentan los resultados de los ensayos comparativos de supresion y traduccion de la mutacion
in vitro medidos para un Compuesto de ejemplo 3 y paromomicina, mediante la expresion de una construccion
indicadora basada en un plasmido que contiene una mutacién de parada sin sentido TGA C entre un polipéptido
de 25 kDa que codifica el marco de lectura abierto (ORF, del inglés open reading frame) y un polipéptido de
10 kDa que codifica el ORF, en presencia de los compuestos ensayados y [S]-metionina, muestran los
productos de reaccion separadas por SDS-PAGE (dodecil sulfato de sodio-electroforesis en gel de
poliacrilamida) y cuantificados usando un Phosphorimager para el Compuesto 3 (Figura 3A) y paromomicina
(Figura 3C), y muestran graficas comparativas en las que los valores de supresion de la mutacion (que se
muestran como puntos negros) y los valores de traduccion (que se muestran como puntos blancos), calculados
como la proporcion relativa de la proteina total en cada concentracion de los compuestos ensayados sobre la
proteina total expresada en ausencia de los mismos, medidos por triplicado para el Compuesto 3 (Figura 3B) y
para la paromomicina (Figura 3D); y

la FIG. 4 presenta la supresion ex vivo de una mutacion sin sentido presentada por un compuesto de ejemplo de
acuerdo con las presentes realizaciones, el Compuesto 3, en comparacion con la paromomicina y la gentamicina,
usando el plasmido p2Luc que contiene una mutacion sin sentido TGA C en un polienlazador entre los genes de
luciferasa de renilla y de luciferasa de luciérnaga expresados en células COS-7, que muestra los niveles de
supresion calculadas como promedios de tres experimentos independientes o mas para cada compuesto
ensayado a diferentes concentraciones.

Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente invencion se refiere a una nueva clase de aminoglucésidos, que puede usarse beneficiosamente en, por
ejemplo, el tratamiento de enfermedades genéticas. Especificamente, la presente invencion es de una nueva clase
de compuestos, derivados de la paromomicina, que exhiben una alta actividad de ultralectura de mutaciones de
codones de parada prematura mientras que ejercen una baja toxicidad en células de mamifero. Por tanto, la
presente invencion es, adicionalmente, de composiciones farmacéuticas que contienen estos compuestos y de usos
de los mismos en el tratamiento de trastornos genéticos, tales como la fibrosis quistica. La presente invencion es,
adicionalmente, de procesos de preparacion de estos compuestos.

Los principios y el funcionamiento de la presente invencion pueden entenderse mejor con referencia a las figuras y
las descripciones adjuntas.

Antes de explicar al menos una realizacién de la invencion en detalle, ha de entenderse que la invencién no esta
limitada en su aplicaciéon a los detalles que se exponen en la siguiente descripcién o que se ejemplifican por los
Ejemplos. La invencion es susceptible de otras realizaciones o de practicarse o realizarse de diversas maneras.
Ademas, ha de entenderse que la fraseologia y la terminologia empleadas en el presente documento tienen como
propoésito la descripcion y no deben considerarse como limitantes.

Como se ha analizado anteriormente, durante la ultima década, se han disefiado y sintetizado muchos analogos de
aminoglucosidos naturales para superar la rapida propagacion de la resistencia a antibiéticos para estos farmacos
en las bacterias patdgenas, por lo cual se ha demostrado que algunos de los aminoglucésidos antibiéticos poseen
actividad de supresion de la mutacion del codén de parada. Sin embargo, casi todos los experimentos de supresion
de la mutacion del codén de parada para el uso potencial de estos aminoglucésidos en el tratamiento de
enfermedades genéticas humanas se han realizado con aminoglucésidos disponibles en el mercado y casi no se
hizo ningun esfuerzo para optimizar la actividad de estos aminoglucésidos como inductores de la ultralectura del
codoén de parada.

Hasta la fecha, todavia no hay respuesta clara a la pregunta de por qué algunos aminoglucésidos inducen la
supresion de la terminacion, mientras que otros no lo hacen. La comparacién de la actividad de supresion in vitro de
varios aminoglucdsidos comerciales en el sistema de mamiferos ha demostrado que, en general, los
aminoglucosidos con un grupo hidroxilo C6' en el anillo |, tal como en G-418 y la paromomicina (véase la Figura 1)
son mas eficaces que los que tienen amina en la misma posicion [6, 51].

Al explorar adicionalmente el efecto de los aminoglucésidos sobre la supresion de la mutacion del codon de parada,
con el objetivo de encontrar analogos de aminoglucésidos que presenten una actividad mejorada de ultralectura del
codoén de parada asi como una toxicidad reducida, los presentes inventores han previsto que seria beneficioso na
este efecto separar los elementos de la estructura de aminoglucésido que inducen toxicidad de los que son
necesarios para la actividad antibacteriana y/o de supresion de la mutacion del codén de parada. A partir de los
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datos de toxicidad disponibles de los aminoglucdsidos utilizados clinicamente y de algunas estructuras disefiadas
(véase la Figura 1), se planteo la hipdtesis de que los dos factores principales que influyen significativamente en la
toxicidad de los aminoglucdsidos son la reduccion en el nimero de grupos amino (desaminacion) y/o la eliminacion
de grupos hidroxilo de anillo (desoxigenacion).

Se observé una reduccion de la toxicidad del aminoglucésido como resultado de la desaminacion (eliminacion de los
grupos amino), por ejemplo, en la paromomicina, que difiere de la neomicina en que tiene un grupo amino menos y
es mucho menos téxico que la neomicina (DLso de neomicina = 24, paromomicina = 160). Por tanto, esta diferencia
de una carga (en términos de un grupo amina cargado positivamente a pH fisiolégico) supone una gran diferencia en
la toxicidad de los dos compuestos. De forma similar, la diferencia de una carga de la kanamicina B (DLsp = 132) con
respecto a la kanamicina A (DLsp = 280) y la kanamicina C (DLso = 225) volvio a las dos ultimas menos toxicas que la
kanamicina B. Sin quedar limitado por ninguna teoria en particular, se ha supuesto que dicha reduccion en la
toxicidad de los aminoglucésidos tras la disminucion de los grupos de amino cargados puede explicarse por la
disminucion de la interaccion no especifica con otros componentes celulares y por la reduccion de la produccion de
radicales libres. Un factor adicional que se ha sefalado que afecta a la toxicidad de los aminoglucosidos es la
acilacion de la amina-N1 del anillo 2-DOS con el grupo (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB), aunque se ha
demostrado que el alcance de este efecto depende de la estructura del aminoglucésido (por ejemplo, DLsy de
neamina = 125 frente a DLsg de N1-AHB-neamina = 260; y DLso de kanamicina A = 280 frente a LDsy de amikacina =
300).

El aumento de la toxicidad de los aminoglucésidos como resultado de una desoxigenacion (eliminacion de los
grupos hidroxilo) se observd, por ejemplo, en la eliminacién de 3'-OH en la kanamicina B (DLsp = 132) para
proporcionar tobramicina (DLsg = 79), que es mucho mas tdxica que la kanamicina B parental. Sin quedar limitado
por ninguna teoria en particular, este fenomeno puede explicarse por la reduccién de la basicidad de la posicion 2'-
NH, adyacente al extremo 3'-OH. Se han proporcionado resultados que lo confirman por el desplazamiento del 5-OH
con 5-fluor en la kanamicina B y sus derivados clinicos varios [64-66]. Por tanto, la toxicidad significativamente alta
de los farmacos clinicos tales como la tobramicina (3'-desoxi), la gentamicina (3',4'-didesoxi), dibekacina (3',4'-
didesoxi) y arbekacina (3',4'-didesoxi) podria atribuirse al aumento de la basicidad del grupo 2-NH, (anillo 1) en estos
farmacos originado principalmente por la falta de los atomos de C3'-oxigeno o C3',C4'-oxigeno.

Las manipulaciones estructurales que se introdujeron en los analogos de aminoglucosidos presentados en la
Solicitud de Patente de Estados Unidos n.° 11/073.649 incluyen, entre otras, la adicion de un anillo de azucar rigido.
La adicién de un anillo de azucar rigido al armazon de aminoglucdsido influyé en la interacciéon de los mismos con
las enzimas que provocan resistencia y, por tanto, contribuy6 a la inhibicion de la formacion de un complejo ternario
necesario para la catalisis enzimatica y la posterior aparicion de resistencia.

Al reducir la presente invencion a la practica, los presentes inventores disefiaron y prepararon satisfactoriamente y
practicaron compuestos novedosos que presentan una actividad de supresion de la mutacion eficiente y una
toxicidad reducida. Estos compuestos se basan en un armazén de paromamina, obtenido a partir de paromomicina
mediante la eliminacion de dos restos de monosacaridos de la misma, al que se le introdujeron nuevas
caracteristicas estructurales. Las manipulaciones de las caracteristicas estructurales de la paromomicina se
seleccionaron cuidadosamente con el fin de reducir la toxicidad potencial y mejorar la actividad de ultralectura de la
mutacion.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencién se proporciona un compuesto que tiene una
Foérmula general I

Férmula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la que:

cada uno de Ry, Rz y Rs es independientemente un resto monosacarido, haluro, hidroxilo, amina o un resto
oligosacarido,

X es oxigeno o azufre;

R4 es (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB);
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Rs es hidroxilo;

Y es hidrégeno o alquilo; y

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S,

y en la que al menos uno de R4, Rz y R3 es un resto monosacarido que tiene la Féormula general Il

Foérmula I

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y
cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un compuesto que tiene una Férmula general
I:

Formula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la que:

cada uno de Ry, Rz y Rs es independientemente un resto monosacarido, hidroxilo, amina o un resto
oligosacarido,

X es oxigeno o azufre;

R4 es hidrogeno;

Rs es hidroxilo;

Y es hidrégeno;

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S,

y en la que al menos uno de R4, Rz y R3 es un resto monosacarido que tiene la Férmula general Il

Formula Il

en la que:
la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y

cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina;
con la condicién de que el compuesto no se seleccione entre el grupo que consiste en
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De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion se proporciona un compuesto que tiene una Férmula
general I:

Férmula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la que:

cada uno de Ri, Rz y R3 es independientemente un resto monosacarido, haluro, hidroxilo, amina o un resto
oligosacarido,

X es oxigeno o azufre;

R4 es hidrégeno o (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB);

Rs es hidroxilo o amina;

Y es alquilo;

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S, y en la que al menos uno de Ry, R2 y Rz es
un resto monosacarido que tiene la Féormula general Il

Re 5"

3"=: :-
R7 Rg
Formula Il

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y
cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina.

El término "monosacarido”, como se usa en el presente documento, y se conoce bien en la técnica, se refiere a una
forma sencilla de un azlcar que consiste en una Unica molécula de sacarido que no puede descomponerse por
hidrélisis. Los ejemplos mas comunes de monosacaridos incluyen glucosa (dextrosa), fructosa, galactosa y ribosa.
Los monosacaridos pueden clasificarse de acuerdo con el nimero de atomos de carbono del carbohidrato, es decir,
triosa, que tiene 3 atomos de carbono, tal como gliceraldehido y dihidroxiacetona; tetrosa, que tiene 4 atomos de
carbono, tal como eritrosa, treosa y eritrulosa; pentosa, que tiene 5 atomos de carbono tales como arabinosa, lixosa,
ribosa, xilosa, ribulosa y xilulosa; hexosa, que tiene 6 atomos de carbono tales como alosa, altrosa, galactosa,
glucosa, gulosa, idosa, manosa, talosa, fructosa, psicosa, sorbosa y tagatosa; heptosa, que tiene 7 atomos de
carbono tales como manoheptulosa, sedoheptulosa; octosa, que tiene 8 atomos de carbono tal como 2-ceto-3-
desoxi-mano-octonato; nonosa, que tiene 9 atomos de carbono tal como sialosa; y decosa, que tiene 10 atomos de
carbono. Los monosacaridos son los componentes basicos de los oligosacaridos como sacarosa (azdcar comun) y
otros polisacaridos (tal como celulosa y almidon).
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Como se usa en el presente documento, la expresion "resto" describe una parte, y preferiblemente una parte
principal de una entidad quimica, tal como una molécula o un grupo, que ha experimentado una reaccién quimica y
ahora esta unida covalentemente a otra entidad quimica.

Como se usa en el presente documento, el término "haluro” (también denominado en el presente documento como
"halo"), describe un atomo de fltor, cloro, bromo o yodo, también denominado en el presente documento como
fluoruro, cloruro, bromuro y yoduro.

El término "hidroxilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo -OH.

Como se usa en el presente documento, el término "amina" describe un grupo -NR'R" donde cada uno de R'y R" es
independientemente hidrégeno, alquilo, cicloalquilo, heteroaliciclico, arilo o heteroarilo, segun se definen estos
términos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "alquilo" describe un hidrocarburo alifatico que incluye grupos de
cadena lineal y de cadena ramificada. Preferiblemente, el grupo alquilo tiene de 1 a 20 atomos de carbono, y mas
preferiblemente 1-10 atomos de carbono. Cuando se indica un intervalo numérico en el presente documento; por
ejemplo, "1-10", implica que el grupo, en este caso el grupo alquilo, puede contener 1 atomo de carbono, 2 atomos
de carbono, 3 atomos de carbono, etc., hasta, e incluyendo, 10 atomos de carbono. El alquilo puede estar sustituido
o sin sustituir. Cuando esta sustituido, el sustituyente puede ser, por ejemplo, un alquilo, un alquenilo, un alquinilo,
un cicloalquilo, un arilo, un heteroarilo, un haluro, un hidroxi, un alcoxi y un hidroxialquilo segun se definen estos
términos a continuacién en el presente documento. El término "alquilo", como se usa en el presente documento,
también incluye hidrocarburo saturado o insaturado, por lo tanto, este término incluye adicionalmente alquenilo y
alquinilo.

El término "alquenilo" describe un alquilo insaturado, como se define en el presente documento, que tiene al menos
dos atomos de carbono y al menos un doble enlace carbono-carbono. El alquenilo puede estar sustituido o sin
sustituir por uno o mas sustituyentes, como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

El término "alquinilo", como se define en el presente documento, es un alquilo insaturado que tiene al menos dos
atomos de carbono y al menos un triple enlace carbono-carbono. El alquinilo puede estar sustituido o sin sustituir por
uno o mas sustituyentes, como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

El término "arilo" describe grupos monociclicos con carbono en su totalidad o policiclicos de anillos condensados (es
decir, anillos que comparten pares adyacentes de atomos de carbono) que tienen un sistema de electrones pi
completamente conjugado. El grupo arilo puede estar sustituido o sin sustituir por uno o mas sustituyentes, como se
ha descrito anteriormente en el presente documento.

El término "heteroarilo" describe un grupo monociclico o de anillos condesados (es decir, anillos que comparten un
par adyacente de atomos) que tiene en el anillo o anillos uno o mas atomos, tales como, por ejemplo, nitrégeno,
oxigeno y azufre y, ademas, que tiene un sistema de electrones pi completamente conjugado. Los ejemplos, sin
limitacion, de grupos heteroarilo incluyen pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina, pirimidina,
quinolina, isoquinolina y purina. El grupo heteroarilo puede estar sustituido o sin sustituir por uno o mas
sustituyentes, como se ha descrito anteriormente en el presente documento. Los ejemplos representativos son
tiadiazol, piridina, pirrol, oxazol, indol, purina y similares.

La estructura de dos anillos presentador en la Férmula | anterior se denomina en el presente documento como una
estructura paromamina.

De acuerdo con realizaciones preferidas de la presente invencion, X es oxigenos. Ademas, preferiblemente, Rs es
hidroxilo.

Ademas, preferiblemente, Y es metilo.

Como puede observarse en la Férmula | anterior en el presente documento, hay varias posiciones sobre que un
resto monosacarido puede estar unido a la estructura paromamina. De acuerdo con realizaciones preferidas, hay
tres posiciones, representadas como Ri, Rz y Rs, que se prefieren para introducir un resto monosacarido en la
estructura paromamina.

Preferiblemente, Unicamente se introduce un monosacarido en uno cualquiera de R, R2 o Rs. En tales casos,
preferiblemente, las otras posiciones son hidroxilos.

Mas preferiblemente, el resto monosacarido se introduce en la posicién R1, y Rz y Rs son cada uno preferiblemente
hidroxilo.
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De forma andloga, cuando se introduce un resto monosacarido en la posicién Rz, Ry y Rz son cada uno
preferiblemente hidroxilo, y cuando se introduce un resto monosacarido en la posicion Rs, Ry y Rz son cada uno
preferiblemente hidroxilo.

Al menos uno de Ry, Rz y R3 es resto monosacarido representado por la Formula general Il

Re

Formula Il

en la que cada uno de Rg, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y
amina, y la linea discontinua indica una configuracién R o una configuracion S. La linea curvada indica la posicion
del resto monosacarido que se acopla al estructura paromamina.

Preferiblemente, R y Rg son cada uno hidroxilo.

Como se presenta y se demuestra en la seccidon de Ejemplos que se indica a continuacion (véase, Tabla 18), se
descubrié que el sustituyente en la posicién Re afecta tanto a la actividad ininterrumpida de la mutacién de
truncamiento como a la actividad antimicrobiana del compuesto resultante. Por lo tanto, los compuestos que tienen
un resto monosacarido representados por la Féormula Il anterior tienen un grupo amina o hidroxilo en la posiciéon Re, y
preferiblemente, una amina.

En una realizacién de la presente invencion, la estructura paromamina presentada en la Férmula | anterior
comprende uno o mas restos oligosacarido adicionales unidos a la misma, preferiblemente en las posiciones Ry, Rz
y Rs. Por lo tanto, de acuerdo con realizaciones preferidas, al menos uno de R1, Rz y R3 es un resto oligosacarido.
Preferiblemente, inicamente se introduce un resto oligosacaridos en uno cualquier de R4, Rz o Rs.

El término "oligosacarido”, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto que comprende dos o
mas unidades monosacarido, segun se definen en el presente documento. Preferiblemente, el oligosacarido
comprende 2-6 monosacaridos, mas preferiblemente el oligosacarido comprende 2-4 monosacaridos, y mucho mas
preferiblemente el oligosacarido es un resto disacarido, que tiene dos unidades monosacarido.

De acuerdo con realizaciones preferidas, el disacarido acoplado al compuesto que tiene la Férmula general |, tiene
Férmula general I* como se indica a continuacion:

R

Férmula I*
en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

cada uno de R*j, R*; y R*3 es independientemente un haluro, hidroxilo, amina o esta unidos al compuesto que
tiene la Férmula general |, mientras que al menos uno de R*;, R*; y R*; esta unido al compuesto que tiene la
Foérmula general 1.

X* es oxigeno o azufre;

R*4 es hidrégeno o un resto (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB);

R*s es hidroxilo o amina; y

Y* es hidroégeno, alquilo o arilo.

Por lo tanto, un "dimero" de este tipo incluye dos compuestos unidos entre si en sus posiciones R1, R*1, Rz, R*2, Rz 0
R*3 correspondientes en cualquier combinacién de los mismos, por ejemplo, un dimero unido R1-R*2 0 R2-R*1, un
dimero unido R4-R*3 0 R3-R*4, un dimero unido R3-R*; 0 Rz- R*3, un dimero unido R¢-R*{, un dimero unido R>-R*; o
un dimero unido Rs-R*;. Preferiblemente, es un dimero unido R1-R*;.
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El enlace entre los dos restos puede ser a través de un enlazador, o un resto de unién. El término "enlazador", como
se usa en el presente documento, se refiere a un resto quimico que esta unido al menos a otros dos restos
quimicos, por lo tanto, uniéndolos entre ellos. En el contexto de las presentes realizaciones, el enlazador es
preferiblemente un alquilo inferior que tiene 1-6 atomos de carbono y mas preferiblemente un metileno.

Como se ha analizado anteriormente en el presente documento, aunque incidir en el nimero de grupos amina en la
estructura paromamina puede tener un efecto negativo en cuanto a toxicidad, un analogo paromamina, que tiene un
grupo amina en la posicién Ry en una estereoquimico invertida en comparacién con el grupo hidroxilo desplazado
original, se prepar6 como se presenta en la seccion de Ejemplos que se indica a continuacién, en un intento por
investigar el efecto de un amina adicional en una configuracion invertida.

Como se demuestra en la seccion de Ejemplos que se indica a continuacion, el Compuesto 8, un compuesto
ejemplar de acuerdo con las presentes realizaciones, que tiene una amina en la posicion Ri que reemplaza un
hidroxilo y posee una configuracion invertida, se prepard y mostré una actividad antimicrobiana 6-16 veces inferior
(véase, Tabla 18 a continuacion en el presente documento) en comparacion con la paromomicina.

Por lo tanto, en otra realizacion de la presente invencion, Ry es amina.

Los compuestos descritos anteriormente en el presente documento pueden agruparse adicionalmente en varios
subconjuntos, de acuerdo con los sustituyentes en las posiciones R4, Rs e Y.

Considerando R4, Rs e Y, en un subconjunto cada uno de Rs e Y es hidrégeno, y Rs es hidroxilo, dando los
compuestos mostrados en la figura 2. En los otros dos subconjuntos a este respecto R4 es hidrogeno o AHB, y hay
una amina en la posicién Rs y un metilo en la posicion Y, y en cada uno de estos compuestos, la posiciéon Rs puede
asumir la estereoconfiguracion R o S.

Cada uno de los subconjuntos anteriores puede dividirse adicionalmente por su sustituyente R4, que es hidrégeno, o
un resto AHB.

Los compuestos que tienen la Féormula general | anterior, en la que Y es hidrogeno, R4 es hidrogeno o un resto AHB
y uno de Ri-R3 es un resto ribofuranosa, también se denominan en el presente documento como los Compuestos 3
y 37 (véase, Esquema 7 a continuacion en el presente documento); los Compuestos que tienen la Férmula general |
anterior, en la que Rs es hidroxilo, R4 es hidrogeno o un resto AHB, uno de R+-R3 es un resto ribofuranosa, e Y es
metilo, también se denominan en el presente documento como los Compuestos 42 y 43 (véase, Esquema 8 a
continuacion en el presente documento); y los Compuestos que tienen la Férmula general | anterior, en la que Rs es
amina, R4 es hidrégeno o un resto AHB, Y es metilo y uno de R+-R3 es un resto ribofuranosa, también se denominan
en el presente documento como los Compuestos 48 y 49 (véase, Esquema 8 a continuaciéon en el presente
documento).

(3S,4R,5S,6S)-5-amino-6-((1R,2R,3R,4R)-4,6-diamino-2-((2S,4R,5R)-3,4-dihidroxi-5-(hidroximetil)-tetrahidrofurano-
2-iloxi)-3-hidroxiciclohexiloxi)-2-(hidroximetil)-tetrahidro-2H-piran-3,4-diol (denominado a continuacion en el presente
documento como el Compuesto 2), (3S,4R,5S,6S)-5-amino-6-((1R,2S,3R,4R)-4,6-diamino-3-((2R,4R,5R)-3,4-
dihidroxi-5-(hidroximetil)-tetrahidrofurano-2-iloxi)-2-hidroxiciclohexiloxi)-2-(hidroximetil)-tetrahidro-2H-piran-3,4-diol
(denominado a continuacion en el presente documento como el Compuesto 4), amicacina, apramicina, arbecacina,
butirosina, dibecacina, fortimicina, G-418, gentamicina, higromicina, habecacina, dibecacina, netimicina, istamicina,
isepamicina, kanamicina, lividomicina, neamina, neomicina, paromomicina, ribostamicina, sisomicina,
espectinomicina, estreptomicina, tobramicina y cualquier variante de las mismas que tenga un sufijo afadido en su
nombre, tal como, por ejemplo, gentamicina C1, gentamicina C1A, gentamicina C2, gentamicina D, kanamicina A,
kanamicina B, butirosina A, higromicina B, neomicina B, etc., se han descrito previamente y, por lo tanto, se
excluyen del alcance de la presente invencion. Estos también incluyen cualquier otro analogo aminoglicésido que
tenga dos o mas unidades monosacarido, que se han descrito previamente.

HO
i A
[s} ' HoN NH,
NH. 2
M oo v xR
HO~ o OH - HO-, @
Compuesto 4

HO OH OH OH

Compuesto 2

Las presentes realizaciones incluyen adicionalmente cualquier enantidmero, solvato, hidrato y/o sal
farmacéuticamente aceptable de los compuestos descritos en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "enantidmero” se refiere a un estereocisémero de un compuesto
que puede superponerse con respecto a su homologo solo mediante una completa inversion/reflejo (imagen
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especular) del otro. Se dice que los enantidmero tienen "lateralidad", puesto que se relacionan entre si como la
mano izquierda y derecha. Los enantidmeros tienen idénticas propiedades quimicas y fisicas excepto cuando estan
presentes en un entorno que, en si mismo, tiene lateralidad, tal como todos los sistemas vivos.

El término "profarmaco” se refiere a un agente que se convierte en el compuesto activo (el farmaco de origen activo)
in vivo. Los profarmacos son utiles generalmente para facilitar la administracion del farmaco de origen. Por ejemplo,
pueden estar biodisponibles mediante administracién oral, mientras que el farmaco de origen no lo esta. Un
profarmaco también puede tener mejor solubilidad en comparacién con el farmaco de origen en composiciones
farmacéuticas. Los profarmacos también se utilizan a menudo para lograr una liberacién sostenida del compuesto
activo in vivo. Un ejemplo, sin limitacién, de un profarmaco seria un compuesto de la presente invencion que tiene
uno o mas restos acido carboxilico, que se administra como un éster (el "profarmaco”). Tal profarmaco se hidroliza in
vivo para proporcionar, con ello, el compuesto libre (el farmaco de origen). El éster seleccionado puede afectar a las
caracteristicas de solubilidad y a la velocidad de hidroélisis del profarmaco.

El término "solvato" se refiere a un complejo de estequiometria variable (por ejemplo, di-, tri-, tetra-, penta-, hexa-,
etc.) que esta formado por un soluto (el compuesto de la presente invencion) y un disolvente, por lo que el disolvente
no interfiere con la actividad bioldgica del soluto. Los disolventes adecuados incluyen, por ejemplo, etanol, acido
acético y similares.

El término hidrato se refiere a un solvato, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento, donde el
disolvente es agua.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a un especie cargada del precursor y su contraién, que se
emplea generalmente para modificar las caracteristicas de solubilidad del precursor y/o para reducir cualquier
irritacion significativa en un organismo provocada por el precursor, pero sin abrogar la actividad biologica ni las
propiedades del compuesto administrado. Un ejemplo, sin limitacién, de una sal farmacéuticamente aceptable sera
un anion carboxilato y un catién, tal como, pero sin limitacién, amonio, sodio, potasio y similares.

Adicionalmente, de acuerdo con la presente invencién, se proporcionan procesos de preparacion de los compuestos
descritos en el presente documento.

Las rutas sintéticas descritas en el presente documento incluyen una reaccién entre un aceptor y un donante, por lo
que el término "aceptor" se usa en el presente documento para describir la estructura principal obtenida a partir de
paromamina que tiene al menos un grupo hidroxilo disponible (desprotegido) preferiblemente seleccionado
selectivamente en las posiciones tales como C5, C6 y C3', que es reactivo durante una reaccion de glucosidacion, y
puede aceptar un glucosilo, y el término "donante" se usa en el presente documento para describir el glucosilo.

El término "glucosilo", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo quimico que se obtiene
eliminando el grupo hidroxilo de la funcion hemiacetal de un monosacarido y, por extension, de un oligosacarido
inferior.

Los donantes y aceptores estan disefiados para formar los compuestos deseados. Lo siguiente describe
realizaciones preferidas de este aspecto de la presente invencion, presentando procesos ejemplares de preparacion
de subconjuntos ejemplares de los compuestos descritos en el presente documento.

Las sintesis de los compuestos de las presentes realizaciones generalmente incluyen (i) preparar un compuesto
aceptor por proteccion selectiva de uno o mas hidroxilos y amidas en las posiciones seleccionadas presentes en la
estructura paromamina, dejando una o dos posiciones sin proteger y, por lo tanto, libres para aceptar un compuesto
donante (glucosilo) como se ha definido anteriormente en el presente documento; (i) manipular una caracteristica
estructural del aceptor en la posicion deseada mediante, por ejemplo, una reaccion de acoplamiento con un
compuesto donante protegido adecuadamente a la posicion no protegida en el aceptor, o reemplazando un grupo
hidroxilo con un grupo amina y opcionalmente invirtiendo la configuracion de la amina; y (iii) eliminando todos los
grupos protectores.

La expresion "grupo protector”, como se usa en el presente documento, se refiere a un sustituyente que se emplea
comunmente para bloquear o proteger una funcionalidad particular haciendo reaccionar al mismo tiempo otros
grupos funcionales en el compuesto. Por ejemplo, un "grupo protector amino" es un sustituyente unido a un grupo
amino que bloquea o protege la funcionalidad amino en el compuesto. Los grupos protectores amino adecuados
incluyen azida (azido), N-ftalimido, N-acetilo, N-trifluoroacetilo, N-t-butoxicarbonilo (BOC), N-benciloxicarbonilo (CBz)
y N-9-fluorenilmetilenoxicarbonilo (Fmoc). De forma analoga, un "grupo protector hidroxilo" se refiere a un
sustituyente de un grupo hidroxilo que bloquea o protege la funcionalidad hidroxilo. Los grupos protectores
adecuados incluyen ciclohexanona dimetil cetal (que forma un 1,3-dioxano con dos grupos hidroxilo adyacentes), 4-
metoxi-1-metilbenceno (que forma un 1,3-dioxano con dos grupos hidroxilo adyacentes), O-acetilo, O-cloroacetilo, O-
benzoilo y O-sililo. Para una descripcién general de grupos protectores y su uso, véase T. W. Greene, Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley & Sons, Nueva York, 1991.
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De acuerdo con las realizaciones preferidas presentadas a continuaciéon en el presente documento, los grupos
protectores amina incluyen un grupo azida y/o un grupo N-ftalimida, y los grupos protectores hidroxilo incluyen O-
acetilo, O-cloroacetilo y/o O-benzoilo.

En una realizacioén, se proporciona un proceso de preparacion de un subconjunto ejemplar de los compuestos que
tienen la Férmula general | como se presenta en el presente documento, en la que un monosacarido esta unido a la
posiciéon R y cada uno de Rz y Rs es hidroxilo. El proceso, de acuerdo con esta realizacion, se realiza preparando
un compuesto aceptor adecuadamente protegido y un compuesto donante adecuadamente protegido, acoplando
estos dos compuestos entre si, y posteriormente eliminando todos los grupos protectores del compuesto resultante.

El aceptor, de acuerdo con esta realizacion, tiene la Férmula general lIl:

O_g.Y

-

NQ,
3 NQ;
O 6O 1
\Tz/
Férmula Il

que es una version de paromamina que tiene grupos protectores en posiciones especificas, en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno, alquilo o arilo;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo protector amina y un resto AHB, en el que los grupos
amina e hidroxilo estan protegidos; y

X es oxigeno o azufre, preferiblemente oxigeno.

Los grupos protectores se seleccionan de tal forma que se unen y se eliminan facilmente en condiciones adecuadas,
y de acuerdo con la reactividad diferencial de los diversos grupos amina e hidroxilo de paromamina, de tal forma que
el grupo hidroxilo en la posicién R1 del mismo se deja desprotegido y libre de la reaccion de acoplamiento.

De acuerdo con realizaciones preferidas, cada uno de T4-T» es un grupo protector ciclohexanona dimetil cetal, que
forma un 1,3-dioxano con dos grupos hidroxilo adyacentes en el caso de T4, y que forma un 1,3-dioxolano en el caso
de T2.

El compuesto donante es un monosacarido protegido que tiene un grupo saliente en la posicién 1" del mismo.
Dichos monosacaridos protegidos pueden representarse colectivamente por la Férmula general VI:

Z; I3
Formula VI

en la que cada uno de Zy, Z, y Z3 se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en un grupo
protector hidroxilo y un grupo protector amina, L es el grupo saliente, y la linea discontinua indica una configuracion
R o una configuracion S.

Como se usa en el presente documento, la expresion "grupo saliente” describe un atomo, grupo o resto quimico
inestable que experimenta facilmente desprendimiento de una molécula organica durante una reaccién quimica,
mientras que el desprendimiento se facilita por la estabilidad relativa del atomo, grupo o resto saliente del mismo.
Tipicamente, cualquier grupo que sea la base conjugada de un acido fuerte puede actuar como un grupo saliente.
Por ejemplo, los ejemplos representativos de grupos salientes adecuados de acuerdo con las presentes
realizaciones incluyen, sin limitacion, haluro, acetato, tosilato, triflato, sulfonato, azida, hidroxi, tiohidroxi, alcoxi,
cianato, tiocianato, nitro y ciano.

El término "acetato" se refiere un anién de acido acético.

El término "tosilato" se refiere un anién de acido tolueno-4-sulfénico.
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El término "triflato” se refiere un anién de acido trifluoro-metanosulfénico.

El término "azida" se refiere a un Ns".

Las expresiones "hidroxi" y "tiohidroxi" se refieren a los aniones OH" y SH- respectivamente.

El término "cianato" y "tiocianato” se refiere a los aniones [O=C=N] y [S=C=N] respectivamente.
El término "nitro" se refiere a NO>'.

El término "ciano" se refiere a [C=N]".

Preferiblemente, L es p-tolilsulfuro (p-tiotolueno), tioetilo y tricloroacetimidato, y adicionalmente, preferiblemente
cada uno de Z4-Z3 es un grupo protector hidroxilo.

Por lo tanto, el proceso se realiza:

(a) acoplando el compuesto aceptor que se ha mencionado anteriormente al compuesto donante que se ha
mencionado anteriormente; y
(b) posteriormente eliminando cada uno de los grupos protectores.

Los compuestos ejemplares que se prepararon de acuerdo con esta realizacion incluyen el Compuesto 6 y
Compuesto 7, como se presenta en la seccion de Ejemplos que se indica a continuacion.

Este proceso rudimentario se usa para preparar otros subconjuntos ejemplares de los compuestos de acuerdo con
las presentes realizaciones, tras la utilizacion de un aceptor que esta disefiado para interactuar con un donante en
una posicion deseada.

Por lo tanto, de acuerdo con otra realizacion, se proporciona un proceso de preparacion de un subconjunto ejemplar
de los compuestos que tienen la Férmula general | como se presenta en el presente documento, en la que un
monosacarido esta unido a la posicion R, y cada uno de R1 y R3 es hidroxilo. Tal proceso se realiza:

(a) acoplando un compuesto que tiene la Férmula general IV:

Férmula IV

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno, alquilo o arilo;

cada uno de T4-T4 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo protector amina y un resto AHB, el resto AHB
comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminando cada uno de los grupos protectores hidroxilo y los grupos protectores amina, para obtener asi el
compuesto.

Preferiblemente, cada uno de T4-T4 es O-acetilo.

Como en la realizacion que se ha presentado previamente, el derivado de un monosacarido es un monosacarido
protegido que tiene la Férmula general VI, como se ha presentado anteriormente en el presente documento.
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Los compuestos ejemplares que se prepararon de acuerdo con esta realizacion incluyen el Compuesto 2 y el
Compuesto 3, como se presenta en la seccion de Ejemplos que se indica a continuacion.

De acuerdo con ofra realizacion mas, se proporciona un proceso de preparacion de un subconjunto ejemplar de los
compuestos que tienen la Foérmula general | como se presenta en el presente documento, en la que un
monosacarido esta unido a la posicion Rs y cada uno de R1 y R es hidroxilo. Tal proceso se realiza:

(a) acoplando un compuesto que tiene la Férmula general V:

Férmula V

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno, alquilo o arilo;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs se selecciona entre el grupo que consiste en un grupo protector amina y un resto AHB, el resto AHB
comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminando cada uno de los grupos protectores hidroxilo y los grupos protectores amina, para obtener de esta
manera el compuesto.

Preferiblemente, T4 es 4-metoxi-1-metilbenceno y T2 es O-benzoilo.

Los compuestos ejemplares que se prepararon de acuerdo con esta realizacion incluyen el Compuesto 4 y el
Compuesto 5, como se presenta en la seccion de Ejemplos que se indica a continuacion.

En otras realizaciones, los aceptores que se han presentado anteriormente en el presente documento se utilizan en
la preparacion de otros subconjuntos de compuestos que tienen la Férmula general I.

Como se demuestra en la seccion de Ejemplos a continuacion, los compuestos que se presentan en el presente
documento se han disefiado de manera que posean, y de hecho se ha demostrado que lo hacen, una actividad de
supresion de la mutaciéon de truncamiento, es decir, la capacidad de inducir la ultralectura de una mutacién de codén
de parada. Una actividad de este tipo hace que estos compuestos sean adecuados para su uso como agentes
terapéuticamente activos para el tratamiento de trastornos genéticos y, en particular, de trastornos que se
caracterizan por una mutacién de truncamiento.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de tratamiento de un
trastorno genético. EI método, de acuerdo con este aspecto de la presente invencion, se efectia mediante la
administracion a un sujeto que lo necesite de una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas de los compuestos
que se presentan en el presente documento que tienen una Férmula general I.

Estan excluidas del alcance de la presente invencion la amikacina, apramicina, arbekacina, butirosina, dibekacina,
fortimicina, G-418, gentamicina, higromicina, habekacina, dibekacina, netilmicina, istamicina, isepamicina,
kanamicina, lividomicina, neamina, neomicina, paromomicina, ribostamicina, sisomicina, espectinomicina,
estreptomicina y tobramicina y cualesquier analogos o variantes de las mismas que se hayan descrito anteriormente,
como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Como se usan en el presente documento, los términos "tratar" y "tratamiento" incluyen anular, inhibir
sustancialmente, retardar o invertir la progresion de una afeccion, mejorar sustancialmente los sintomas clinicos o
estéticos de una afeccion o prevenir sustancialmente la aparicion de sintomas clinicos o estéticas de una afeccion.

Como se usa en el presente documento, la frase "cantidad terapéuticamente eficaz" describe una cantidad del
polimero que se administra que aliviara en cierto grado uno o mas de los sintomas de la afeccién que se trata.
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La frase "trastorno genético", como se usa en el presente documento, se refiere a un trastorno crénico que es
causado por uno o mas genes defectuosos que con frecuencia se heredan de los padres y que puede aparecer de
forma inesperada cuando dos portadores sanos de un gen recesivo defectuoso se reproducen o cuando el gen
defectuoso es dominante. Los trastornos genéticos pueden aparecer en diferentes patrones de herencia que
incluyen el patron dominante autosémico en el que solo se necesita una copia mutada del gen para afectar a la
descendencia, y el patron autosémico recesivo en el que dos copias del gen deben estar mutadas para afectar a la
descendencia.

De acuerdo con realizaciones preferidas, el trastorno genético implica un gen que tiene una mutacion de
truncamiento que conduce a la traduccién incorrecta del mismo. La traduccién incorrecta provoca una reduccién o la
abolicion de la sintesis de una proteina esencial.

Los ejemplos de dichos trastornos genéticos incluyen, pero no se limitan a, la fibrosis quistica (FQ), la distrofia
muscular de Duchenne (DMD), la ataxia-telangiectasia, el sindrome de Hurler, la hemofilia A, la hemofilia B, el
sindrome de Usher y el Tay-Sachs.

En consecuencia, se proporciona un uso de un compuesto que tiene la Férmula general | como se presenta en el
presente documento en la fabricacién de un medicamento para tratar un trastorno genético.

En cualquiera de los métodos y usos que se describen en el presente documento, los compuestos descritos en el
presente documento pueden usarse ya sea en si o formando una parte de una composicién farmacéutica, que
comprende adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por tanto, de acuerdo con la presente invencion, adicionalmente se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende, como principio activo, cualquiera de los compuestos novedosos que se describen en el presente
documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Al estar dirigidos principalmente al tratamiento de trastornos genéticos, que son crénicos por definicion, se espera
que los compuestos que se presentan en el presente documento o las composiciones farmacéuticas que contienen
los mismos se administren durante toda la vida del sujeto que se trata. Por tanto, el modo de administracion de las
composiciones farmacéuticas que contienen los compuestos debe ser de manera que sea facil y comodo para la
administracion, preferentemente para la auto-administracion, y de manera que ocasiones las menores pérdidas en el
bienestar y el curso de la vida del paciente.

La administracion repetitiva y periédica de los compuestos que se presentan en el presente documento o las
composiciones farmacéuticas que contienen los mismos puede efectuarse, por ejemplo, diariamente, es decir, una
vez al dia, mas preferentemente la administracion se efectia semanalmente, es decir, una vez a la semana, mas
preferentemente, la administracion se efectia mensualmente, es decir, una vez al mes y mas preferentemente la
administracion se efectua una vez cada varios meses (por ejemplo, cada 1,5 meses, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5
meses o incluso 6 meses).

Como se ha analizado anteriormente en el presente documento, algunas de las limitaciones para el uso de los
aminoglucosidos conocidos en la actualidad como farmacos de ultralectura de mutaciones de truncamiento se
asocian al hecho de que son principalmente antibacterianos (se usan como agentes antibiéticos). El uso crénico de
cualquier agente antibacteriano es altamente injustificado e incluso peligroso para la vida ya que altera la flora
microbiana intestinal, lo que puede provocar o empeorar otras afecciones médicas tales como la exacerbacién de la
enfermedad inflamatoria intestinal [67] y puede provocar la aparicion de resistencia en algunas cepas patologicas de
microorganismos [68-71].

Los compuestos que se presentan en el presente documento preferentemente no tienen ninguna actividad
antibacteriana. Por "actividad antibacteriana" se quiere decir que la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los
mismos para una cepa en particular es mucho mayor que la concentracion de un compuesto que se considera un
antibiodtico con respecto a esta cepa. Ademas, preferentemente, la CIM de estos compuestos es mucho mayor que la
concentracion necesaria para ejercer la actividad de supresion de la mutacion de truncamiento.

Al ser preferentemente no bactericidas, los compuestos que se presentan en el presente documento no sufren la
limitacién mencionada anteriormente y, por tanto, pueden administrarse a través de vias de absorcién que pueden
contener microorganismos benignos y/o beneficiosos que no son dianas y, por tanto, su conservacion puede ser
necesaria. Este rasgo importante de los compuestos que se presentan en el presente documento hace que estos
compuestos sean farmacos particularmente eficaces contra las afecciones cronicas, ya que pueden administrarse
repetidamente y durante toda la vida, sin causar ningun efecto adverso ni acumulativo y, adicionalmente, pueden
administrarse por via oral o rectal, es decir, a través del tracto Gl, que es una caracteristica muy util e importante
para un farmaco dirigido al tratamiento de trastornos croénicos.

De acuerdo con realizaciones preferidas, los compuestos que se presentan en el presente documento son selectivos
hacia las células eucariotas frente a las células procariotas, es decir, los compuestos presentan una actividad mayor
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en las células eucariotas, tales como las de mamiferos (seres humanos) en comparacion con su actividad en las
células procariotas, tales como las de las bacterias. Sin quedar ligado por ninguna teoria en particular, se supone
que los compuestos que se presentan en el presente documento, que se sabe que actian mediante la unién al sitio
A de los ARN ribosdmicos 16S mientras el ribosoma esta implicado en la traducciéon de un gen, tienen una mayor
afinidad por el sitio A ribosémico eucariota o, de otra forma, son selectivos hacia el sitio A eucariota, en comparacion
con el sitio A ribosémico procariota.

Como se usa en el presente documento una "composicion farmacéutica" se refiere a una preparacion de los
compuestos que se presentan en el presente documento, con otros componentes quimicos tales como vehiculos y
excipientes farmacéuticamente aceptables y adecuados. El propdsito de una composicion farmacéutica es facilitar la
administracion de un compuesto a un organismo.

En lo sucesivo en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un
vehiculo o a un diluyente que no provoca una irritacion significativa a un organismo y que no anula la actividad
biolégica y las propiedades del compuesto administrado. Son ejemplos, sin limitacion, de vehiculos: propilenglicol,
solucion salina, emulsiones y mezclas de disolventes organicos con agua, asi como vehiculos soélidos (por ejemplo,
en polvo) y gaseosos.

En el presente documento, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicion
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un compuesto. Los ejemplos, sin limitacion, de
excipientes incluyen el carbonato de calcio, el fosfato de calcio, diversos azucares y tipos de almidon, derivados de
celulosa, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulacion y la administracion de farmacos pueden encontrarse en "Remington's
Pharmaceutical Sciences" Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima edicién, que se incorpora en el presente
documento por referencia.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden fabricarse mediante procesos bien conocidos en
la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezcla, disolucion, granulacién, fabricacion de
grageas, levigacion, emulsion, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.

Las composiciones farmacéuticas para su uso de acuerdo con la presente invencién pueden formularse de manera
convencional usando uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables que comprenden excipientes y
adyuvantes, que facilitan el procesamiento de los compuestos que se presentan en el presente documento en
preparaciones que pueden usarse farmacéuticamente. La formulacion apropiada depende de la via de
administracion elegida.

De acuerdo con realizaciones preferidas, la via mas preferida de administracion es la via oral. Para la administracion
oral, los compuestos que se presentan en el presente documento pueden formularse faciimente combinando los
compuestos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos vehiculos permiten
que los compuestos que se presentan en el presente documento sean formulados como comprimidos, pildoras,
grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, pastas, suspensiones y similares, para la ingestion oral por un paciente.
Las preparaciones farmacoldgicas para su uso oral pueden hacerse usando un excipiente soélido, moliendo
opcionalmente la mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después de afiadir adyuvantes adecuados
si se desea, para obtener comprimidos o nicleos de grageas. Son excipientes adecuados, en particular, cargas tales
como azucares, incluyendo la lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por
ejemplo, almidéon de maiz, almidén de trigo, almidon de arroz, almidon de patata, gelatina, goma de tragacanto,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carbometilcelulosa de sodio; y/o polimeros fisioldgicamente aceptables,
tales como polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden afadirse agentes disgregantes, tales como
polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal de los mismos tal como alginato de sodio.

Las composiciones farmacéuticas, que pueden usarse por via oral, incluyen las capsulas duras hechas de gelatina,
asi como las capsulas blandas selladas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas duras pueden contener los principios activos mezclados con una carga tal como lactosa, aglutinantes tales
como almidones, lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las
capsulas blandas, los compuestos que se presentan en el presente documento pueden disolverse o suspenderse en
liqguidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademas, pueden
afiadirse estabilizantes. Todas las formulaciones para la administracion oral deben estar en dosis adecuadas para la
via de administracion elegida.

Para la inyeccion, los compuestos que se presentan en el presente documento pueden formularse en soluciones
acuosas, preferentemente en tampones fisioldgicamente compatibles tales como solucion de Hank, solucion de
Ringer o tampon de solucidon salina fisioldgica con o sin disolventes organicos tales como propilenglicol,
polietilenglicol.
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Para la administracion a través de las mucosas, se usan penetrantes en la formulacién. Dichos penetrantes son
generalmente conocidos en la técnica.

Los nucleos de grageas se proporcionan con recubrimientos adecuados. Para este propdsito, pueden usarse
soluciones de azucar concentradas, que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol, didxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos o mezclas de disolventes
adecuados. Pueden anadirse colorantes o pigmentos a los comprimidos o a los recubrimientos de las grageas para
la identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos de aminoglucésidos activos.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de
manera convencional.

Para la administracion por inhalacion, los compuestos que se presentan en el presente documento se administran
convenientemente en forma de una presentacion de pulverizacion de aerosol (que incluye normalmente vehiculos en
polvo, licuados y/o gaseosos) desde un envase presurizado o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado,
por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de
un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion puede determinarse proporcionando una valvula para suministrar
una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina, para su uso en un inhalador o insuflador
pueden formularse conteniendo una mezcla en polvo de los compuestos presentados en el presente documento y
una base en polvo adecuada tal como, pero no limitada a, lactosa o almidén.

Los compuestos que se presentan en el presente documento pueden formularse para la administracién parenteral,
por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyecciéon pueden presentarse
en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis con opcionalmente, un
conservante afiadido. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de la preparacion de
compuestos en forma hidrosoluble. Adicionalmente, las suspensiones de los compuestos que se presentan en el
presente documento pueden prepararse en forma de suspensiones y emulsiones para inyeccion oleosas apropiadas
(por ejemplo, emulsiones agua-en-aceite, aceite-en-agua o agua-en-aceite en aceite). Los disolventes o vehiculos
lipdfilos adecuados incluyen aceites grasos tales como el aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos
tales como oleato de etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones de inyeccion acuosas pueden contener
sustancias que aumenten la viscosidad de la suspensién, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o
dextrano. Opcionalmente, la suspension también puede contener estabilizantes o agentes adecuados que aumenten
la solubilidad de los compuestos que se presentan en el presente documento para permitir la preparacion de
soluciones muy concentradas.

Como alternativa, los compuestos que se presentan en el presente documento pueden estar en forma de polvo para
su constitucion con un adecuado vehiculo, por ejemplo, agua estéril apirdbgena, antes de su uso.

Los compuestos que se presentan en el presente documento también pueden formularse en composiciones rectales
tales como supositorios 0 enemas de retencién, usando, por ejemplo, bases de supositorio convencionales tales
como manteca de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas que se describen en el presente documento también pueden comprender
vehiculos o excipientes sélidos de fase de gel adecuados. Los ejemplos de dichos vehiculos o excipientes incluyen,
pero no se limitan a, carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azlcares, almidones, derivados de celulosa,
gelatina y polimeros tales como polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente invencion incluyen
composiciones en las que los principios activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el propdsito
pretendido. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de los compuestos
que se presentan en el presente documento eficaz para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas del trastorno o
prolongar la supervivencia del sujeto que se esta tratando.

La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz esta dentro de la capacidad de los expertos en la materia,
especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en la presente memoria.

Para cualesquier compuestos que se presentan en el presente documento utilizados en los métodos de las
presentes realizaciones, la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de
ensayos de actividad en animales. Por ejemplo, una dosis puede formularse en modelos animales para conseguir un
intervalo de concentraciéon circulante que incluya los niveles de supresion de mutacion segun se determinan
mediante ensayos de actividad (por ejemplo, la concentracion de los compuestos de ensayo que consigue una
ultralectura sustancial de la mutacion de truncamiento). Dicha informacién puede usarse para determinar con mayor
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precision las dosis Utiles en seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los compuestos que se presentan en el presente documento pueden
determinarse mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en animales de experimentacion, por ejemplo,
mediante la determinacion de la CEsp (la concentracién de un compuesto a la que se observa el 50 % de su efecto
maximo) y la DLsg (la dosis letal que provoca la muerte del 50 % de los animales ensayados) para un compuesto
sujeto. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos de actividad y estudios en animales pueden usarse para
formular un intervalo de dosificacién para su uso en humanos.

La dosificacion puede variar dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion utilizada.
La formulacién exacta, la via de administracion y la dosificacion pueden ser elegidas por el médico individual en vista
de la condicion del paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl et al., 1975, en "The Pharmacological Basis of
Therapeutics", cap. 1 p.1).

La cantidad de dosificacion y el intervalo pueden ajustarse individualmente para proporcionar niveles plasmaticos de
los compuestos que se presentan en el presente documento que sean suficientes para mantener los efectos
deseados, denominados la concentracion eficaz minima (CEM). La CEM variara para cada preparacion, pero puede
estimarse a partir de datos in vitro; por ejemplo, la concentracion de los compuestos necesaria para alcanzar el 50-
90 % de la expresion del gen entero que tiene una mutacion de truncamiento, es decir, la ultralectura del codén de
mutacion. Las dosificaciones necesarias para lograr la CEM dependeran de las caracteristicas individuales y la via
de administracion. Pueden usarse ensayos o bioensayos de HPLC para determinar las concentraciones plasmaticas.

Los intervalos de dosificacion también pueden determinarse usando el valor CEM. Las preparaciones deberian
administrarse usando una pauta, que mantenga los niveles plasmaticos por encima de la CEM durante el 10-90 %
del tiempo, preferentemente entre el 30-90 % y mucho mas preferentemente el 50-90 %.

Dependiendo de la gravedad y el grado de respuesta de la afeccion crénica que se trata, la dosificacion también
puede ser una Unica administracion peridédica de una composicion de liberaciéon lenta descrita anteriormente en el
presente documento, durando el curso de tratamiento peridédico de varios dias a varias semanas o hasta que se
produzca una mejora suficiente durante el tratamiento periédico o se consiga una disminuciéon sustancial de la
patologia para el tratamiento periodico.

La cantidad la composicién que se administra dependera, por supuesto, del sujeto que se trata, de la gravedad de la
afeccion, de la forma de administracion, del criterio del médico que prescribe, etc.

Las composiciones de la presente invencion pueden, si se desea, presentarse en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un kit aprobado por la FDA (Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos,
por sus siglas en inglés), que puede contener una o mas formas de dosificacion unitarias que contengan el principio
activo. El envase puede, por ejemplo, comprender una lamina de metal o plastico, tal como, pero no limitado a un
envase blister o un envase presurizado (para inhalacion). El envase o dispositivo dispensador puede ir acompafiado
de instrucciones para la administracion. El envase o dispositivo dispensador también puede ir acompafiado de una
nota asociada al envase en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacion, el uso o la
venta de productos farmacéuticos, nota que es un reflejo de la aprobacion por la agencia de la forma de las
composiciones para la administracion a seres humanos o veterinaria. Dicha nota, por ejemplo, puede ser del
etiqguetado aprobado por la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos para los farmacos de
prescripcion o de un prospecto aprobado. Las composiciones que comprenden un compuesto de acuerdo con las
presentes realizaciones, formuladas en un vehiculo farmacéutico compatible también pueden prepararse, colocarse
en un recipiente apropiado y etiquetarse para el tratamiento de una afeccién indicada o el diagnéstico, como se ha
detallado anteriormente en el presente documento.

Por tanto, en una realizacion preferida, la composicion farmacéutica se envasa en un material de envasado y se
identifica por la impresion en o sobre el material de embalaje, para su uso en el tratamiento de un trastorno genético,
como se define en el presente documento.

En cualquiera de las composiciones, métodos y usos descritos en el presente documento, los compuestos pueden
utilizarse en combinacién con otros agentes utiles en el tratamiento de la enfermedad genética.

Los objetos, ventajas y caracteristicas novedosas adicionales de la presente invencion seran evidentes para un
experto habitual en la materia tras el examen de los siguientes ejemplos, que no tienen por objeto ser limitantes.
Adicionalmente, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencién como se han perfilado
anteriormente en el presente documento y como se reivindican en la seccidon de reivindicaciones a continuacion
encuentra apoyo experimental en los siguientes ejemplos.
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Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencion
de una manera no limitante.

EJEMPLO 1
SINTESIS QUIMICAS
Materiales y métodos:

Los espectros de H RMN, B¢ RMN, aumento sin distorsiéon por transferencia de polarizacion (1D DEPT),
espectroscopia de correlacion total (TOCSY), correlacion heteronuclear multiple cuantica (HMQC), y correlacion
heteronuclear mudltiple a un enlace (HMBC) se registraron en un espectrometro Bruker Avance™ 500. Los
desplazamientos quimicos, indicados en ppm, son relativos al Me,Si interno (& = 0,0) con CDCls como disolvente, y
a HOD (hidrogeno a demanda, & = 4,63) con D,O como disolvente.

Los analisis por espectroscopia de masas se realizaron en un espectrometro de masas Bruker Daltonix Apex 3 para
condiciones de espectrometria de masas de ionizacion por electronebulizacion (ESIMS), o en un espectrometro de
masas TSQ-70B (Finnigan Mat) y un espectrometro de micromasas MALDI en condiciones MALDI-TOF usando una
matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinnamico.

Las reacciones se controlaron por TLC sobre Gel de Silice (Gel 60 Fzss, 0,25 mm, Merck), y las manchas se
visualizaron por carbonizacién con una solucidon de color amarillo que contenia (NH4)sM070244H,0 (120 gramos) y
(NH.)2Ce(NOs)s (5 gramos) en H2SO4 al 10 % (800 ml).

La cromatografia en columna ultrarrapida se realizé sobre Gel de Silice "Gel 60" (malla 70-230).

Todas las reacciones se realizaron en una atmdsfera de argén y usando disolventes anhidros, a menos que se
indique otra cosa.

Todos los productos quimicos, a menos que se indique otra cosa, se obtuvieron de proveedores comunes.
Resumen sintético general:

Una serie de nuevos compuestos se designaron de acuerdo con las presentes realizaciones para el tratamiento de
enfermedades genéticas humanas causadas por mutaciones de terminacién prematura. Todos los compuestos se
obtuvieron a partir de paromamina, que se obtiene a partir de paromomicina.

Los Compuestos 2-9 se sintetizaron siguiendo las rutas presentadas en la figura 2. Como puede observarse en la
figura 2, las sintesis basicas implican la escisién promovida por acido de Lewis directa de paromomicina en la
paromamina de disacarido, denominada en el presente documento como el Compuesto 1, que después se usa como
un material de partida comun para la preparacion de los Compuestos designados. Los grupos protectores usados en
las sintesis que se indican a continuaciéon se escogieron basandose en su facilidad de union y eliminacion, y su
estabilidad en condiciones de reaccion. El método de glucosidacion de tioglicosido usando N-yodosuccinimida (NIS)
[72] y el método de glucosidacion del tricloroacetimidato usando BF3 [73] demostré ser rapido y eficiente. Las
protecciones de éster de benzoato en la posiciéon C-2 de los donantes de ribofuranésido, los Compuestos 14a, 14b,
15ay 15b, (véase, el Esquema 1 a continuacioén) se disefiaron especialmente para permitir una formacion de enlace
B-glicésido selectivo entre el anillo 11l y el resto de paromamina a través de la participacion del grupo adyacente en
los Compuestos 2-7.
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Esquema 1

OAc
AcO O
Compuesto 1 3 ReO \
N 3 /m‘*
1,183 (o] N3
oH HO 5 OAc

@]
BzO
N3 N N3
3 OHO N3
6
Compuesto 13 OH
R STol R o. CChl
5,0 5,0 \(
NH

BzO OBz

Compuesto 14a: R=0OBz
Compuesto 14b: R=N4

BzO OBz

Compuesto 15a: R=OBz
Compuesto 15b: R=Nj;

Los reactivos y condiciones observadas en el Esquema 1 anterior incluyen: (a) TfNs, EtsN, CuSOs, en 3:10:3 de
CHCl2/MeOH/H20; (b) Ac20 (4,2 equivalentes), piridina, -6 °C; (c) ciclohexanona dimetil cetal, CSA, DMF,110 °C;
(d) BzCl, piridina; (e) TFA/H20 5:3, THF, 40 °C; (f) anisaldehido-dimetilacetal, CSA, DMF, 50 °C; y las abreviaturas
son: Tf = trifluorometanosulfonilo, CSA = acido canforsulfénico, DMF = dimetilformamida, Bz = benzoilo, TFA = acido
trifluoroacético, PMP = p-metoxifenilo.

La preparacion de los Compuestos 2-7 empled los tres aceptores de paromamina diferentes protegidos
correctamente, es decir los Compuestos 11-13, que expusieron selectivamente los grupos hidroxilo del resto
paromamina en las posiciones C5, C6 y C3', a reacciones de glucosidacion, haciendo a hidroxilo C5 mas susceptible
de reaccionar y a hidroxilo C3' menos susceptible. Estas moleculares aceptoras eran facilmente accesibles desde la
paromamina (Compuesto 1) como se ha ilustrado en el Esquema 1 anterior.

La acetilacion regioselectiva del Compuesto 10 con anhidrido acético a baja temperatura dio el Compuesto aceptor
11 con un rendimiento del 65 % [74]. En otra ruta, el tratamiento del Compuesto 10 con ciclohexanona dimetil cetal
dio el segundo aceptor, el Compuesto 12, en el que todos los grupos funcionales, excepto el grupo hidroxilo en la
posicion C3', estaban protegidos. La benzoilacion del Compuesto 12 se siguié de etapas de hidrdlisis de acido y
formacion de bencilideno acetal para proporcionar el tercer Compuesto aceptor 13 a un rendimiento aislado del 86 %
para las tres etapas.

Después, los Compuestos aceptores de paromamina 11-13 se sometieron por separado a reacciones de
glucosidacion con dos etapas de donantes glucosilo, es decir, los Compuestos 14a-14b y los Compuestos 15a-b,
para formar los derivados protegidos designados, los Compuestos 16-18 a un rendimiento total del 68-95 %, como
se ilustra en el Esquema 2 a continuacién. Como se presenta en el presente documento a continuacion, las
estructuras de los Compuestos 16-18 se confirmaron por la combinacién de diversas técnicas espectroscoépicas,
incluyendo espectroscopia HMQC, HMBC, 2D-COSY, y 1D TOCSY RMN. Después, estos compuestos protegidos se
sometieron a desproteccion de dos o tres etapas: eliminaciéon de todos los grupos éster por tratamiento con
metilamina (solucién al 33 % en EtOH), reduccion de todos los grupos azida por la reaccion de Staudinger, e
hidrélisis de O-bencilidino acetal y ciclohexilideno cetal con acido trifluoroacético acuoso, para formar los
Compuestos finales 2-7, como se observa en el Esquema 2 a continuacion, con excelente pureza y rendimientos
aislados.
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Esquema 2
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Compuesto 18a: R=OBz
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Los reactivos y condiciones observadas en el Esquema 2 anterior incluyen: (a) el Compuesto 15a o el Compuesto
15b, BFs-Et,0 (cantidad catalitica), CH2Cl,, 4 A de tamices moleculares, Compuesto 11 — Compuesto 16a (85 %),
Compuesto 11 — Compuesto 16b (71 %), Compuesto 12 — Compuesto 18a (95 %), Compuesto 12 — Compuesto
18b (93 %); (b) (i) MeNHz (solucién al 33 % en EtOH), (ii) PMes (1 M en THF), NaOH 0,1 M, THF, temperatura
ambiente; Compuesto 16a — Compuesto 2 (84 %), Compuesto 16b — Compuesto 3 (91 %), Compuesto 17a —
Compuesto 4 (en 2 etapas 75 %), Compuesto 17b — Compuesto 5 (44 %), Compuesto 18a — Compuesto 6 (84 %),
Compuesto 18b — Compuesto 7 (75 %); (c) Compuesto 14a o Compuesto 14b NIS, TfOH (cantidad catalitica),
CH.Cl, 4 A de tamices moleculares, Compuesto 13 — Compuesto 17a (68 %), Compuesto 13 — Compuesto 17b
(76 %); (d) 6:1 de AcOH/H0O, THF 50 °C para el Compuesto 17a, 3:2 de TFA/H2O, THF, 60 °C para el Compuesto
17b (52 %), 10:3 de AcOH/H;0, 1,4-dioxano, 70 °C para el Compuesto 18a (75 %), TFA/H-O 5:1, THF, 50 °C para el
Compuesto 18b (82 %); y las abreviaturas son: PMP = p-metoxifenilo, NIS = N-yodosuccinimida, Tf =
trifluorometanosulfonilo, CSA = &acido canforsulfénico, DMF = dimetilformamida, Bz = benzoilo, TFA = &cido
trifluoroacético.

El Esquema 3 a continuacién ilustra la preparacion de los Compuestos 8-9. El Anillo | en el Compuesto 8 que tiene
una configuracion D-allo se prepard a partir del Compuesto 1 invirtiendo selectivamente la configuracion en la
posicion C3'. La triflacién del grupo hidroxilo en la posicion C3' en el Compuesto 12 se siguié de un desplazamiento
nucledfilo con azida para proporcionar el Compuesto cis-diazida correspondientes 19 a un rendimiento del 82 % para
las dos etapas. La hidrdlisis de los ciclohexilideno cetales con acido acético acuoso seguido de una desproteccion
de dos etapas como se ha descrito anteriormente proporcioné el Compuesto designado 8 a un rendimiento del 68 %.
El tratamiento de el mismo Compuesto aceptor 12 con CH.Br, en presencia de NaH dio el Compuesto dimero
protegido 20 a un rendimiento del 82 %, después de lo cual la desproteccion de tres etapas similar, como en el caso
del Compuesto 19, proporcioné el Compuesto dimero deseado 9 a un rendimiento del 86 %.
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Esquema 3
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Compuesto 20

Los reactivos y condiciones observadas en el Esquema 2 anterior incluyen: (a) Tf20, piridina, (92 %); (b) NaNs, DMF,
HMPA, (72 %) (c) para el Compuesto 19 8:1 de AcOH/H-0, 1,4-dioxano, 75 °C, (60 %), para el Compuesto 20 5:6 de
TFA/H0, THF, 60 °C, (90 %); (d) (i) MeNH: (solucion al 33 % en EtOH), (ii) PMes (1 M en THF), NaOH 0,1 M, THF,
temperatura ambiente; Compuesto 19 — Compuesto 8 (76 %), Compuesto 20 — Compuesto 9 (81 %), (e) CH2Br,
NaH, 2:1 de DMF/HMPA, 4 A de tamices moleculares, (82 %), y las abreviaturas son: HMPA = hexametilfosforamida.

Basandose en el Compuesto 10, el Compuesto intermedio 10-AHB (véase, Esquema 4 a continuacion) tiene el
nucleo de paromamina, pero ademas contiene la sustitucion (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB) en la posicion N1.
Se espera que la sustitucion N1-AHB mejore adicionalmente tanto la actividad ininterrumpida como la toxicidad. Esta
expectativa se sostiene por la reciente observacion de que funciona mejor que la gentamicina para la restauracion
de la proteina CFTR [75]. La kanamicina A, que difiere de la amicacina Unicamente por la ausencia de la sustitucién
AHB en la posicion N-1, no muestra ninguna actividad ininterrumpida [6].

Los Compuestos intermedios 21 y 23 (véase, Esquema 4 a continuacion) corresponden a G-418 y gentamicina
respectivamente. Los Compuestos 21 y 23 se usan para preparar diasteredmeros C6' separados y C6'
diastereoméricos mixtos para conseguir mejor nefrotoxicidad y citotoxicidad. Aunque esta cuestion estereoquimica
se ensayo en la gentamicina C; [64], no aparece ningun diasteredmero C6' de G-418 en la bibliografia. Se afiaden
los grupos 3'-OH y 4'-OH al Compuesto 23 en un intento por reducir adicionalmente la toxicidad como se observa
para la gentamicina C,. En intentos por modificador adicionalmente el anillo Il en los Compuestos 21 y 23 para
estudios de actividad estructural, los Compuestos intermedios 22 y 24, que combinan los grupos funcionales de G-
418 y amicacina (correspondientes al Compuesto 22) o gentamicina y amicacina (correspondientes al Compuesto
24) en una molécula. Los Compuestos 10-AHB y 21-24 son compuestos de referencia.

Esquema 4

AHB HO. &' CHs

OH HoN, 6, CHs
A — A
H%’éo & J-o]\/\/N HOHO Q HoHO o}
NH, NH, H2 4 NH, 4 NHy
NHy NHy |

O NH R
o NH S }NHR 2 NHR
oH  OH HO= HO

6
Compuesto 10-AHB OH OH
Compuesto 21 R=H Compuesto 23 R=H
Compuesto 22 R=AHB Compuesto 24 R=AHB

La preparacion de los cinco Compuestos 10-AHB, 21, 22, 23 y 24 comienza con paromamina (Compuesto 1) como
un material de partida comun, facilmente accesible desde paromomicina [76]: La proteccion selectiva del Compuesto
1 en N2'y N3 con Cbz se sigue del tratamiento con un éster activado de AHB (NOS-AHB-Cbz) de acuerdo con los
procedimientos publicados [77-80], para proporcionar el derivado de N1-AHB correspondiente del Compuesto 1, y el
tratamiento de este intermedio con Pd/H, proporciona el Compuesto 10-AHB.

Etapas similares para la introduccion de AHB en paromamina 1 seguido de acetilacion selectiva proporcionan el
Compuesto aceptor C5 25, y el acoplamiento del Compuesto 25 con el donante de tricloroacetamidato de 5"-
azidoribosa [76] seguido de etapas de desproteccion proporciona el Compuesto pseudo-trisacarido disefiado 26,
como se ilustra en el Esquema 5 a continuacion. Etapas similares para la introduccion de AHB en G-418 y etapas de
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desproteccion posteriores proporcionan su Compuesto analogo N1-AHB 27 (véase, esquema 5). Los Compuestos
26 y 27 son compuestos de referencia.

Esquema 5

c::x3
AGO% Z=Cbz \p/
Compuesto 11 -2 ’m W
o

Compuesto 25
Z'HN

G-418 —" NHAHBZ L CompUeStO 27

Compuesto 26

Los reactivos y condiciones observadas en el Esquema 5 anterior incluyen: (a) (i) Cu(OAc),, Ni(OAc),, Cbz-NOS; (ii)
NOS-AHB-Cbz, DCC, HOBT; (iii) 4,2 equiv. Ac20, Py, -7 °C; (b) (i) BF3-OEt;, DCM/MeCN; (ii) MeNH: (sol. al 33 %
en EtOH); (iii) Pd/C, Ha, dioxano, AcOH; (c) (i) Zn(OAc)z, Cbz-NOS; (ii) NOS-AHB-Cbz, DCC, HOBT; y (d) Pd/C, Ha,
dioxano, AcOH.

Para la preparaciéon del Compuesto 21, la paromamina se somete a una secuencia de siete etapas para
proporcionar el Compuesto 28 como una mezcla de diasteredbmeros C6', como se ilustra en el Esquema 6 a
continuacion. Para determinar la estereoquimica absoluta de estos diasteredmeros, cada uno se trata con
benzaldehido dimetil acetal para proporcionar los bencilideno acetales correspondientes, el Compuesto 29 con un
grupo metilo C6' ecuatorial o axial. Los espectros NOE de estos grupos metilo con el proton C5' junto con la
constante de acoplamiento del protén C6' en cada diasteredmero permiten la determinacién de la configuracion
absoluta en el centro C6'. De forma analoga, se determina la configuracion absoluta en C6' del Compuesto derivado
de gentamicina 23. A este efecto, el Compuesto 28 se convierte en primer lugar en el Compuesto amina
correspondiente 30, que, después de la proteccion con Troc y el tratamiento con NaH, proporciona el Compuesto
oxazolidinona ciclica correspondiente 31. Cada diasteredmero del Compuesto 28 y el Compuesto 30 se somete
posteriormente a una reaccion de Staudinger seguido de un conjunto similar de reacciones como se ha mostrado en
el Esquema 5 anteriormente en el presente documento, para proporcionar el Compuesto 22 y el Compuesto 24 de
derivados de N1-AHB correspondientes. Los Compuestos 29 y 31 son compuestos de referencia.

Esquema 6

HO, 6'
HO

a HO
Compuesto 1 — Na N3

Compuesto 28

NG, g

o  H ,
N
°
Compuesto 30 Ny N
(o]

HO
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Los reactivos y condiciones observadas en el Esquema 6 anterior incluyen: (a) (i) TfNs, Cu(ll); (ii) TIPSCI, Py; (iii)
PMBCI, NaH, DMF; (iv) HF/Py; (v) oxidacion de Swern; (vi) MeMgBr, Et;0; (vii) TFA; (b) Ph(OMe),, CSA; (c) (i)
ciclohexanona dimetil cetal, CSA,; (ii) oxidacion de Swern; (iii) NH3, NaBCNH3, MeOH; (iv) AcOH, MeOH/H.0; y (d)
(i) TrocCl, DCM, Et3N; (ii) NaH, DMF;

Usando rutas sintéticas similares, se preparan tres series de compuestos, presentadas en el Esquema 7 y el
Esquema 8 a continuacion, usando los compuestos aceptores correspondientes para cada serie de los Compuestos,
concretamente el Compuesto intermedio 32 (Esquema 7) para la primera serie, el Compuesto intermedio 33 para la
segunda serie y el Compuesto intermedio 34 para la tercera serie (Esquema 8) y tres Compuestos donantes
diferentes 14b, 35 y 36. Los Compuestos donantes 35 y 36 estan especialmente disefiados con protecciones éter en
posicion C2-OH (p-metoxi bencilo en el Compuesto 35 y bencilo en el Compuesto 36) para permitir la formacion de
union glucosidica 1,2-cis deseada. Los Compuestos 38-41 son compuestos de referencia.

Esguema 7

MN; ;
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ACDH NHZ acoplamiento donante  desproteccién Hf;ﬁsh/
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L OH

Compuesto 40 R=H
Compuesto 41 R=AHB

El Compuesto Donante 35 se obtuvo con un buen rendimiento aislado a partir de gentamicina en la siguiente etapas:
MeOH, AcCl, reflujo (rendimiento del 90 %); TrocCl, NaHCO3, CHCI3/H,O (rendimiento del 93 %); BzCl, Py
(rendimiento del 70 %); TolSH, BFs-Et;O (rendimiento del 53 %); MeNH. en EtOH (rendimiento del 90 %); NaH,
PMBCI, TBAI (rendimiento del 82 %). La proteccion de oxazolidinona en el Compuesto 35 probd ser muy eficiente en
condiciones de glucosidacion convencionales. Este anillo de oxazolidinona experimenta apertura espontanea en
condiciones de Staudinger basicas (NaOH) con calentamiento. Por lo tanto, como se ilustra en general en el
Esquema 7 anterior, el acoplamiento del aceptor 32 con cualquiera de los donantes, 14b, 35 o 36 seguido de las
etapas de desproteccion, proporciond los compuestos deseados 3, 37-41.

El Compuesto Donante 35 se obtuvo con un buen rendimiento aislado a partir de gentamicina en la siguiente etapas:
MeOH, AcCl, reflujo (rendimiento del 90 %); TrocCl, NaHCO3, CHCIs/H,O (rendimiento del 93 %); BzCl, Py
(rendimiento del 70 %); TolSH, BFs-Et;O (rendimiento del 53 %); MeNH. en EtOH (rendimiento del 90 %); NaH,
PMBCI TBAI (rendimiento del 82 %). La proteccion de oxazolidinona en el Compuesto 35 probo ser muy eficiente en
condiciones de glucosidacion convencionales. Este anillo de oxazolidinona experimenta apertura espontanea en
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condiciones de Staudinger basicas (NaOH) con calentamiento. Por lo tanto, como se ilustra en el Esquema 7
anterior, el acoplamiento del Compuesto aceptor 32 con cualquiera de los donantes, es decir, los Compuestos 14b,
35 0 36 seguido de las etapas de desproteccion, proporciona los Compuestos deseados 3,37-41.

De forma analoga, el acoplamiento de estos donantes, los Compuestos 14b, 35y 36, con los aceptores apropiados,
es decir, los Compuestos 33 o 34 (NIS, AgOTf, Et,O/CH.Cl,) proporciona los compuestos protegidos
correspondientes que, después de las etapas de desproteccion convencionales, proporciona los derivados unidos a
C5 y C6 deseados de los Compuestos 42-53 como se ilustra en el Esquema 8 a continuacion.

Los Compuestos 44-47 y 50-53 son compuestos de referencia.

i o | Compuestos 14b,35036 et 5 Jo.
" W ) 'h"] oi c Ol
Acoplamiento o
desproteccion
Compuesto 33 donante “D&_ "g&

ReCbz 0: AHB-Cbz Compuesto 42 R=H \ Compuesto 46 R=H
Compuesto 43 R=AHB Compuesto 44 R=t Compuesto 47 R=AMB

Compuesto 45 R=AHB

Esquema 8

NS on,
HO Q

HHCoz wo
Nz o M NH-R
e -O
NH-Cbx Compuestos 14b, 35 o 36 -
&
m’ Acoplamiento N
desproteccion HO.
Compuesto 34 ©oH donante ¥ an &;‘

R=Cbz 0 AHB-Cbz Compuesto 48 R=H \ c°mpuesto 82 R=H
Complfesto 49 R=AHB Compuesto S0 R=py ComPuesto 83 R=AHB

Compuesto 88 R=AHB

Los siguientes ejemplos presentan procedimientos sintéticos detallados para preparar compuestos que conducen a
los Compuestos 2-9, como se ha expuesto en los Esquemas 1-3 anteriores. Los Compuestos 10 a 20c, cuya sintesis
se ilustra a continuacion, son compuestos de referencia.

Preparacién de paromamina (Compuesto 1):

1 ‘Anillo 1l

3 2

OH

Compuesto 1

El Compuesto 1 se preparé por escisién promovida por acido de Lewis directa de paromomicina de acuerdo con el
procedimiento publicado de Swayze y colaboradores [74] con algunas modificaciones.

Se afiadi6 acetilo (35 ml) a una solucion agitada de metanol anhidro (215 ml) durante 10 minutos a 0 °C. Después de
agitar durante aproximadamente 15 minutos, mas, se afiadié una muestra de sulfato de paromomicina disponible en
el mercado (25 gramos, 31,0 mmol) y la reaccion se calentdé a 70 °C a reflujo. La propagacion de la reaccion se
controlé por TLC, usando una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacion relativa de 10:15:6:15 diluida con
respecto a una solucion al 33 % en etanol como eluyente, que indicé la finalizacion después de 4 horas. La mezcla
de reaccion se enfrié durante aproximadamente 2 horas en un congelador, se filtro, y el residuo se disolvié en una
cantidad minima de agua. Esta solucion acuosa concentrada se afadié gota a gota a etanol frio (500 ml, 0°C) y la
emulsion resultante se puso en un congelador durante aproximadamente 2 horas. La mezcla se filtré y el residuo se
seco al vacio para producir el Compuesto 1 en forma de un sélido de color blanco (12,5 g, rendimiento del 94 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, D20, pH = 3,5) del Compuesto 1 se resumen en la Tabla 1 a continuacion.
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Tabla 1
Anilo | H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 HE'
554d | 328ddJ= - 370- | 335t 378 | 3.62ddJ=
bl J=40| 40110 380tJ=10.0 | 574 | 90 3.82m 4.0,12,0
A H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
| 316 | 251dtJ= |172dddJi=J; | 333 | 3A7tJ | 3541J | 3.72tJ
322m | 45,125 =J;=125 | 339m | =95 | =90 Z95

e (RMN 125 MHz, D-0O): & = 30,6 (C-2), 50,6, 51,6, 55,9, 62,1 (C-6"), 71,0, 71,2, 74,3, 75,2, 76,6, 82,7, 98,8 (C-1");
5 MALDI TOFMS calculada para C12H25N307 Na ([M+Na]+) mle: 347,2; m/e medida: 347,2.

Preparacion del Compuesto 10:

Anillo 1l
3 N3

OH

Compuesto 10

10
El Compuesto 10 se prepar6 a partir del Compuesto 1 (paromamina) de acuerdo con un procedimiento publicado
[81] que realizé la conversion simultanea de todos los grupos amina del Compuesto 1 en los grupos azida
correspondientes por tratamiento con TfN3 para proporcionar el Compuesto 10 a un rendimiento del 90 %.

15 Preparacion del Compuesto 11:

OAc

AcO O
AcO
N3 N3

OAc

Compuesto 11

El Compuesto 11 se prepardé a partir del derivado perazido, el Compuesto 10, mediante la acetilacion regioselectiva
20 con anhidrido acético a baja temperatura de acuerdo con el procedimiento publicado de Swayze y colaboradores
[74] con las siguientes modificaciones.

El Compuesto 10 (2 gramos, 5 mmol), preparado de acuerdo con un procedimiento publicado [81], se disolvié en
piridina seca (5ml) y la mezcla resultante se enfrid a -6 °C y posteriormente a la misma se le afiadié anhidrido
25 acético (4,2 equivalentes, 2,65 ml). La propagacion de la reaccion se controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 2:3), que
indico la finalizacion después de 8 horas. La reaccion se diluyé con EtOAc y se extrajo con HCI (2 %), NaHCO3
acuoso saturado, y salmuera. La capa organica combinada se seco sobre MgSO, y se concentré a presion reducida.
El producto en bruto se purificdé por cromatografia ultrarrapida (gel de silice, EtOAc/Hexano) para producir el
Compuesto 11 (1,84 gramos, rendimiento del 65 %).

30

MALDI TOFMS calculada para CzH27NgO11 Na ([M+Na]+) mle: 592,2; m/e medida: 592,2.

Preparacion del Compuesto 12:
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Compuesto 12

Se afiadieron ciclohexanona dimetil cetal (30 ml, 200 mmol) y una cantidad catalitica de acido canforsulfénico (CSA)
a una solucién de Compuesto 10 (8,9 gramos, 22,2 mmol) en DMF seca (30 ml). La reaccion se agité durante 1 hora
a 50 °C y la propagacion se controlo por TLC (EtOAc al 100 %), que indicé un consumo completo del material de
partida. Posteriormente, la reaccion se calentd a 110 °C en un bafio de aceite y la propagacion de la reaccion se
controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 2:3), que indicd la finalizacion de la reaccion después de 4 horas. La mezcla de
reaccion se diluyd con EtOAc, se extrajo con NaHCO3; acuoso saturado y salmuera, se secod sobre MgSO, y se
concentré a presion reducida. El producto en bruto se purific6 por cromatografia ultrarrapida para producir el
Compuesto 12 (8,5 gramos, rendimiento del 67 %).

'"H RMN (500 MHz, CDCls): 8 = 1,25-1,95 (m, 20H, ciclohexanonas), 1,47 (ddd, 1H, J1 = J> = J3 =12,5 Hz, H-2 axial),
2,33 (dt, 1H, Js=5, J>=14,5 H-2 ecuatorial), 3,26 (dd, 1H, J;=3,5 J-=13,5 Hz, H-2"), 3,39 (t, J = 9,5 Hz, 1H, H-4), 3,47-
3,55 (m, 2H, H-3, H-5), 3,55 (t, J = 9,5 Hz, 1H, H-5"), 3,62-3,68 (m, 1H, H-1), 3,75-3,82 (m, 1H, H-6'), 3,80 (t, J = 9,0
Hz 1H, H-6), 3,85-3,92 (m, 2H, H-4', H-6"), 4,07 (t, 1H, J = 9,5 Hz, H-3'), 5,50 (d, 1H, J = 4,0 Hz, H-1").

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = (el intervalo 22,4-37,8 se refiere a atomos de carbono de ciclohexanona si no se
indica de otro modo) 22,5, 22,8, 23,7(2C), 24,9, 25,5, 27,8, 33,9, 36,0, 36,3, 37,8, 57,2, 60,4, 61,5 (C-6'), 61,9, 64,0,
68,7,73,7,76,8, 79,3, 79,4, 97,0 (C-1"), 99,1(OCO ciclohexanona cetal),113,7 (OCO ciclohexanona cetal).

ESIMS calculada para Cz4H35NgO7 Na ([M+Na]+) mle: 584,3; m/e medida: 584,3.

Preparacion del Compuesto 13e:

HO
HO O
BzO N
N 3
’ O%M
HO
OH

Compuesto 13e

El Compuesto 12 (2,5 gramos, 4,45 mmol) se disolvid en piridina seca (20 ml) seguido de la adicion de 4-
dimetilamonpiridina (0,5 gramos, 4,6 mmol). La mezcla de reaccidon se agitdé durante 5 minutos a temperatura
ambiente, y posteriormente se le afiadié cloruro de benzoilo (1,3 ml, 0,9 mmol). La propagacion de la reaccion se
controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 1:4), que indicé la finalizacion después de aproximadamente 8 horas. La mezcla
de reaccion se diluy6 con EtOAc, se extrajo con HCI (2 %), H2O y salmuera, se seco sobre MgSOs y se concentro a
presion reducida.

El residuo en bruto se disolvié en THF (20 ml) afiadido con TFA (5 ml) y agua (3 ml). La mezcla de reaccion se agitd
a 40 °C durante 8 horas durante las cuales la propagacion de la reaccion se control6 por TLC (EtOAc/Hexano, 7:3).
La mezcla de reaccién se purificd directamente por cromatografia ultrarrapida (silice, EtOAc/Hexano) sin ningun
tratamiento adicional para producir el Compuesto 13e (2 gramos, rendimiento total del 89 %).

"H RMN (500 MHz, CDCls) & = 1,49-1,53 (m, 1H, H-2 axial), 2,32-2,35 (m, 1H, H-2 ecuatorial), 3,34-3,44 (m, 4H, H-1,
H-3, H-4 y H-5), 3,55-3,57 (m, 1H, H-6), 3,74-3,77 (m, 1H, H-2'), 3,86-3,93 (m, 3H, H-5'y 2H-6'), 4,10-4,14 (m, 1H, H-
4'), 5,49 (d, 1H, J = 3 Hz, H-1") 5,59 (t, 1H, J = 10 Hz, H-3"), 7,48 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,62 (t, 1H, J = 7 Hz), 8,08 (d,
2H, J = 7,5 Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 32,0 (C-2), 58,8, 59,6, 61,7 (C-6'), 62,3, 69,6, 72,6, 75,1, 75,5, 75,9, 83,2, 99,0(C-
1'), 128,6(2C), 130,0(2C), 133,9, 167,3.
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MALDI TOFMS calculada para C19H23N9Og Na ([M+Na]+) mle: 528,2; m/e medida: 528,2.

Preparacion del Compuesto 13:

0]
PMP” NG

Compuesto 13

Se afiadieron 1-(dimetoximetil)-4-metoxibenceno (1,3 ml, 7,6 mmol) y una cantidad catalitica de CSA a una solucion
de Compuesto 13e (1,93 gramos, 3,82 mmol) disuelto en DMF seca (10 ml). La mezcla de reaccion se agité a 50 °C
y la propagacion se controld por TLC (EtOAc/Hexano, 1:1), que indico la finalizacion después de 8 horas. La
reaccion se diluyé con EtOAc, se extrajo con NaHCO3 saturado y salmuera, se secé sobre MgSO, y se concentro a
presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida para producir el Compuesto 13
(2 gramos, rendimiento del 84 %).

"H RMN (500 MHz, CDCls): & = 1,47-1,53 (m, 1H, H-2 axial), 2,32-2,35 (m, 1H, H-2 ecuatorial), 3,33-3,45 (m, 4H, H-
1, H-3, H-4 y H-5), 3,58-3,61 (m, 1H, H-6), 3,74-3,77 (m, 1H, H-2'), 3,75-3,81 (m, 2H, H-5' y H-6'), 3,76 (s, 3H,
OCHs), 4,30-4,35 (m, 2H, H-4' y H-6"), 5,36 (d, 1H, J = 3,5 Hz, H-1'), 5,48 (s, 1H), 5,88 (t, 1H, J = 10 Hz, H-3'), 6,83
(d, 2H, J = 8,5 Hz), 7,33 (d, 2H, J = 9 Hz), 7,46 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,59 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 8,07 (d, 2H, J = 7,5 Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 31,9 (C-2), 55,2, 58,5, 59,7, 62,9 (C-5'), 63,6 (C-4'), 68,6 (C-6'), 70,5 (C-3'), 75,5,
75,8, 79,2, 83,2, 99,9 (C-1'), 101,5, 127,4 (4C), 128,4 (2C), 129,2 (2C), 129,9 (2C), 1334, 160,0, 165,5.

MALDI TOFMS calculada para C,7H29N9Og Na ([M+Na]+) mle: 623,2; m/e medida: 623,2.

Preparacion de p-Metilfenil-2,3,5-tri-O-benzoil-1-tio-D-ribofuranosa (Compuesto 14a):

STol
BzO 0

BzO OBz

Compuesto 14a

Se afadieron 4-metilbencenotiol (0,6 gramos, 4,83 mmol) y BF3-Et,O (1,5 ml) a una solucion de 1-O-Acetil-2,3,5-tri-
O-benzoil-B-D-ribofuranosa (2,0 gramos, 3,96 mmol) disuelta en CH2Cl> (25 ml). La mezcla resultante se agité a
temperatura ambiente en una atmédsfera de argéon. La propagacion de la reaccion se controld por TLC
(EtOAc/Hexano, 1:4), que indico la finalizacion después de 8 horas. La mezcla de reaccién se diluyé con EtOAc
(200 ml), se neutralizé con NaHCO3 saturado y se lavd con salmuera. La capa organica combinada se seco sobre
MgSO, y se evaporé a presion reducida. El residuo se purifico por cromatografia ultrarrapida (gel de silice,
EtOAc/Hexano) para producir el Compuesto 14a (2,0 gramos, rendimiento del 89 %) en forma de una mezcla de
anomeros (3:5 de a/p).

Analisis espectro del a-anémero:

"H RMN (500 MHz, CDCls): & = 2,23 (s, 3H, Me-STol), 4,50 (dd, 1H, J; = 3,5, J» = 9,0 Hz, H-5'), 4,64 (m, 2H, H-4 y H-
5), 5,56 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-1), 5,66 (t, 1H, J = 5,0 Hz, H-2), 5,73 (t, 1H, J =5,0 Hz, H-3), 7,06-8,11 (19H);

°C RMN (125 MHz, CDCls): & = 21,1 (Me-STol), 64,3 (C-5), 72,4 (C-3), 74,3 C-2), 80,4 (C-4), 88,0 (C-1), 128,4-
166,2(27C).

Analisis espectral del f-anémero:
'H RMN (500 MHz, CDCl3): & = 2,33 (s, 3H, Me-STol), 4,63 (dd, 1H, J1 = 3,5, J> = 14,0 Hz, H-5), 4,74 (dd, 1H, J; =

3,0 J» = 12,0 Hz, H-5'), 4,88 (dd, 1H, J; = 4,5, J, = 8,0 Hz, H-4), 5,80-5,83 (m, 2H, H-2, H-3), 6,05 (d, 1H, J = 5,0 Hz,
H-1), 7,06-8,11 (19H);
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3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 21,1 (Me-STol), 63,8 (C-5), 71,6 (C-3), 72,2 (C-2), 79,0 (C-4), 90,8 (C-1), 128,4-
166,2 (27C).

MALDI TOFMS calculada para C33H2507S Na ([M+Na]+) mle: 591,2; m/e medida: 591,3.

Preparacion de 5-desoxi-5-azido-2,3-di-O-benzoil-1-O-tricloroacetamido-D-ribofuranosa (Compuesto 15b)

o. ,CCl3

N3 o

NH
BzO OBz

Compuesto 15b

Se afiadié N-bromosuccinimida (NBS, 0,8 g, 4,41 mmol) a una solucién de Compuesto 14b (1,8 gramos, 3,67 mmol),
preparado de acuerdo con un procedimiento publicado [82], en acetona (30 ml) enfriada a -10 °C, y la propagacion
de la reaccion se control6 por TLC (EtOAc/Hexano, 3:7), que indico la finalizacion después de 2 horas. La mezcla de
reaccion se diluyé con EtOAc (200 ml) y se lavd con NH4Cl y salmuera. La capa organica combinada se sec6 sobre
MgSO, y se evaporéd a presion reducida. El residuo se purific6 por cromatografia ultrarrapida (gel de silice,
EtOAc/Hexano) para proporcionar el alcohol anomérico deseado.

El alcohol intermedio se disolvié en CH,Cl; seco (10 ml) y al mismo se le afadieron CCIsCN (1,7 ml, 11,8 mmol) y
K>CO3 (200 mg, 1,4 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente y la propagacién de la reaccion se controld
por TLC (EtOAc/Hexano, 3:7), que indic6 la finalizacion después de 8 horas. La mezcla de reaccién se diluyé con
CHxClI,, y se filtr6 a través de celite. El celite se lavd vigorosamente con CH,Cl,, y se evapord a sequedad para
producir el Compuesto 15b (1,89 gramos, rendimiento total del 97 %) en forma de una mezcla de anémeros (1:9 de

alB).
Analisis espectral del a-anémero:

"H RMN (500 MHz, CDCls): & = 3,63 (dd, 1H, J1 = 5,0, J> = 13,5 Hz, H-5), 3,73 (dd, 1H, 1H, J; = 3,5, J> = 13,5 Hz, H-
5'), 4,64-4,68 (m, 1H, H-4), 5,76 (dd, 1H, J; = 5,0, J» = 6,5 Hz, H-3), 5,94 (d, 1H, J = 5,0 Hz, H-2), 6,57 (s, 1H, H-1),
7,31-8,15 (10H), 8,72 (s, 1H);

3C RMN (125 MHz, CDCls): 5 = 52,9 (C-5), 71,9 (C-3), 74,8 C-2), 81,9 (C-4), 102,6 (C-1), 128,4-133,6 (10C), 160,4,
165,0, 165,4.

ESIMS calculada para C19H17N30s Na ([M-CZNCI3+Na]+) mle: 406,1; m/e medida: 406,1.

Preparacion del Compuesto 16a:

OAc
AcO O
AcO
Ns & Ns |
- ﬁ 5 N3
BzO %
o) OAc
BzO OBz

Compuesto 16a

Se afiadid CH.Cl, anhidro (5 ml) a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama (500 mg) seguido de la
adicion del Compuesto aceptor 11 (300 mg, 0,527 mmol), preparado como se ha presentado anteriormente en el
presente documento, y el Compuesto donante 15a (1,15 gramos, 1,896 mmol), preparado de acuerdo con un
procedimiento publicado [82]. La mezcla de reaccidon se agitdé durante 10 minutos a temperatura ambiente, y
después se enfrié a -40 °C. Posteriormente, a la mezcla de reaccion se le afiadié una cantidad catalitica de BF3-Et,O
(10 pl) y la agitacién continud a -15 °C. La propagacion de la reaccion se controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 3:7), que
indicd la finalizacion después de 1,5 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con CHCly, y se filtrd a través de celite.
Después de un lavado exhaustivo del celite con CH2Cl,, los lavados se combinaron, se extrajeron con NaHCOs3;

35



10

15

20

25

30

35

ES 2594343 T3

acuoso saturado y salmuera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron. El producto en bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida para producir el Compuesto 16a (452 mg, rendimiento del 85 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCls) del Compuesto 16a se resumen en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2
Anilo | HA H2 H3 H4 H5 H5' H6 HeE'
| 560d | 344ddJ | 533tJ=95, | 501tJ | 4.42-4.45 4'124"5" J 1 420ddy
J=40 | =40, 105 10,5 2100 m oo | 45,125
563dJ= 467- | 436ddJ | 504ddJ
| 5%6S 45 S71-574m | 470m | =35,120 | =3,0,12,0
A H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
| 332~ | 231dtJ= 3’3_71";8:/”_: 332- | 316tJ= | 374tJ= | 474tJ=
339m | 5,0,13,0 2= 130 3= 3,39 m 9,0 10,0 10,0

Los datos adicionales de '"H RMN (500 MHz, CDClIs) para el Compuesto 16a incluian: & = 2,03 (s, 3H,Ac), 2,06 (s,
3H, Ac), 2,12 (s, 3H, Ac), 2,33 (s, 3H, Ac), 7,35 (t, 2H, J = 8, 7,5 Hz, Bz), 7,41 (t, 2H, J = 7,5, 8 Hz, Bz), 7,49-7,62 (m,
5H, Bz), 7,89 (d, 2H, J = 7,5, Bz), 7,95 (d, 2H, J = 7, Bz), 8,14 (d, 2H, J = 7, Bz).

3C RMN (125 MHz, CDCl3): & = 20,6, 20,7, 20,8, 21,0, 31,4 (C-2), 58,2, 58,4, 61,8, 62,0 (C-6'), 62,6 (C-5"), 67,9,
68,2, 70,8, 71,2, 73,8, 74,7, 77,9, 79,5, 80,4, 96,4 (C-1'), 107,6 (C-1"), 128,4 (2C), 128,6 (3C), 128,7, 128,9, 129,7
(3C), 129,8 (3C), 130,3 (2C), 133,3, 133,5, 133,7, 165,2, 165,4, 166,2, 169,7, 170,1 (2C), 170,7.

MALDI TOFMS calculada para CssHa7NgO1s K ([M+K]+) mle: 1052,3; m/e medida: 1052,4.

Preparacion del Compuesto 16b:

OAc
AcO O
AcO
N3 & N
- ﬁ 5 N3
N 0
3 0 OAc
BzO OBz

Compuesto 16b

Se afiadid CH.Cl, anhidro (5 ml) a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama (500 mg) seguido de la
adicion del Compuesto aceptor 11 (300 mg, 0,527 mmol) y el Compuesto donante 15b (1 gramo, 1,896 mmol),
ambos de los cuales se prepararon como se ha presentado anteriormente en el presente documento. La mezcla de
reaccion se agitdé durante 10 minutos a temperatura ambiente, y después se enfrid a -40 °C. Posteriormente, a la
mezcla de reaccion se le afiadié una cantidad catalitica de BFs-Et,O (10 pl) y la agitacion continué a -15°C. La
propagacion de la reaccion se controld por TLC (EtOAc/Hexano, 3:7), que indicd la finalizacion después de
1,5 horas. La mezcla de reaccion se diluyd con CH.Cl,, y se filir6 a través de celite. Después de un lavado
exhaustivo del celite con CH.Cl, los lavados se combinaron, se extrajeron con NaHCOs; acuoso saturado y
salmuera, se secaron sobre MgSQ, y se concentraron. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida
para producir el Compuesto 16b (350 mg, rendimiento del 71 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCls) del Compuesto 16b se resumen en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3
Anilo | HA H2 H3 H4 H5 H5' H6 HeE'
584dJ B 507tJ=| 452 415418 | 425
| 050 | 356-359m | 541tU=95 o5 P - i
558dJ= 4.49- 3.56- 3.56-
i 566 s 45 5,39-546 m 455m | 361m | 361m
A H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
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Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 He6'
I 3,49- 241dtJ= 1,61ddd J; = J>2 3,49- 3,73tJ=|388tJ=| 502tJ=
3,55m 5,0,12,5 =J3=125 3,55m 9,6 9,6 10,0

Los datos adicionales de '"H RMN (500 MHz, CDClIs) para el Compuesto 16b incluian: & = 2,05 (s, 3H,Ac), 2,09 (s,
3H, Ac), 2,10 (s, 3H, Ac), 2,31 (s, 3H, Ac),7,34-7,39 (m, 2H, Bz), 7,40-7,43 (m, 2H, Bz), 7,52-7,61 (m, 2H, Bz), 7,88
(d, 2H, J =8, Bz), 7,95 (d, 2H, J = 8,5, Bz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 20,6, 20,7, 20,8, 20,9, 31,7 (C-2), 52,1 (C-5"), 58,3, 58,6, 61,7, 61,8 (C-6'), 68,1,
68,2, 70,8, 71,0, 73,9, 74,6, 77,8, 79,8, 80,8, 96,7 (C-1"), 107,6 (C-1"), 128,5 (3C), 128,6 (2C), 128,8, 129,6 (4C),
133,6, 133,7, 165,2, 165,4, 169,8, 170,0 (2C), 170,7. MALDI TOFMS calculada para CagH42N12016 Na([M+Na]*) m/e
957,3; m/e medida 957,5.

Preparacion del Compuesto 17a:

0
PMP/YO

BzO

BzO 0Bz
Compuesto 17a

Se afiadid CH.Cl, anhidro (5 ml) a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama (800 mg) seguido de la
adicion del Compuesto aceptor 13 (420 mg, 0,674 mmol) y el Compuesto donante 14a (334 mg, 0,808 mmol), ambos
de los cuales se prepararon como se ha presentado anteriormente en el presente documento. La mezcla de reaccién
se agitdé durante 10 minutos a temperatura ambiente, y después a la mezcla de reaccion se le afadié N-
yodosuccinimida (NIS, 290 mg, 0,129 mmol) y la agitacién continué a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Posteriormente, la mezcla de reaccién se enfrio a -40 °C y a la misma se le afiadi6 una cantidad catalitica de TfOH
(10 pl). La propagacion de la reaccion se controld por TLC (EtOAc/Hexano, 2:3), que indicd la finalizacion después
de 2 horas. La mezcla de reacciéon se diluyd con CH.Cly, y se filir6 a través de celite. Después de un lavado
exhaustivo del celite con EtOAc, los lavados se combinaron, se extrajeron con Na;S;03 (10 %), NaHCO3 acuoso
saturado y salmuera, se secaron sobre MgSQO, y se concentraron a presion reducida. El producto en bruto se purificd
por cromatografia ultrarrapida para producir el Compuesto 17a (490 mg, rendimiento del 68 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCls) del Compuesto 17a se resumen en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
| 542dJ | 3,72-3,75 | 589tJ= | 4,31-4,36 3,79 m 3,76-3,79 | 4,31-4,36
=40 m 10,0 m J=9,5 m m
584tJ= | 4,77-4,80 | 4,77-4,80 4,69ddJ=
Il 5,78 s 5,78 s 55 m m 70,125
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
3,31- 2,33-2,37 | 1,46-1,54 | 3,31-3,43 | 3,31-3,43 3,59tJ=
1] 3,71-3,75m
3,43 m m m m m 9,5

Los datos adicionales de '"H RMN (500 MHz, CDCl3) para el Compuesto 17a incluian: & = 5,49 (s, 1H), 7,32-7,61 (m,
14H), 7,89 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,92 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 7,99 (d, 2H, J = 7,0 Hz), 8,07-8,09 (m, 4H).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 32,0 (C-2), 55,2 (CHa), 58,2, 58,8, 62,7, 63,5, 65,1 (C-6'), 68,6 (C-5"), 70,4, 72,3,
75,7, 76,1, 79,1, 79,3, 80,8, 82,9, 99,8 (C-1'), 101,5, 106,5 (C-1"), 113,5 (2C), 127,4-133,5 (27C), 160,0, 165,3 (2C),
165,6, 166,1.

MALDI TOFMS calculada para CszH49NgO1s Na ([M+Na]+) mle: 1090,3; m/e medida: 1090,3.
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Preparacion del Compuesto 17b:

o) O
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Compuesto 17b

Se afiadid CH.Cl, anhidro (5 ml) a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama (500 mg) seguido de la
adicién del Compuesto aceptor 13 (350 mg, 0,561 mmol) y el Compuesto donante 14b (334 mg, 0,682 mmol), ambos
de los cuales se prepararon como se ha presentado anteriormente en el presente documento. La mezcla de reacciéon
se agitod durante 10 minutos a temperatura ambiente, y después, a la mezcla de reaccion se le afiadié NIS (290 mg,
0,129 mmol) y la agitacién continué a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, la mezcla de
reaccion se enfrié a -40 °C y a la misma se le afiadié una cantidad catalitica de TfOH (10 pl). La propagacion de la
reaccion se controld por TLC (EtOAc/Hexano, 2:3), que indico la finalizacion después de 2 horas. La mezcla de
reaccion se diluyd con CHyCl, y se filtré a través de celite. Después de un lavado exhaustivo del celite con EtOAc,
los lavados se combinaron, se extrajeron con NaxS;03 (10 %), NaHCOs3 acuoso saturado y salmuera, se secaron
sobre MgSO, y se concentraron a presion reducida. El producto en bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida
para producir el Compuesto 17b en forma de una mezcla de anémeros a una relacion 1:5 de o/f (420 mg,
rendimiento del 76 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCls) del Compuesto 17b se resumen en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
| 539dJ 370-3.73 m 559tJ= 4,10-4,13 3,881 3,90-3,92 3,90-3,92
=3,5 ’ ’ 10,0 m J=9,5 m m
I 580s 571dJ= 5.62-5,65 m 4,54-456 | 3,63-3,65 | 3,74-3,79
5,0 m m m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
I 3,33-3,40 233237m | 149157 m 3,45-3,50 | 3,33-3,40 | 3,74-3,79 3,62tJ=
m m m m 8,5

Los datos adicionales de 'H RMN (500 MHz, CDCls3) para el Compuesto 17b incluian: & = 5,50 (s, 1H), 7,34 (t, 2H, J
=75Hz),7,39 (t,2H,J =7,5Hz), 7,45 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,51-7,61 (m, 3H), 7,89 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,98 (d, 2H, J
=7,5Hz), 8,07 (d, 2H, J = 7,5 Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 31,9 (C-2), 53,1 (C-5"), 55,1, 58,7, 62,7, 63,4, 68,5 (C-6'), 70,4, 72,2, 75,6, 76,1,
79,1 (2C), 83,1, 99,9 (C-1'), 101,4, 105,9 (C-1"), 113,4 (2C), 127,3-133,5 (21C), 159,9, 165,2 (2C), 165,3.

MALDI TOFMS calculada para CssH44N12014 Na ([M+Na]+) mle: 1011,3; m/e medida: 1011,6.

Preparacion del Compuesto 18a:
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Compuesto 18a

Se afiadid CH.Cl, anhidro (5 ml) a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama (500 mg) seguido de la
adicion del Compuesto aceptor 12 (200 mg, 0,356 mmol) y el Compuesto donante 15a (300 mg, 0,494 mmol), ambos
de los cuales se prepararon como se ha presentado anteriormente en el presente documento. La mezcla de reacciéon
se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente, y después se enfrié a -40 °C. Posteriormente, a la mezcla de
reaccion se le afiadio una cantidad catalitica de BF3-Et,O (10 pl) y la agitacion continué a -20 °C. La propagacion de
la reaccion se controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 15:85), que indicé la finalizacion después de 3 horas. La mezcla de
reaccion se diluyd con CHxCl,, y se filtro a través de celite. Después de un lavado exhaustivo del celite con CHxCly,
los lavados se combinaron, se extrajeron con NaHCO3; acuoso saturado y salmuera, se secaron sobre MgSO, y se
concentraron. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida para producir el Compuesto 18a
(340 mg, rendimiento del 95 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCls) del Compuesto 18a se resumen en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6
Anilo | HA H2 H3 H4 H5 H5' H6 HeE'

5124 3.51- 375- | 3.75

| 2056 [395337m | 39t-398m | SO | 3913.96m seam | 388m
575dJ= B 477- | 457ddJ= | 493ddJ=
I} 555s 45 587tJ=50 | 481m | 50125 | 40 125
A H2eq H2ax H3 H4 H5 H6

323 | 230dtJ= | 147dddJ;= | 336 3.38-

1 328m | 40,135 | Ji=ds=125 | 352m | >23-3.28m | 3,38-3.52m | 45,

Los datos adicionales de 'H RMN (500 MHz, CDClI3) para el Compuesto 18a incluian: & = 1,25-1,30 (m, 5H), 1,62-
1,89 (m, 15H), 7,34-7,61 (m, 9H, aromatico), 7,92 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 8,02 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 8,11 (d, 2H,J =7,5
Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): 6 = 24,7(2C), 26,8(4C), 31,9 (C-2), 41,8(4C), 52,6, 58,6, 59,4, 61,9 (C-5"), 62,5, 63,6 (C-
6'), 69,2, 71,4, 71,8, 75,1, 75,2, 75,7, 76,0, 81,2, 83,6, 85,0, 98,8 (C-1", 107,2 (C-1"), 128,3-129,7 (15C), 1334,
133,5 (2C), 165,0, 165,2, 166,1.

ESIMS calculada para CsoHs5NgO14 Na([M+Na]+) mle: 1044,4; m/e medida: 1044 4.

Preparacion del Compuesto 18b:

Oy
332
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Compuesto 18b

Se afiadié CH.Cl, anhidro (5 ml) se afiadié a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama (500 mg)
seguido de la adicion del Compuesto aceptor 12 (340 mg, 0,605 mmol) y el Compuesto donante 15b (600 mg,
1,107 mmol), ambos de los cuales se prepararon como se ha presentado anteriormente en el presente documento.
La mezcla de reaccién se agitdé durante 10 minutos a temperatura ambiente, y después se enfrio a -20 °C.
Posteriormente, a la mezcla de reaccion se le afadid una cantidad catalitica de BFs-Et;O (10 pl) y la agitacion
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continué a -20°C. La propagacion de la reaccion se controldo por TLC (EtOAc/Hexano, 15:85), que indico la
finalizacion después de 3 horas. La mezcla de reaccion se diluyé con CH;Cl, y se filtré a través de celite. Después
de un lavado exhaustivo del celite con CHCl,, los lavados se combinaron, se extrajeron con NaHCO3; acuoso
saturado y salmuera, se secaron sobre MgSQO, y se concentraron. El producto en bruto se purificd por cromatografia
ultrarrapida para producir el Compuesto 18b (520 mg, rendimiento del 93 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCls) del Compuesto 18b se resumen en la Tabla 7 a continuacion.

Tabla 7
Anillo A H2 H3 H4 H5 H5' H6 HeE'
551dJ= | 336339 | 422tg= | 39dddJ=1 5544329 373 | 3:53ddJ
! 3,5 m 10,5 50,105, m 3,80 m =50,
: ' 15,0 : 10.5
452dddJ= | 3.87ddJ | 353ddJ
I 570 S 5'64&15’69 564-569m | 35 105, =70 =35
14,5 13.0 13.0
A H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
352dddJ | 2,36dtJ | 1,61dddJi | 386090J= | 500~ | 350.355 | 376
1 =45 =50 ZJy=ds= | 45,110, 0% - e
10,0, 14.0 135 12,5 15,0 : :

Los datos adicionales de '"H RMN (500 MHz, CDClI3) para el Compuesto 18b incluian: & = 7,33 (t, 2H, J = 7,5 Hz, Bz),
7,44 (t,2H,J=7,5Hz, Bz), 7,52 (t, 1H, J = 7,5 Hz, Bz), 7,59 (t, 2H, J = 7,5 Hz, Bz), 7,87 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Bz), 8,03
(d, 2H, J = 7,5 Hz, Bz).

3C RMN (125 MHz, CDClIs): 8 = (C de 22,4-37,8 de ciclohexanonas) 22,4, 22,6, 23,7 (2C), 24,8, 25,5, 27,9, 33,9 (C-
2), 36,0, 36,3, 37,8, 51,9 (C-5"), 57,2, 60,5, 61,6 (C-6'), 63,2, 64,4, 72,2, 72,3, 75,5, 79,2, 79,3, 80,8, 83,1, 84,1, 97,0
(C-1"), 100,3 (OCO ciclohexanona cetal), 105,0 (C-1"), 113,7 (OCO ciclohexanona cetal), 128,4-133,8 (12C), 165,2,
165,4.

MALDI TOFMS calculada para Cs3Hs50N12012 Na ([M+Na]+) mie: 949,4; m/e medida: 949,3.

&gﬁo
TfO " Ny
O N
@ 3

Compuesto 19a

Preparacion del Compuesto 19a:

El Compuesto 12 (300 mg, 0,534 mmol) se disolvié en CH,Cl» (3 ml) y se afiadié a piridina seca (5 ml). La mezcla de
reaccion se agité durante 5 minutos a temperatura ambiente, se enfrié a -15 °C en un bafio de hielo, y a la misma se
le afiadié gota a gota anhidrido triflico (Tf20, 300 mg, 1,067 mmol) durante 5 minutos. El bafio de hielo se retird
después de 15 minutos y la mezcla de reaccion se calentd a temperatura ambiente. La propagacion de la reaccion
se controlé por TLC (1:4 de EtOAc/Hexano), que indico la finalizacion después de 1,5 horas. La reaccion se diluyd
con CHCl, y se extrajo con NaHCO3 acuoso saturado, HCI (2 %) y salmuera. La capa organica se seco sobre
MgSO, y se concentré a presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida para
producir el Compuesto 19a (340 mg, rendimiento del 92 %).

'"H RMN (500 MHz, CDCls): 8 = 1,25-1,71 (m, 20H, ciclohexanonas), 1,51 (ddd, 1H, J1 = J> = J3 =12,5 Hz, H-2 axial),
2,39 (dt, 1H, J4=5,0, J>=14,0 H-2 ecuatorial), 3,36 (dd, 1H, J1=4,0 J,=10,0 Hz, H-2"), 3,41 (t, J = 9,5 Hz, 1H, H-4),
3,51-3,55 (m, 1H, H-3), 3,58 (t, 1H, J1=9,5, J>=10,0 Hz, H-5), 3,66-3,70 (m, 1H, H-1), 3,80 (t, 1H, J = 9,5 Hz, H-6),
3,78-3,84 (m, 2H, H-5', H-6"), 3,96 (dd, 1H, J:=5,0 J>=1 1,0 Hz, H-6'), 4,00-4,05 (m, 1H, H-4"), 5,07 (t, 1H, J = 10,0
Hz, H-3"), 5,63 (d, 1H, J = 3,5 Hz, H-1").

3C RMN (125 MHz, CDClIs): & = (el intervalo 22,4-37,6 se refiere a atomos de carbono en los anillos ciclohexano si
no se indica de otro modo) 22,1, 22,2, 23,7(2C), 24,8, 25,5, 27,7, 33,7 (C-2), 36,0, 36,3, 37,6, 57,2, 60,2, 61,0, 61,3
(C-6"), 64,4, 70,9, 77,7, 78,1, 78,3, 79,2, 83,2 (C-3"), 97,7 (C-1"), 100,7 (OCO ciclohexanona cetal) ,114,0 (OCO
ciclohexanona cetal).
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ESIMS calculada para CzsH34F3NgO¢S Na ([M+Na]+) mle: 716,2; m/e medida: 716,2.

Preparacion del Compuesto 19:

Compuesto 19

El Compuesto 19a (330 mg, 0,476 mmol), preparado como se ha presentado anteriormente en el presente
documento, se disolviéo en DMF (2 ml) y hexametilfosforamida (HMPA, 1 ml), seguido de la adicion de NaN3 (310 mg,
4,77 mmol), y la mezcla de reaccion se agitdé a 80°C. La propagacion de la reaccién se controlé por TLC
(EtOAc/Hexano, 15:85), que indicé la finalizacion después de 2 horas. La reaccion se diluyé con CH.Cl,, se extrajo
con salmuera, se seco6 sobre MgSO, y se concentr6 a presion reducida. El producto en bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida para producir el Compuesto 19 (200 mg, rendimiento del 72 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCl3) del Compuesto 19 se resumen en la Tabla 8 a continuacion.

Tabla 8
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
5,44 d 317tJ= _ 4,30- 3,72- 3,72- 3,97dd J=
! J=4,0 4,0 4.18tJ=35 4,36 m 3,78 m 3,78 m 6,0, 11,0
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
I 3,63- 2,36dtJ= 1,48 ddd J; = J2 3,53- 3,38t J 3,59tJ 3,75tJ
3,66 m 5,0,13,5 =J3=125 3,57 m =95 =95 =95

Los datos adicionales de 'H RMN (500 MHz, CDClIs) para el Compuesto 19 incluian: & = 1,26-1,93 (m, 20H, anillos
ciclohexano).

3C RMN (125 MHz, CDClI3): 6= (el intervalo 22,6-37,6 se refiere a atomos de carbono en los anillos ciclohexano si
no se indica de otro modo) 22,6(2C), 23,7(2C), 24,9, 25,5, 27,8, 34,2 (C-2), 35,9, 36,3, 37,6, 56,9, 57,3, 59,8, 60,4,
60,8, 61,4 (C-6'), 70,9, 77,1, 79,3(2C), 96,5 (C-1"), 100,0 (OCO ciclohexanona cetal),113,6 (OCO ciclohexanona
cetal).

ESIMS calculada para Cz4H34N1206 Na ([M+Na]+) m/e: 609,3; m/e medida: 609,3.

Preparacion del Compuesto 19c:

OH
HO O
N3 N3
N3 O N
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OH

Compuesto 19c

El Compuesto 19 (200 mg, 0,352 mmol), preparado como se ha presentado anteriormente en el presente
documento, se disolvié en dioxano (3 ml) y se afiadié a acido acético (8 ml) y agua (1 ml), y la mezcla de reaccion se
agité a 75 °C. La propagacion de la reaccion se controld por TLC (EtOAc/Hexano, 7:3), que indicé la finalizacion
después de 3 horas. La mezcla de reaccion se diluy6 con EtOAc, se lavé con NaHCO3 acuoso saturado y salmuera.
La capa organica combinada se seco sobre MgSOs, se evapord a presion reducida y se purificé por cromatografia
ultrarrapida (silice, EtOAc/Hexano) para producir el Compuesto 19c (90 mg, rendimiento del 60 %).

'H RMN (500 MHz, MeOD): & = 1,41 (ddd, 1H, J1 = J» = J3 =12,5 Hz, H-2 axial), 2,39 (dt, 1H, J:=4,5, J;=13,0 Hz, H-2

ecuatorial), 3,27 (t, 1H, J = 9,0 Hz, H-4), 3,33 (t, 1H, J = 4,0 Hz, H-2"), 3,35-3,50 (m, 3H, H-1, H-3 y H-6), 3,43 (d, 1H,
J = 3,5 Hz, H-4"), 3,54 (t, 1H, J = 9,5 Hz, H-5'), 3,80 (t, 1H, J = 9,5 Hz, H-6), 3,79-3,81 (m, 2H, H-6'), 4,14-4,16 (m,
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1H, H-3'), 5,55 (d, 1H, J = 4,0 Hz, H-1").

3C RMN (125 MHz, CDCls): 5 = 31,8 (C-2), 57,2, 59,2, 59,7, 60,3 (C-6'), 63,3, 66,2, 67,3, 75,8, 75,9, 78,8, 96,5 (C-
1).

MALDI TOFMS calculada para C12H19N1206¢ ([M+H]+) mle: 427,3; m/e medida: 427,3.

Preparacion del Compuesto 20:

(o]
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Compuesto 20

Se afiadié una mezcla seca de DMF/HMPA (2:1, 3ml) a 4 A de tamices moleculares en polvo secados a la llama
(500 mg), seguido de la adicién del dibromometano (19 pl, 0,26 mmol) y el Compuesto aceptor 12 (290 mg,
0,516 mmol) que se prepar6 como se ha presentado anteriormente en el presente documento. La mezcla de
reaccion se agité durante 10 minutos a temperatura ambiente, se enfrié a -10 °C, y después a la misma se le afiadio
NaH (19 mg, 0,792 mmol). Después de 15 minutos de agitacion, la mezcla de reaccion se calenté a 40 °C. La
propagacion de la reaccion se controld por TLC (EtOAc/Hexano, 15:85), que indicé la finalizacion después de
2 horas. La reaccion se diluyé con EtOAc, y se filtrd a través de celite. Después de un lavado exhaustivo del celite
con EtOAc, los lavados se combinaron, se extrajeron con salmuera, se secaron sobre MgSO, y se concentraron a
presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia ultrarrapida para producir el Compuesto 20
(240 mg, rendimiento del 82 %).

Los datos de '"H RMN (500 MHz, CDCl3) del Compuesto 20 se resumen en la Tabla 9 a continuacion.

Tabla 9
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
549dJ 3,33dd J= _ 3,63- 3,88- 3,75- 3,88-
! =85 3,0, 14,0 409tJ=45 3,67 m 3,93 m 3,80 m 3,93 m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
I 3,62- 2,33dtJ= 1,47ddd J; =12 J> 3,43- 3,39t J 3,53tJ 3,75-
3,67 m 5,0,13,5 =J3=13,0 3,46 m =10 =95 3,80 m

Los datos adicionales de 'H RMN (500 MHz, CDClIs) para el Compuesto 20 incluian: & = 1,23-1,70 (m, 40H, anillos
ciclohexano), 5,21 (s, 2H, H-1").

3C RMN (125 MHz, CDClIs): & = (el intervalo 22,4-37,6 se refiere a atomos de carbono en los anillos ciclohexano si
no se indica de otro modo) 22,4, 23,5(2C), 24,7, 25,4, 27,5 (C-2), 33,7, 35,8, 36,1, 37,6, 57,0, 60,4, 61,5 (C-6"), 62,1,
63,9, 73,6, 74,1, 78,0, 78,2, 96,6 (C-1" mitad de otro), 97,0 (C-1"), 99,6(0OCO ciclohexanona cetal) ,115,4 (OCO
ciclohexanona cetal).

MALDI TOFMS calculada para CsgH7oN1sO14 Na ([M+Na]+) mle: 1157,5; m/e medida: 1157 4.

Preparacion del Compuesto 20c:

Compuesto 20c
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El Compuesto 20 (240 mg), preparado como se ha presentado anteriormente en el presente documento), se disolvid
en THF (5 ml) y se afiadié a una mezcla de TFA (1 ml) y agua (1,2 ml). La mezcla de reaccion se agité a 60 °C
durante 2 horas. La propagacion de la reaccion se controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 9:1). La mezcla de reaccion se
purificd por cromatografia ultrarrapida (silice, EtOAc/Hexano) para producir el Compuesto 20c (155 mg, rendimiento
del 90 %).

"H RMN (500 MHz, MeOD): 5 = 1,40 (ddd, 1H, J; =12,5, J, = J; =12 Hz, H-2 axial), 2,23 (dt, 1H, J;=5 %=13,5 Hz, H-
2 ecuatorial), 3,27-3,43 (m, 4H, H-1, H-3, H-4 y H-5), 3,38-3,48 (m, 1H, H-2'), 3,50 (t, 1H, J1=8,5 Hz, H-6), 3,59 (t, 1H,
J1=7 Hz, H-5'), 3,76-3,83 (m, 2H, H-4' y H-6'), 3,88-3,95 (m, 1H, H-6"), 3,91 (t, 1H, J = 9,5 Hz, H-3), 5,16 (s, 1H, H-
1", 5,49 (d, 1H, J = 3,5 Hz, H-1").

3C RMN (125 MHz, MeOD): 5 = 31,3 (C-2), 61,0, 61,8, 62,8 (C-6'), 65,1, 70,9, 74,2, 77,7, 78,0, 82,1, 82,2, 99,9 (C-
1" carbono de conexién), 99,9 (C-1').

MALDI TOFMS calculada para CzsH3sN1sO14 Na ([M+Na]+) mle: 837,3; m/e medida: 837,2.

Preparacion del Compuesto 2 (Compuesto de Referencia):

Compuesto 2

El Compuesto 2 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 9 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 que se convirtié en el Compuesto 11 y se acoplé al Compuesto 15a para proporcionar el Compuesto
16a como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Esquema 9

Compuesto 10

Compuesto 11

Compuesto 15a

Compuesto 16a
Compuesto 2

El Compuesto 16a (450 mg, 0,444 mmol), preparado como se ha presentado anteriormente en el presente
documento, se traté con una solucion de MeNH (solucién al 33 % en 30 ml de EtOH) y la propagacion de la
reaccion se controlé por TLC (EtOAc/MeOH, 7:3), que indico la finalizacion después de 8 horas. La mezcla de
reaccion se evapor6 a sequedad a presion reducida y el residuo se disolvié en una mezcla de THF (5 ml) y NaOH
acuoso (0,1 M, 3,5ml). Esta mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos y posteriormente, a la
misma se le afiadi6 PMes (solucion 1 M en THF, 2,66 ml de THF, 2,66 mmol). La propagacion de la reaccion se
controlé por TLC, usando una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacion relativa de 10:15:6:15 diluida con
respecto a una solucion al 33 % en etanol como eluyente, que indico la finalizacién después de 5 horas.

{

La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia ultrarrapida en una columna corta de gel de silice. La columna
se lavo con los siguientes disolventes: THF (100 ml), CH,Cl» (200 ml), EtOH (100 ml) y MeOH (150 ml). El producto
se eluy6 con la mezcla de MeNH; (solucion al 33 % en EtOH) y MeOH a una relacion de 1:4. Las fracciones que
contenian el producto se combinaron, se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo en un pequefio
volumen de agua y se evaporaron de nuevo a presion reducida. Este procedimiento se repitié de 2 a 3 veces para
proporcionar la forma de amina libre del Compuesto 2 (170 mg, rendimiento del 84 %). Este producto se disolvié en
agua, el pH se ajusto a 6,5 mediante H2SO4 (0,01 M) y se liofilizod para proporcionar la sal sulfato del Compuesto 2.
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Los datos de 'H RMN (500 MHz, D,0O, pH = 3,5) del Compuesto 2 se resumen en la Tabla 10 a continuacion.

Tabla 10
Anillo | H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 HeE'

5664 i 370- | 335t 379- | 3.66

| | J=40 | 326329m | 381J=100 | 595 | Tgp 383m | 371m
3.90- 377- | 3.60ddJ=
| 5225 | 408-409m | 408409m | Sob | SO | SO0G0
A H2eq H2ax H3 H4 H5 H6

318 | 230dtJ= | 165dddJi=dr | 333 | 356tdJ 3.77-

| 323m | 45,125 = J;=125 339m | =90 | 379381m | 381m

3C RMN (125 MHz, D,O): 5 = 31,1 (C-2), 50,7, 51,8, 55,8, 62,1 (C-5"), 62,5 (C-6'), 70,7, 70,8, 71,1, 74,4, 75,3, 76,9,
80,4, 84,1, 86,3, 97,8 (C-1), 111,9 (C-1");

MALDI TOFMS calculada para C17H33N3011 Na ([M+Na]+) mle: 478,2; m/e medida: 478,2.

Preparacién del Compuesto 3:

HO OH

Compuesto 3

El Compuesto 3 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 10 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 y el Compuesto 14b que se convirtieron en el Compuesto 11 y el Compuesto 15b respectivamente y
se acoplaron entre si para proporcionar el Compuesto 16b como se ha descrito anteriormente en el presente

documento.
Esquema 10

Compuesto 10 Compuesto 14b .
Compuesto 11 | Compuesto 15b . '

Compuesto 16b

Compuesto 3

El Compuesto 16b (320 mg, 0,342 mmol), preparado como se ha presentado anteriormente en el presente
documento, se traté con una solucion de MeNH (solucién al 33 % en 30 ml de EtOH) y la propagacion de la
reaccion se controlé por TLC (EtOAc/MeOH, 7:3), que indico la finalizacion después de 8 horas. La mezcla de
reaccion se evaporo a sequedad a presion reducida y el residuo se disolvié en una mezcla de THF (3,7 ml) y NaOH
acuoso (0,1 M, 2,5ml). Esta mezcla se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos y posteriormente, a la
misma se le afiadié PMes (solucion 1 M en THF, 2,74 ml, 2,74 mmol). La propagacioén de la reaccion se controlé por
TLC, usando una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacion relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a
una solucion al 33 % en etanol como eluyente, que indicé la finalizacion después de 5 horas.

El producto se purific6 como se ha descrito anteriormente para el Compuesto 2 para producir el Compuesto 3 en
forma de una amina libre (142 mg, rendimiento del 91 %).

Los datos de 'H RMN (500 MHz, D20, pH = 3,5) del Compuesto 3 se resumen en la Tabla 11 a continuacion.
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Tabla 11
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'

5,75d _ 3,71- 3,70- 3,82-

I J=40 3,40-3,46 m 3,94mJ=95 3.73m 3,40-3,46 m 3.74m 3.85m
_ 4,03- 3,17 dd J = 3,28-
Il 531s | 4,17-419m 415tJ=10,0 4,08 m 75,135 3.32m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6

3,28- 241dtJ= 1,83 ddd Js = J2 3,52- _ 3,93tJ 4,06tJ

. 3,32 m 4,0,12,5 =J3=125 3,55 m 369tJ=9,5 =90 =90

3C RMN (125 MHz, D,O): & = 29,5 (C-2), 43,4 (C-5"), 50,9, 51,7, 55,3, 61,9 (C-6), 70,8(2C), 72,8, 73,4, 75,9, 76,4,
77,8, 80,1, 84,2, 95,7 (C-1), 110,4 (C-1").

MALDI TOFMS calculada para C17H33N4O1p Na ([M+Na]+) mle 477,2; m/e medida 477,5.

Preparacion del Compuesto 4: (Compuesto de Referencia):

Compuesto 4

El Compuesto 4 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 11 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 que se convirti6 en el Compuesto 13 que se acoplé al Compuesto 14a para proporcionar el
Compuesto 17a como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Esquema 11

Compuesto 13 [Enm]

Compuesto 17a

Compuesto 4

El Compuesto 17a (460 mg, 0,43 mmol) se disolvid en THF (3 ml) y se afadié con acido acético (4,5 ml) y agua
(0,75 ml). La mezcla de reaccion se agitd a 50 °C durante 3 horas y la propagacion se controlé6 por TLC
(EtOAc/Hexano, 3:2). La mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc y se lavo con NaHCO3; saturado y salmuera. La
capa organica combinada se seco sobre MgSO, y la mezcla se evaporé a sequedad a presion reducida.

El residuo se disolvio en THF (4 ml) y se afiadié con la solucién de NaOH (0,1 M, 3 ml). La mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 10 minutos, después de lo cual se afiadi6 PMes (solucion 1 M en THF, 2,85 ml,
2,85 mmol). La propagacion de la reaccion se controld por TLC, usando una mezcla de CH»Cl,/MeOH/H,O/MeNH; a
una relacion relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a una solucién al 33 % en etanol como eluyente, que indico
la finalizacion después de 5 horas. La mezcla de reaccion se purifico por cromatografia ultrarrapida en una columna
corta de gel de silice. La columna se lavo con los siguientes disolventes: THF (100 ml), CH2Cl, (200 ml), EtOH
(100 ml) y MeOH (150 ml). El producto se eluyé con la mezcla de MeNH: (solucion al 33 % en EtOH) y MeOH a una
relacion de 1:4. Las fracciones que contenian el producto se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo
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en agua y se evaporaron de nuevo, y el procedimiento se repitié de 2 a 3 veces para proporcionar el Compuesto 4
en forma de amina libre (147 mg, rendimiento total del 75 %). El producto se disolvi6 en agua, el pH se ajusté a 6,65
con H2SO4 (0,01 M) y se liofilizé para proporcionar la sal sulfato del Compuesto 4 en forma de un sélido espumoso
de color amarillo.

Los datos de '"H RMN (500 MHz, D20, pH 3,0, ajustado por H,SO4 0,01 M) del Compuesto 4 se resumen en la Tabla
12 a continuacion. 5

Tabla 12
Anillo | H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 He'

561d | 3,28ddJ= _ 3,70- [336tJ= 3,80-3,87 | 3,64-
! J=4,0 4,0,10,5 3841J=100 | 573m 9,5 m 3,71m
| 507s | 411dJ=50 4,23-4,26 m 3,91 | 3,65-3,69 | 3,74-3,78

3,94 m m m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6

I 3,22 2,43dtJ= 1,77ddd J;=J, | 3.42- |358tJ=[380tJ=]384tJ=

3,28m 4,0,12,0 =J3=125 347m 9,5 9,5 9,5

3C RMN (125 MHz, D,O): 5 = 29,8 (C-2), 49,9, 50,5, 55,8, 60,7 (C-5"), 62,1 (C-6'), 70,3, 70,7, 71,2, 75,4, 76,0, 76,4,
81,1, 82,4, 84,1, 98,5 (C-1), 110,5 (C-1").

MALDI TOFMS calculada para C17H33N4O1p Na ([M+Na]+) mle: 478,2; m/e medida: 478,2.

Preparacién del Compuesto 5d (Compuesto de Referencia):
HO
g%&%
Z!
, N N3
30

BzO OBz

Compuesto 5d

El Compuesto 17b (400 mg, 0,40 mmol) se disolvié en THF (3 ml) y se afiadié a una mezcla de TFA (1,5 ml) y agua
(1 ml). La mezcla de reaccion se agité a 50 °C durante 2 horas durante las cuales la propagacion se controlé por
TLC (EtOAc/Hexano, 1:1). La mezcla de reaccion se aplicé directamente sobre un columna de gel de silice y se
purificd por cromatografia ultrarrapida (EtOAc/Hexano) para producir el Compuesto 5d (180 mg, rendimiento del
51,6 %).

"H RMN (500 MHz, CDCls): & = 1,49-1,57 (m, 1H, H-2 axial), 2,33-2,37 (m, 1H, H-2 ecuatorial), 3,33-3,40 (m, 2H, H-
3, H-4), 3,45-3,50 (m, 1H, H-1), 3,62 (t, 1H, J = 8,5 Hz, H-6), 3,63-3,65(m, 1H, H-5"), 3,70-3,73 (m, 1H, H-2'), 3,74-
3,79 (m, 2H, H-5 y H-5"), 3,88 (t, 1H, J = 9,5 Hz, H-5'), 3,90-3,92 (m, 2H, H-6'), 4,10-4,13 (m, 1H, H-4'), 4,53-4,56 (m,
1H, H-4"), 5,39 (d, 1H, J = 3,5 Hz, H-1'), 5,59 (t, 1H, J = 10 Hz, H-3'), 5,62-5,65 (m, 1H, H-3"), 5,71 (d, 1H, J = 5 Hz,
H-2"), 5,80 (s, 1H, H-1"), 7,34 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,39 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,45 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,51-7,61 (m, 3H),
7,89 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 7,98 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 8,07 (d, 2H, J = 7,5 Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 32,2 (C-2), 53,4 (C-5"), 58,5, 58,9, 61,6 (C-6'), 62,3, 69,5, 72,4, 72,6, 75,0, 75,8,
76,3, 79,2, 79,3, 83,2, 99,1 (C-1'), 106,2 (C-1"), 128,4-130,0 (15C), 133,6 (2C), 133,7, 165,5 (2C), 167,2.

MALDI TOFMS calculada para CsgH3sN12013 Na ([M+Na]+) mle: 893,3; m/e medida: 893,2.
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Preparacion del Compuesto 5:

HO
HO Q
HO NH
HoN 5 2NH2
HO

0
HN—

OH OH

Compuesto 5

El Compuesto 5 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 12 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 que se convirti6 en el Compuesto 13, que se acoplé al Compuesto 14b para proporcionar el
Compuesto 17b, que se convirtié en el Compuesto 5d como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Esquema 12

Compuesto 17b
Compuesto 5d

Compuesto 5

El Compuesto 5d (140 mg, 0,16 mmol) se disolvié en THF (3 ml) y se afiadié a una solucién de NaOH (0,1 M, 2 ml).
La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente, a la misma se le
afnadié PMe; (solucion 1 M en THF, 1,65 ml, 1,65 mmol). La propagacioén de la reaccion se controlé por TLC, usando
una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacién relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a una solucion
al 33 % en etanol como eluyente, que indico la finalizacion después de 5 horas. La mezcla de reaccién se purificd
por cromatografia ultrarrapida en una columna corta de gel de silice. La columna se lavd con los siguientes
disolventes: THF (100 ml), CH2Cl» (200 ml), EtOH (100 ml) y MeOH (150 ml). El producto se eluyé con una mezcla
de MeNH; (solucion al 33 % en EtOH, 30 ml) y MeOH a una relacién de 1:4. Las fracciones que contenian el
producto se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo en agua y se evaporaron a presion reducida.
Este procedimiento se repiti6 de 2 a 3 veces para proporcionar el Compuesto 5 en forma de amina libre (32 mg,
rendimiento del 44 %). La amina se disolvié en agua, el pH se ajust6 a 6,5 con H2SO4 (0,01 M) y se liofilizd para dar
la sal sulfato del Compuesto 5 en forma de un sélido espumoso de color amarillo.

Los datos de 'H RMN (500 MHz, D20, pH = 3,0) del Compuesto 5 se resumen en la Tabla 13 a continuacion.

Tabla 13
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
557dJ | 3,25-3,36 3,80-3,84 | 3,31-3,38 3,59-3,63 | 3,67-3,72
I i 3,80-3,84 m
=40 m m m m m
I 5,_19 dJ | 3,97-4,06 3.97-4.06 m 3,97-4,06 | 3,05-3,10 | 3,26-3,30
=15 m m m m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
I 3,31- 2,41-2,44 1,83ddd Ji=J. = | 3,42-3,48 | 3,71-3,72 | 3,71-3,73 | 3,82-3,86
3,38 m m J3=125 m m m m
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3C RMN (125 MHz, D;0): & = 29,7 (C-2), 43,9 (C-5"), 49,8, 50,5, 55,7, 62,1 (C-6'), 70,7, 71,2, 72,8, 75,4, 75,8,76,0,
79,9, 81,6, 81,8, 98,6 (C-1'), 110,7 (C-1");

TOF APMS calculada para C17H34N4O010 ([M+H]4) mle: 455,2; m/e medida: 455,2.

Preparacién del Compuesto 6a (Compuesto de Referencia):

HO
HO& O:
BzO o) P N N3
3
e

OH
BzO OBz

Compuesto 6a

El Compuesto 18a (240 mg, 0,24 mmol) se disolvidé en dioxano (6 ml) y se afiadié6 a una mezcla de acido acético
(10 ml) y agua (3 ml). La mezcla de reaccion se agité a 70 °C durante 5 horas. La propagacion de la reaccion se
controlé por TLC (EtOAc/Hexano, 7:3). La mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc y se lavé con NaHCOs3 saturado
y salmuera. La capa organica combinada se sec6 sobre MgSO., se evapord a presion reducida y se purificé por
cromatografia ultrarrapida (silice, EtOAc/Hexano) para producir el Compuesto 6a (215 mg, rendimiento del 75 %).

"H RMN (500 MHz, CDCls): & = 1,47 (ddd, 1H, Ji = 11,5 Hz, Js = J» = 12,5 Hz, H-2 axial), 2,30 (dt, 1H, Js=4 J,=13
Hz, H-2 ecuatorial), 3,21-3,30 (m, 2H, H-3, H-4), 3,35-3,37 (m, 1H, H-2"), 3,40-3,50 (m, 3H, H-1, H-5, H-6), 3,51-3,54
(m, 1H, H-4"), 3,75 (dd, 1H, J1=4 J,=12 Hz, H-6'), 3,82 (dd, 1H, J1=4 J,=12 Hz, H-6'), 3,90-3,96 (m, 2H, H-3', H-5),
4,57 (dd, 1H, J1=5 J,=12,5 Hz, H-5"), 4,78-4,81 (m, 1H, H-4"), 4,93 (dd, 1H, J1=4 J,=12,5 Hz, H-5"), 5,11 (d, 1H, J = 4
Hz, H-1"), 5,55 (s,1H, H-1"), 5,76 (d, 1H, J = 5 Hz, H-2"), 5,87 (t, 1H, J = 5 Hz, H-3"), 7,35-7,61 (m, 9H), 7,92 (d, 2H, J
=7,5Hz), 8,02 (d, 2H, J = 7,5 Hz), 8,12 (d, 2H, J = 7,5 Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 31,9 (C-2), 52,6, 58,6, 59,4 (C-5"), 62,5, 63,6 (C-6'), 69,2, 71,4, 71,8, 75,1, 75,2,
76,2, 80,1, 83,7, 85,0, 98,9 (C-1'), 107,2 (C-1"), 128,3-129,7 (15C), 133,4, 133,5 (2C), 165,0, 165,2, 166,1;

MALDI TOFMS calculada para CsgH39NgO14 Na ([M+Na]+) mle: 868,3; m/e medida: 868,4.

Preparacion del Compuesto 6:

OH

HO O
HO 0
W NH2 /mNHZNH
(0] \ 2
HO

HO OH OH

Compuesto 6

El Compuesto 6 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 13 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 que se convirti6 en el Compuesto 12, que se acoplé al Compuesto 15a para proporcionar el
Compuesto 18a, que se convirtié en el Compuesto 6a como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

48



10

15

20

25

30

35

ES 2594343 T3

Esquema 13

Compuesto 10
Compuesto 15a

Compuesto 12

Compuesto 18a
Compuesto 6a
Compuesto 6

El Compuesto 6a (200 mg, 0,236 mmol) se disolvio en THF (3 ml) y se afiadié a una solucion de NaOH (0,1 M,
1,5 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente, a la misma se
le afiadié PMes (solucion 1 M en THF, 1,4 ml, 1,4 mmol). La propagacion de la reaccion se controlé por TLC, usando
una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacién relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a una solucion
al 33 % en etanol como eluyente, que indico la finalizacion después de 5 horas. La mezcla de reaccién se purificd
por cromatografia ultrarrapida en una columna corta de gel de silice. La columna se lavd con los siguientes
disolventes: THF (100 ml), CH2Cl» (200 ml), EtOH (100 ml) y MeOH (150 ml). El producto se eluyd con una mezcla
de MeNH; (solucion al 33 % en EtOH, 30 ml) y MeOH a una relacién de 1:4. Las fracciones que contenian el
producto se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo en agua y se evaporaron a presion reducida.
Este procedimiento se repiti6 de 2 a 3 veces para proporcionar el Compuesto 6 en forma de amina libre (90 mg,
rendimiento del 84 %). La amina se disolvio en agua, el pH se ajusté a 6,5 con H2SO4 (0,01 M) y se liofilizd para dar
la sal sulfato del Compuesto 6 en forma de un sélido espumoso de color blanco.

Los datos de 'H RMN (500 MHz, D,0O, pH = 3,5) del Compuesto 6 se resumen en la Tabla 14 a continuacion.

Tabla 14
Anillo | H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'

561dJ | 3,47-3,50 3,57- 3,68 3,74-3,76 | 3.80-

! = 4,0 m 3,95-3,97 m 359m | 3,75m m 3,83 m
4,09dJ= 3,04- 3,60- | 3,73-3,76
m | 510s 45 4,16-4,19 m stem | 362m -
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6

| 3.21- | 2,39-2.44 | 1,80ddd J;=13,0 J. | 3,45 345 | 357tJ=| 3,80tJ=

3,25 M m =J;=12,5 352m | 3,52m 9,0 10,0

3C RMN (125 MHz, D;0): & = 30,0 (C-2), 50,6, 51,4, 54,5, 62,0 (C-5"), 62,5 (C-6'), 69,2, 71,3, 74,0, 75,2, 76,5 (2C),
79,6, 81,8, 84,5, 98,5 (C-1'), 108,7 (C-1").

MALDI TOFMS calculada para C17H33N4O1p Na ([M+Na]+) mle: 478,2; m/e medida: 478,4.

Preparacion del Compuesto 7a. (Compuesto de Referencia):

HO
H% O
N3 Na
O N3 N
Do Ns
OH
BzO OBz

Compuesto 7a

El Compuesto 18b (500 mg) se disolvié en THF (5 ml) y se afiadié a una mezcla de TFA (1 ml) y agua (1 ml). La
mezcla de reaccion se agité a 50 °C durante 2 horas. La propagacion de la reaccion se controlé por TLC
(EtOAc/Hexano, 7:3). La mezcla de reaccion se purificd por cromatografia ultrarrapida (silice, EtOAc/Hexano) para
producir el Compuesto 7a (340 mg, rendimiento del 82 %).

"H RMN (500 MHz, CDCls): & = 1,45-1,52 (m, 1H, H-2 axial), 2,26-2,33 (m, 1H, H-2 ecuatorial), 3,28-3,53 (m, 5H, H-
1, H-5, H-6, H-3 y H-4), 3,62 (dd, 1H, J;=3,5 J,=10,0 Hz H-2'), 3,69-3,73 (m, 2H, H-5" y H-5"), 3,85 (dd, 1H, J;=3,0
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J>=13,5 Hz, H-5"), 3,86-3,96 (m, 3H, H-4' y 2H-6"), 3,99 (t,1H, J1=9,5 J,=9,0 Hz, H-3"), 4,52-4,55 (m, 1H, H-4"), 5,29
(d, 1H, J = 4 Hz, H-1"), 5,55 (s, 1H, H-1"), 5,69 (d, 1H, J = 5 Hz, H-2"), 5,70-5,73 (m, 1H, H-3"), 7,35 (t, 2H, J = 7,5
Hz), 7,44 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7,54 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 7,60 (t, 1H, J = 7,5 Hz), 7,89 (d, 2H, J = 8,0 Hz), 8,02 (d, 2H, J =
8,0 Hz).

3C RMN (125 MHz, CDCls): & = 32,1 (C-2), 52,3(C-5"), 58,9, 59,7, 61,0 (C-6"), 62,0, 69,3, 71,5, 72,2, 75,4 (2C), 76,0,
80,3, 83,1, 84,1, 98,8 (C-1'), 106,9 (C-1"), 128,3-135,5 (12C), 165,2, 165,4.

MALDI TOFMS calculada para C31H34N12012 Na ([M+Na]+) mle: 789,2; m/e medida: 789,2.

Preparacion del Compuesto 7:

H,N ”%ﬁ%

2 W Nz "mNHzNH
@] 2
HO

HO OH OH

Compuesto 7

El Compuesto 7 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 14 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 y el Compuesto 14b que se convirtieron en el Compuesto 12 y el Compuesto 15b respectivamente,
que se acoplaron entre si para proporcionar el Compuesto 18b, que se convirtié en el Compuesto 7d como se ha
descrito anteriormente en el presente documento.

Esquema 14 .

Compuesto 10

Compuesto 14b
Compuesto 12 Compuesto 15b

Compuesto 18b

Compuesto 7a

El Compuesto 7a (300 mg, 0,391 mmol) se disolvié en THF (3 ml) y se afiadi6 a una soluciéon de NaOH (0,1 M, 2 ml).
La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente, a la misma se le
afiadié PMe; (solucion 1 M en THF, 3,3 ml, 3,3 mmol). La propagacién de la reaccion se controlé por TLC, usando
una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacién relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a una solucion
al 33 % en etanol como eluyente, que indico la finalizacion después de 5 horas. La mezcla de reaccién se purificd
por cromatografia ultrarrapida en una columna corta de gel de silice. La columna se lavd con los siguientes
disolventes: THF (100 ml), CH2Cl» (200 ml), EtOH (100 ml) y MeOH (150 ml). El producto se eluyd con una mezcla
de MeNH; (solucion al 33 % en EtOH, 40 ml) y MeOH a una relacién de 1:4. Las fracciones que contenian el
producto se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo en agua y se evaporaron a presion reducida.
Este procedimiento se repitié de 2 a 3 veces para proporcionar el Compuesto 7 en forma de amina libre (134 mg,
rendimiento del 75 %). La amina se disolvio en agua, el pH se ajusté a 6,6 con H2SO4 (0,01 M) y se liofilizd para dar
la sal sulfato del Compuesto 7 en forma de un sélido espumoso de color blanco.

Los datos de 'H RMN (500 MHz, D,0O, pH = 3,5) del Compuesto 7 se resumen en la Tabla 15 a continuacion.

Tabla 15
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
| 5,74 d 3,53dd J= 414-419 m 3,87- 3,56- 3,77dd J = 3,88-
J=4,0 4,0,11,0 ’ ’ 3,94 m 3,59 m 5,0,12,0 3,94 m
4,14~ 3,16-
Il 5,25s | 4,23-4,28 m 4,23-4.28 m 419 m 3.21m 3,36-3,40 m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
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Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 He6'
3,31- 2,52dtJ= | 1,89ddd Ji=J; 3,56- 3,57- 3,70t Js=
. 3,37 m 4,0,12,5 =J3=125 3,62m 3,63 m 9,6J2=9,0 3,90-3,93m

3C RMN (125 MHz, D;0) : & = 30,0 (C-2), 44,0 (C-5"), 50,6, 51,5, 54,8, 61,9 (C-6"), 70,3, 73,4, 74,1, 73,4, 74,1, 75,4,
76,3, 76,5, 79,4, 80,2, 81,5, 81,6, 98,3 (C-1'), 110,5 (C-1");

5 MALDI TOFMS calculada para C17H33N4O1p Na ([M+Na]+ mle: 477,2; m/e medida: 477,2.

Preparacién del Compuesto 8. (Compuesto de Referencia):

OH
HO O
NH, NH,
HaN - “0 NH
HE% 2

OH

Compuesto 8

10
El Compuesto 8 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 15 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 que se convirtié en el Compuesto 19c como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Esquema 15

Compuesto 10

v

Compuesto 12

v

Compuesto 19a

v
Compuesto 19
-

v

Compuesto 19¢

¥

Compuesto 8

\.

J

-

15 El Compuesto 19¢ (90 mg, 0,211 mmol) se disolvié en THF (3 ml) y se afiadié a una solucion de NaOH (0,1 M, 2 ml).
La mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente, a la misma se le
afnadié PMe; (solucion 1 M en THF, 1,69 ml, 1,69 mmol). La propagacioén de la reaccion se controlé por TLC, usando
una mezcla de CH,Cl,/MeOH/H,O/MeNH: a una relacién relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a una solucion
al 33 % en etanol como eluyente, que indico la finalizacion después de 5 horas. La mezcla de reaccién se purificd

20 por cromatografia ultrarrapida en una columna corta de gel de silice. La columna se lavd con los siguientes
disolventes: THF (100 ml), CH2Cl» (200 ml), EtOH (100 ml) y MeOH (150 ml). El producto se eluyé con una mezcla
de MeNH; (solucion al 33 % en EtOH, 30 ml) y MeOH a una relacién de 1:4. Las fracciones que contenian el
producto se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo en agua y se evaporaron a presion reducida.
Este procedimiento se repitid de 2 a 3 veces para proporcionar el Compuesto 8 en forma de amina libre (52,0 mg,

25 rendimiento del 76,5 %). El producto se disolvié en agua, el pH se ajusto a 6,6 con H2SO4 (0,01 M) y se liofilizé para
proporcionar la sal sulfato del Compuesto 8.

Los datos de 'H RMN (500 MHz, D,0O, pH = 3,5) data de 8 se resumen en la Tabla 16 a continuacion. 96

30 Tabla 16
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 He6'
5,37d 3,98- 3,98- 3,73dJ= 3,73dJ
I J=20 3,46-3,51m 3,98-4,09 m 4.09m 4.09m 5.0 =50

51



ES 2594343 T3

Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 He6'
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
I 3,20- 242dtJ= | 1,72ddd J; = J> 3,41- 347tJ=| 3,57tJ 3,80tJq =
3,26 m 4,0,12,5 =J=125 3,52m 9,6 =9,0 9,5, ,.=10,0

e (RMN 125 MHz, D20O): & = 29,8 (C-2), 50,1, 50,9, 51,6, 56,0, 61,2 (C-6"), 64,9, 73,8, 74,0, 75,8, 82,5, 96,8 (C-1").
MALDI TOFMS calculada para C12H2sN4Os Na ([M+Na]+) mle: 345,2; m/e medida: 345,2.

Preparacién del Compuesto 9. (Compuesto de Referencia):

HO OH
8 OH HO 0
HoN ’b&\ovo/éﬂ' NH
2 HoN NH 2
HoN m\o 2 20/’% NH
OH HO 2

HO OH
Compuesto 9

10 El Compuesto 9 se prepard siguiendo el grafico presentado en el Esquema 16 a continuacion, partiendo del
Compuesto 10 que se convirtié en el Compuesto 20c como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Esquema 16

o~

Compuesto 10

v

Compuesto 12

ﬁ v

Compuesto 20

_ v
Compuesto 20c

- J

v

Compuesto 9

El Compuesto 20c (155 mg, 0,208 mmol) se disolvié en THF (3 ml) y se anadié a una solucion de NaOH (0,1 M,
15 2 ml). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 10 minutos, y posteriormente, a la misma se
le afiadié PMes (solucién 1 M en THF, 2,28 ml, 2,28 mmol). La propagacion de la reaccién se controlé por TLC,
usando una mezcla de CH2Clo/MeOH/H>O/MeNH; a una relacién relativa de 10:15:6:15 diluida con respecto a una
solucioén al 33 % en etanol como eluyente, que indico la finalizacion después de 5 horas. La mezcla de reaccion se
purifico por cromatografia ultrarrapida en una columna corta de gel de silice. La columna se lavo con los siguientes
20 disolventes: THF (100 ml), CH2Cl» (200 ml), EtOH (100 ml) y MeOH (150 ml). El producto se eluyé con una mezcla
de MeNH; (solucion al 33 % en EtOH, 30 ml) y MeOH a una relacién de 1:4. Las fracciones que contenian el
producto se evaporaron a presion reducida, se disolvieron de nuevo en agua y se evaporaron a presion reducida.
Este procedimiento se repitié de 2 a 3 veces para proporcionar el Compuesto 9 en forma de amina libre (102 mg,
rendimiento del 81,4 %). La amina se disolvié en agua, el pH se ajusté a 6,5 con H>SO,4 (0,01 M) y se liofilizé para
25 dar la sal sulfato del Compuesto 9 en forma de un sélido espumoso de color amarillo.

Los datos de '"H RMN (500 MHz, D20, pH = 3,75) del Compuesto 9 se resumen en la Tabla 17 a continuacion.

Tabla 17
Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 H6'
5,72d _ 3,79- 3,53- 3,67-3,69 3,80-
I J=35 3,45-3,48 m 411tJ=10,0 3.85 m 357 m m 3.85m
H1 H2eq H2ax H3 H4 H5 H6
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Anillo H1 H2 H3 H4 H5 H5' H6 He6'
I 3,24- 233dtJ= 1,81ddd J1 = J2 3,50- 3,50- 365tJ | 3,84tJ=
3,26 m 4,0, 13,0 =13,0=12,5 3,53 m 3,53 m =95 10,0

Los datos adicionales de '"H RMN (500 MHz, D20, pH = 3,75) para el Compuesto 9 incluian: & = 5,12 (s, 1H).

3C (RMN 125 MHz, D20): & = 30,0 (C-2"), 50,5, 51,5, 62,0 (C-6'), 70,6, 74,2, 75,1, 76,6, 79,1, 80,9, 98,1 (C-1), 99,6
(C-1" carbono de conexion).

MALDI TOFMS calculada para CzsHs50NsO14 Na ([M+Na]+) mle: 681,3; m/e medida: 681,6.
EJEMPLO 2
ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

La capacidad de los compuestos que se presentan en el presente documento, es decir, los compuestos 2-9, para
leer mas alla de las mutaciones de codén de parada se examiné tanto in vitro como ex-vivo en células cultivadas de
mamiferos.

Todos los productos quimicos y reactivos se obtuvieron de fuentes comerciales normales a menos que se indique lo
contrario Los antibidticos comerciales, paromomicina y gentamicina se obtuvieron de Sigma.

Reacciones de traduccion y cuantificacion de la supresion y la traduccion in vitro:

Los ensayos de actividad de supresion de mutacion se realizaron en la mutacion "UGA C", que ha demostrado ser la
mas susceptible a la supresion mediada por aminoglucésidos. Inicialmente, los Compuestos 1-9 se ensayaron para
determinar su capacidad para suprimir esta mutacién sin sentido in vitro, usando una construccioén indicadora que
lleva la mutacion sin sentido R3X (un codon de parada prematura UGA C) del gen PCDH15. Las mutaciones en el
gen PCDH15 que codifica para la protocardherina 15, provoca el sindrome de Usher de tipo 1 (USH1), que se
caracteriza por una pérdida de audicion prelocutiva profunda, la arreflexia vestibular y el inicio prepuberal de la
retinitis pigmentosa (RP) [83]. Se han notificado cuatro mutaciones sin sentido diferentes en PCDH15 que provocan
USH1, R3X, R245X, R643X y R929X en seres humanos. Curiosamente, mientras que las mutaciones sin sentido de
PCDH15 anteriores provocan USH1, ciertas mutaciones sin sentido en el mismo gen provocan solamente sordera no
sindrémica, que no se asocia a la RP. Estas observaciones sugieren que el nivel de actividad parcial o bajo de la
proteina codificada por este gen puede ser suficiente para la funcién normal de la retina, haciendo de cualquiera de
los compuestos que se presentan en el presente documento un candidato adecuado para la terapia de ultralectura.

La supresion de mutaciones sin sentido por los Compuestos 1-9 se ensay6 in vitro usando un plasmido indicador
que alberga la mutacion R3X del gen PCDH15 [84]. Para crear este plasmido, los oligonucledtidos
GATCCATGTTTTGACAGTTTTATCTCTGGACA y AGCTTGTCCAGAGATAAAACTGTCAAAACATG se hibridaron
entre si y se insertaron en los sitios BamH| y Hindlll del plasmido pDB650 [6].

El plasmido indicador resultante pDB650-R3X contenia una mutacién sin sentido TGA C entre un polipéptido de
25 kDa que codifica el marco de lectura abierto (ORF) y un polipéptido de 10 kDa que codifica ORF. Por tanto, una
terminacion de la traduccion eficiente en el codén de parada dio como resultado la produccién de un polipéptido de
25 kDa, mientras que la supresidon de la mutacion sin sentido por los compuestos ensayados en el presente
documento permitio la sintesis de una proteina de 35 kDa mas larga.

El plasmido se transcribid y se tradujo en un sistema de transcripcion/traduccion acoplado de lisado de reticulocitos
de conejo (Promega) en presencia de [*°S]-metionina y los productos de reaccidn se separaron mediante SDS-
PAGE y se cuantificaron usando el analisis de Phosphorlmager. El nivel de supresion de la mutacion se calculd
como la proporcion relativa del producto de 35 kDa sobre la proteina total (la suma de 35 kDa y 25 kDa) y el nivel de
traduccioén se calculé como la proporcion relativa de la proteina total en cada concentracion de compuesto ensayo
sobre la proteina total sin la presencia de los compuestos ensayados.

Las actividades de supresion de la mutacion de la paromomicina y la gentamicina se midieron y se usaron como
referencia para la actividad de los compuestos que se presentan en el presente documento. Las concentraciones
ensayadas de paromomicina fueron de 0, 5, 10, 20, 30 y 40 yg/ml, las concentraciones ensayadas de gentamicina
fueron de 0, 5, 10, 20 y 30 uyg/ml y las concentraciones ensayadas de los Compuestos 1-9 se estaban en el intervalo
de 0-160 pg/ml. Las concentraciones a las que se observaron los niveles de supresion maxima se proporcionan en
la Tabla 18 a continuacion.

Usando métodos similares para los ensayos y el andlisis, se ensayan compuestos que presentan un grupo N1-AHB

como se ha presentado anteriormente en el presente documento para determinar la actividad de supresién de la
mutacion.
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La Tabla 18 presenta la supresion de mutacion in-vitro maxima y los niveles de traduccion de la mutacion R3X, junto
con los valores de CIM medidos para los Compuestos 1-9. Los resultados de la Tabla 18 se presentan como
promedios de al menos tres experimentos independientes.

Tabla 18

o , CIM [ug mI™"]

Compuesto Conc. [ug ml”] Nivel de sup. [%] Nivel de trad. [%]
E. coli B. Subtilis

Paromomicina 40 49+6 40+ 13 12 8
Gentamicina 30 49+ 4 40+ 9 4 <0,5
Paromamina (Compuesto 1) 80 6,2+0,2 74 + 15 512 128
Compuesto 2 80 1,3+0,1 100+ 10 256 64
Compuesto 3 80 21+3 72+6 >512 48
Compuesto 4 80 1,5+0,1 74 +7 256 96
Compuesto 5 80 44+2 75+9 >512 192
Compuesto 6 160 <1 82+8 >512 >512
Compuesto 7 80 29+2 98 + 10 192 48
Compuesto 8 80 20+2 717 192 48
Compuesto 9 80 <1 22+2 96 48

Como puede verse en la Tabla 18, la eliminacién de un anillo cualquiera que esté presente en la paromomicina, a
saber, el anillo IV como en el caso del Compuesto 2, o dos anillos que estén presentes en la paromomicina, a saber,
los anillos de 11l y IV como en el caso del Compuesto 1, disminuye dramaticamente su actividad de ultralectura in
vitro desde una supresion del 49 % a una del 1,6 % (Compuesto 2) y del 6,2 % (Compuesto 1). Estos datos solos
indican que el anillo IV de la paromomicina es critico para su correcto reconocimiento del sitio A de mamifero y para
su posterior actividad de ultralectura. El nivel de supresion de sustancialmente mas alto del Compuesto 1 (6,2 %) en
comparacion con el del Compuesto 2 (1,6 %) implica que el Compuesto 1 (paromamina) representa el motivo
estructural minimo de la paromomicina que es reconocido preferentemente por los ribosomas de mamiferos y tiene
una actividad de supresion significativa.

Como se concluye adicionalmente de la Tabla 18, la conexidon del anillo de ribosa sencillo al armazén de
paromamina ya sea en la posicién C6, como en el Compuesto 4, o en la posicién C3' como en el Compuesto 6, junto
con la adicién de una amina adicional como en el Compuesto 8, o la dimerizacién de la paromamina como en el
Compuesto 9, proporcionaron niveles de supresién menores que el de paromamina por si misma.

Los resultados mas importantes, sin embargo, se observaron cuando, en lugar de la ribosa sencilla, se uni6 la 5-
amino ribosa (ribosamina) al resto de paromamina en diferentes posiciones. Como también puede verse en la Tabla
18, los niveles observados de supresion de la mutacion de los Compuestos 3, 5 y 7 fueron mas altos que los
correspondientes compuestos que contenian el anillo de ribosa sencillo en la misma posicién, a saber, los
Compuestos de 2, 4 y 6, respectivamente. Ademas, en la serie de los Compuestos 3, 5 y 7, se observd una
influencia particular de la posicion de la ribosamina en el armazon de paromamina que era C5 (Compuesto 3) >> C6
(Compuesto 5) >C3' (Compuesto 7), lo que indica que la conservacion de la estructura del nucleo de
pseudotrisacarido de la paromomicina parental (anillos I-1ll) en el Compuesto 3 es importante para una eficiente
actividad de ultralectura.

Los datos de supresion de la mutacién de los Compuestos 1-9 muestran que, aunque en la serie de los Compuestos
2-7, un mayor numero de grupos amino en cada par conduce a la mejora de la actividad de ultralectura, los datos
obtenidos con el Compuesto 8 y el Compuesto 9 indican que simplemente aumentar el numero de grupos amino en
el armazoén de paromamina no siempre conduce a un aumento de la actividad de ultralectura, a pesar de que es
probable que la afinidad de unién de estos analogos a ambos ARNr procariota y eucariota aumente [36, 85]. Sin
embargo, el nivel de supresién observado 13 veces mayor del Compuesto 3 en comparacion con el del Compuesto
de ribosa correspondiente 2, y la actividad mas de 3 veces mayor en comparacion con la del Compuesto 1, indican
que la presencia del grupo C5"-NH. en el Compuesto 3 es responsable de su elevada actividad de ultralectura.

Las Figuras 3a-d presentan los resultados de los ensayos de supresion y traduccion de la mutacion in vitro medidos
para el Compuesto de ejemplo 3 y la paromomicina, mediante la expresion de una construccion indicadora basada
en un plasmido que contiene una mutacién de parada sin sentido TGA C entre un polipéptido de 25 kDa que codifica
el marco de lectura abierto (ORF) y un polipéptido de 10 kDa que codifica el ORF, en presencia de los compuestos
ensayados y [35S]-metionina, muestran los productos de reaccion separadas por SDS-PAGE y cuantificados usando
un Phosphorlmager para el Compuesto 3 (Figura 3a) y paromomicina (Figura 3c), y muestran graficas comparativas
en las que los valores de supresion de la mutacion (que se muestran como puntos negros) y los valores de
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traduccion (que se muestran como puntos blancos), calculados como la proporcién relativa de la proteina total en
cada concentracion de los compuestos ensayados sobre la proteina total expresada en ausencia de los mismos,
medidos por triplicado para el Compuesto 3 (Figura 3b) y para la paromomicina (Figura 3d).

Como puede verse en la Tabla 18 y en las Figuras 3a-d, ademas de su muy significativa actividad de ultralectura, el
Compuesto 3 también conservé un nivel de traduccion aproximadamente dos veces mayor (aproximadamente del
80 %, véase también la Tabla 18) que la paromomicina (aproximadamente del 40 %) o la gentamicina
(aproximadamente del 40 %), a las concentraciones en las que cada compuesto ensayado alcanzo la tasa de
supresion maxima. Una reduccién de este tipo en la inhibicién de la traduccién por el Compuesto 3 podria
interpretarse como una toxicidad reducida del Compuesto 3 con respecto a la de la paromomicina parental o los
compuestos de gentamicina. Por tanto, aunque a las concentraciones anteriores la tasa de supresion inducida por
paromomicina es mayor que la del Compuesto 3, la cantidad de proteina total producida en el caso del Compuesto 3
€s mayor.

Supresion de la mutacién inducida por antibiéticos aminoglucésidos ex vivo:

Al reducir adicionalmente la presente invencion a la practica, se razoné que la potenciacién de la produccion de
proteinas mostrada por el Compuesto 3, incluso a la tasa de supresion observada, en principio, podria aumentar la
eficacia de la supresion de las mutaciones sin sentido inducida por farmacos en sistemas celulares de mamiferos,
mediante el aumento de la cantidad total de proteinas funcionales producidas a partir de genes que contiene
codones sin sentido. Estudios recientes sobre la produccion potenciada de proteinas funcionales a partir de genes
que contienen codones sin sentido por agentes de activacion del promotor apoyan esta suposicion [33]. Para
ensayar esta posibilidad, el Compuesto 3 junto con la paromomicina y la gentamicina, se evaluaron para determinar
la actividad de ultralectura del codén de parada UGA C en células cultivadas usando un sistema indicador dual de
luciferasa.

La supresion de mutaciones sin sentido por los Compuestos 1-9 se ensay6 ex vivo usando un plasmido indicador
dual de luciferasa [86]. El plasmido p2LUC que alberga de la mutacion UGAC se transfecté a células COS-7 con
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y se realizd la adiciéon de compuestos ensayados después de 15 horas. Se
determind la actividad de la luciferasa después de 24 horas de incubacion, usando el Sistema de Ensayo Indicador
de Luciferasa Dual (Promega) y la ultralectura del codén de parada se calculé como se ha descrito anteriormente.

Usando métodos similares para los ensayos y analisis, se ensayan compuestos que presentan un grupo N1-AHB
como se ha presentado anteriormente en el presente documento para determinar la actividad de supresién de la
mutacién ex-vivo.

La Figura 4 presenta la supresion ex vivo de una mutacion sin sentido mostrada por el Compuesto de ejemplo 3, la
paromomicina y la gentamicina, usando el plasmido p2Luc que contiene una mutacion sin sentido TGA C en un
polienlazador entre los genes de luciferasa de renilla y de luciferasa de luciérnaga expresados en células COS-7,
que muestra los niveles de supresion calculadas como promedios de tres experimentos independientes o mas para
cada compuesto ensayado a diferentes concentraciones.

Como puede verse en la Figura 4, la actividad del Compuesto 3 es superior a la de la paromomicina y la gentamicina
en todas las concentraciones ensayadas. En los compuestos ensayados, la actividad de ultralectura inducida
aumento con el aumento de la concentracion del compuesto ensayado, pero este aumento fue mas significativo en
el caso del Compuesto 3 que en los otros dos farmacos utilizados clinicamente. Como puede verse adicionalmente
en la Figura 4, la gentamicina, que es actualmente el Unico aminoglucésido clinicamente relevante que demostré
que tiene la capacidad de suprimir las mutaciones sin sentido en los pacientes, fue menos eficiente que la
paromomicina o el Compuesto 3. Una eficacia de ultralectura aumentada de este tipo del Compuesto 3 con respecto
a la de la paromomicina y la gentamicina es causada muy probablemente debido a su menor toxicidad con respecto
a las células cultivadas.

Actividad antibacteriana:

Con el fin de comparar la actividad de ultralectura de codén de parada inducida por aminoglucésidos observada en
células de mamifero con la actividad antibacteriana de los mismos, los Compuestos 1-9 se investigaron
adicionalmente como agentes antibacterianos tanto contra bacterias gramnegativas (E. coli) como contra bacterias
grampositivas (Bacillus subtilis) y se determinaron los valores de concentracion inhibitoria minima (CIM) usando un
ensayo de microdilucién con paromomicina y gentamicina como controles, y los resultados se presentan en la Tabla
18 anteriormente en el presente documento.

Las cepas bacterianas utilizadas fueron Escherichia coli ATCC 25922 y Bacillus subtilis ATCC 6633. Los valores de
CIM se determinaron usando el método de microdilucion doble de acuerdo con el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) de los EE.UU. [87] con dos concentraciones de partida diferentes de los compuestos
ensayados, 384 ug/mly 512 pug/ml. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados analogos se
obtuvieron en dos a cuatro experimentos diferentes.
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Usando métodos similares para los ensayos y analisis, se ensayan compuestos que presentan un grupo N1-AHB
como se ha presentado anteriormente en el presente documento para determinar la actividad antimicrobiana.

Como puede deducirse a partir de los valores de CIM presentados en la Tabla 18, la actividad antibacteriana de
todos los compuestos que se presentan en el presente documento es notablemente menor que la del compuesto
parental paromomicina por un factor que varia de 8 a 43 en E. coliy de 6 a 64 en B. subtilis, mientras que la
gentamicina y paromomicina presentaron una excelente actividad antibacteriana contra las dos cepas bacterianas.

Mas importante aun, la actividad antibacteriana considerablemente menor del Compuesto 3 en comparacion con la
de la paromomicina indica que la selectividad del Compuestos 3 para las células eucariotas es muy superior a la de
la paromomicina parental. Por tanto, la incapacidad observada del Compuestos 3 para mostrar actividad
antibacteriana significativa debe interpretarse como un resultado positivo en el sentido de la aplicabilidad general de
la estrategia esbozada en el presente documento para el disefio de nuevas variantes de aminoglucésidos que
puedan actuar selectivamente sobre el ribosoma de mamiferos y provoguen una supresion del codén de parada
eficiente sin alterar el equilibrio de la biota GI o aumentar la aparicidon de resistencia a antibioticos.

Citotoxicidad en sistema de mamifero:

Para confirmar adicionalmente la toxicidad reducida del Compuesto 3 con referencia a los aminoglucésidos
disponibles en el mercado y utilizados clinicamente, se realizé una serie de ensayos de toxicidad celular usando tres
estirpes celulares derivadas de rifion de, es decir, HEK-293 (rifidn embrionario humano), COS-7 (rifion de mono) y
MDCK (rifidén canino), como se describe a continuacion en el presente documento.

Se cultivaron HEK-293, COS-7 o MDCK en placas de 96 pocillos (5000 células/pocillo) en medio DMEM que
contenia FBS al 10 %, penicilina/estreptomicina al 1 % y glutamina al 1 % (Biological Industries) a 37 °C y 5 % de
CO, durante la noche. Después de 1 dia se cambid el medio por medio sin estreptomicina y se afiadieron diferentes
concentraciones de los compuestos ensayados. Después de 48 horas se realizé un ensayo de proliferacion celular
(ensayo colorimétrico basado en XTT, Biological Industries), usando el protocolo de incubacién de 5 horas, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La densidad 6ptica (DO) se ley6 usando un lector de placas de ELISA.
La viabilidad celular se calculé como la relacion entre el nUmero de células vivas en cultivos cultivados en presencia
de los compuestos ensayados, frente a los correspondientes cultivos celulares que se cultivaron sin los compuestos
ensayados. La concentracion de la dosis letal semimaxima para las células (CLsp) se obtuvo a partir de curvas de
concentracion-respuesta ajustadas a los datos de al menos dos experimentos independientes, usando el software
Grafit 5 [R.J. Leatherbarrow, Erithacus Software Ltd., Horley, Reino Unido 2001] (véase la Tabla 19 a continuacion).

Usando métodos similares para los ensayos y analisis, se ensayan compuestos que presentan un grupo N1-HBA
como se ha presentado anteriormente en el presente documento para determinar la citotoxicidad.

Tabla 19
Compuesto Valores de LCso para la estirpe celular (mg/ml)
HEK293 COS-7 MDCK
gentamicina 0,70 £ 0,08 0,49 + 0,06 0,51 +0,07
paromomicina 0,77 + 0,14 0,90 + 0,10 1,00 £ 0,06
Compuesto 3 4,82 +0,92 7,03 +1,85 7,53 +1,21

Como puede verse en la Tabla 19, los valores de CLsp obtenidos para el Compuesto 3 fueron de 6 veces a 15 veces
mayores que los valores de CLsp obtenidos para los aminoglucésidos gentamicina y paromomicina clinicamente
utilizados, segun se ensayo en las tres estirpes celulares.

En resumen, los derivados de paromamina, Compuestos 2-9, sintetizados y ensayados por los presentes inventores,
proporcionan un estudio sistematico de los aminoglucésidos de sintesis para la supresion de codones de parada
prematura en sistemas de traduccion de mamiferos tanto in vifro como ex vivo. La paromamina (Compuesto 1) se
identifico como el motivo estructural minimo del farmaco clinicamente importante paromomicina y se usé como un
armazoén para la construcciéon de diversas estructuras como inductores de ultralectura de codones de parada
potenciales. Estos compuestos mostraron una actividad de ultralectura de codones de parada significativamente
mayor y una menor toxicidad en comparacion con la de la paromomicina parental en células cultivadas. En las
células COS-7 la actividad de estos compuestos también fue mayor que la de la gentamicina, el Unico
aminoglucésido que hasta la fecha se ha demostrado que tiene la capacidad de suprimir las mutaciones sin sentido
en los pacientes. Los ensayos antibacterianos contra cepas bacterianas tanto Gramnegativas como Grampositivas
indican que estos compuestos son altamente selectivos en su accién en las células eucariotas.

Basandose en los resultados experimentales presentados anteriormente en el presente documento, puede
observarse que la actividad inductora de la ultralectura de la mutacion de los compuestos de acuerdo con las

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2594343 T3

presentes realizaciones mejora notablemente seguin se mide ex vivo en células de mamiferos y en comparacion con
la actividad de ultralectura de aminoglucésidos disponibles en el mercado y utilizados clinicamente. Por otra parte, la
reduccion de la toxicidad de los compuestos que se presentan en el presente documento, combinada con su
actividad de supresion de mutaciones sin sentido hace que el uso de los mismos sea muy ventajoso en comparacion
con los aminoglucdsidos disponibles en el mercado y utilizados clinicamente, ya que se espera que vayan
acompafados de menos efectos secundarios y menos importantes. Estas observaciones demuestran claramente
que los compuestos que se presentan en el presente documento pueden considerarse como un agente terapéutico
nuevo potencial para el tratamiento de trastornos genéticos causados por mutaciones de truncamiento.

En conjunto, estos resultados indican que los compuestos que se presentan en el presente documento podrian
representar una alternativa a la gentamicina y la paromomicina para la terapia de supresion de la mutacion,
proporcionando de este modo una nueva direccién para el desarrollo de moléculas pequefias nuevas a base de
aminoglucosidos que se dirijan a las células de mamiferos selectivamente por medio de la optimizacion de la
eficiencia de la supresion inducida por aminoglucésidos de mutaciones de parada prematura.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que, por claridad, se describen en el contexto de realizaciones
separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion. A la inversa, diversas
caracteristicas de la invencion, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica realizacién, también
pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.

Ademas, la cita o la identificaciéon de cualquier referencia en la presente solicitud no debera interpretarse como una
admision de que dicha referencia esta disponible como técnica anterior a la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene una Férmula general I:

Férmula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la que:

cada uno de Ry, Rz y Rs es independientemente un resto monosacarido, haluro, hidroxilo, amina o un resto
oligosacarido,

X es oxigeno o azufre;

R4 es (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB);

Rs es hidroxilo;

Y es hidrégeno o alquilo; y

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S,

y en la que al menos uno de R4, Rz y R3 es un resto monosacarido que tiene la Féormula general Il

3||:__ _:
R7 Rs
Férmula ll

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y
cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina.

2. Un proceso de preparacion del compuesto de la reivindicacion 1, en el que:
cuando R es dicho resto monosacarido y cada uno de Rz y Rs es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Formula general lll:

Formula I
en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno o alquilo;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs es un resto AHB, dicho resto AHB comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo
protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo y al
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menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno dichos grupos protectores hidroxilo y dichos grupos protectores amina, obteniendo de
esta manera el compuesto,

cuando R; es dicho resto monosacarido y cada uno de R+ y Rs es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Férmula general 1V:

Formula IV

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno o alquilo;

cada uno de T4- T4 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs es un resto AHB, dicho resto AHB comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo
protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo y al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno dichos grupos protectores hidroxilo y dichos grupos protectores amina, obteniendo de
esta manera el compuesto,

y cuando R3 es dicho resto monosacarido y cada uno de R y Rz es hidroxilo, comprendiendo el proceso:
(a) acoplar un compuesto que tiene la Formula general V:

T 1/0 6:“\\ ‘““w\\/

Férmula V

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;

Y es hidrégeno o alquilo;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;

cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;

Qs es un resto AHB, dicho resto AHB comprende al menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo
protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo y al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno dichos grupos protectores hidroxilo y dichos grupos protectores amina, obteniendo de
esta manera el compuesto.
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3. Un compuesto que tiene una Férmula general [:

NH,
X HN—R,
Rs R3
Férmula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la que:

cada uno de Ry, Rz y Rs es independientemente un resto monosacarido, hidroxilo, amina o un resto
oligosacarido,

X es oxigeno o azufre;

R4 es hidrégeno;

Rs es hidroxilo;

Y es hidrégeno;

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S,

y en la que al menos uno de R4, Rz y R3 es un resto monosacarido que tiene la Férmula general Il

Formula Il

en la que:
la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y

cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina;
con la condicién de que el compuesto no se seleccione entre el grupo que consiste en

OH HO—\ o -
: HO
HO O HO .
HO NH HN NHzNH
HaN 2 QN2
0 NH HO
S N

[e]
HO o OH HO o

HO OM y OH OH

4. Un proceso de preparacion del compuesto de la reivindicacion 3, en el que:
cuando R es dicho resto monosacarido y cada uno de Rz y Rs es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Formula general lll:
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Tz
Férmula lll

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;
Y es hidrégeno;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;
cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;
Q3 es un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y
(b) eliminar cada uno dichos grupos protectores hidroxilo y dichos grupos protectores amina, obteniendo de
esta manera el compuesto,

cuando R; es dicho resto monosacarido y cada uno de R+ y Rs es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Férmula general 1V:

Foérmula IV

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;
Y es hidrégeno;

cada uno de T4-T4 es independientemente un grupo protector hidroxilo;
cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;
Q3 es un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y
(b) eliminar cada uno dichos grupos protectores hidroxilo y dichos grupos protectores amina, obteniendo de
esta manera el compuesto,

y cuando R3 es dicho resto monosacarido y cada uno de R y Rz es hidroxilo, comprendiendo el proceso:

(a) acoplar un compuesto que tiene la Formula general V:
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T gy

Formula V
en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S;
Y es hidrégeno;

cada uno de T4-T2 es independientemente un grupo protector hidroxilo;
cada uno de Q1 y Q2 es independientemente un grupo protector amina;
Q3 es un grupo protector amina; y

X es oxigeno o azufre,

con un derivado de un monosacarido que tiene un grupo saliente unido en la posicion 1" del mismo vy al
menos uno de un grupo protector hidroxilo y un grupo protector amino; y

(b) eliminar cada uno dichos grupos protectores hidroxilo y dichos grupos protectores amina, obteniendo de
esta manera el compuesto.

5. Un compuesto que tiene una Férmula general [:

Férmula |

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en la que:

cada uno de Ry, Rz y Rs es independientemente un resto monosacarido, haluro, hidroxilo, amina o un resto
oligosacarido,

X es oxigeno o azufre;

R4 es hidrégeno o (S)-4-amino-2-hidroxibutirilo (AHB);

Rs es hidroxilo o amina;

Y es alquilo;

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S, y en la que al menos uno de Ry, R2 y Rz es
un resto monosacarido que tiene la Féormula general Il

R 2
6, 5" o O
1"
3"z H
R; Rg
Férmula Il

en la que:

la linea discontinua indica una configuracion R o una configuracion S; y
cada uno de Rs, R7 y Rs se selecciona independientemente entre el grupo que consiste en hidroxilo y amina.

6. El compuesto de la reivindicacion 5, en el que Rs es hidroxilo.
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7. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 5 o0 6, en el que R4 es AHB.
8. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1,305a 7.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 8, que se envasa en un material de envasado y se identifica en
la impresion, en o sobre dicho material de envasado, para su uso en el tratamiento de un trastorno genético.
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Figura 3
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