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DESCRIPCION
Método para la sintesis de acidos nucleicos modificados en el atomo de fésforo
Campo de la invencién

En el presente documento se describen métodos de sintesis de acidos nucleicos modificados en el atomo de fosforo
que comprenden restos de X-fosfonato quirales. Los métodos descritos en el presente documento proporcionan
acidos nucleicos modificados en el esqueleto con una alta pureza diaestereomérica mediante una reaccién
asimétrica de una molécula aquiral que comprende un resto de H-fosfonato quimicamente estable con un
nucleoésido/nucleétido.

Antecedentes de la invencion

Los oligonucleétidos son utiles en aplicaciones terapéuticas, de diagnéstico, de investigacion y nuevas aplicaciones
y en nanomateriales. El uso de secuencias naturales de ADN o ARN esta limitado por su estabilidad a las nucleasas.
Adicionalmente, estudios in vitro han mostrado que las propiedades de nucleétidos antisentido tales como afinidad
de unioén, unién especifica de secuencia al ARN complementario, estabilidad a nucleasas, estan afectados por las
configuraciones de los atomos de fosforo. Por tanto, hay una necesidad en el campo de métodos de produccion de
oligonucleétidos que sean estereocontrolados en el fosforo y presenten estabilidad deseada a la degradacién,
mientras que retienen la afinidad por secuencias de ADN/ARN complementario exégeno o endégeno. Existe la
necesidad de que estos compuestos sean facilmente sintetizados sobre soporte sélido o en solucién, y de permitir
un amplio intervalo de modificaciones sintéticas en los azlcares o nucleobases del oligonucleétido.

En el presente documento se describen sintesis estereocontroladas de acidos nucleicos poliméricos y oligoméricos
modificados en el atomo de fosforo, que en algunas realizaciones, se realiza sobre soporte solido.

Sumario de la invencion

Se describe un método para una sintesis de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral, que
comprende hacer reaccionar una molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral y un nucledsido que
comprende un resto 5-OH para formar un producto intermedio condensado; y convertir el producto intermedio
condensado en el acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral.

En algunas realizaciones, el método en el que la etapa de hacer reaccionar la molécula que comprende un resto de
H-fosfonato aquiral y el nucleésido que comprende un resto 5'-OH para formar un producto intermedio condensado
es una reaccion de una sola etapa.

En algunas realizaciones, el método proporciona un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de

féormula 1.
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Férmula 1

En algunas realizaciones del compuesto de formula 1, R' es -OH, -SH, -NR9RY, -Ns, halégeno, hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(0O)(R®)2, - HP(O)(R®), -OR? o0 -SR°.
Y' es O, NRY, S o Se. R? es un resto de bloqueo. R® es un grupo de bloqueo. Cada caso de RY es
independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o -
HP(O)(R®). Cada caso de Re® es independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-
Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y2-, 0 un cation que es Na*', Li*' o K*'. Y2 es O, NR? 0 S. Cada caso de R? es
independientemente hidrégeno, -OH, -SH, -NRYR¢, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-,
alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR" o -SR®, en el que R°® es un resto de bloqueo. Cada caso de Ba es
independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o nucleobase
modificada. Cada caso de X es independientemente alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NR'R', alqueniloxi,
alquiniloxi, alqueniltio, alquiniltio, -S-Z*, -Se"Z* o -BH3Z*. Cada caso de R es independientemente hidrégeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo o arilo. Z* es ibn amonio, idn alquilamonio, i6n imino heteroaromético o i6n imino heterociclico,
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cualquiera de los cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z es un i6n metalico monovalente. R® es
hidrégeno, un grupo de bloqueo, un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace conectado a
un acido nucleico; y n es un numero entero de 1 a aproximadamente 200.

En algunas realizaciones del método, cada resto de X-fosfonato del compuesto de férmula 1 tiene mas del 98 % de
pureza diaestereomérica como se ha determinado por espectroscopia de RMN 3'P o HPLC de fase inversa. En
algunas realizaciones del método, cada resto de X-fosfonato tiene una configuracion Rp. En otras realizaciones del
método, cada resto de X-fosfonato tiene una configuracién Sp. En otras realizaciones del método, cada X-fosfonato
tiene independientemente una configuracién Rp o una configuracion Se.

En realizaciones adicionales del método, la molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral es un
compuesto de formula 2.

2
Oy O R
P .
H™ YO z

Férmula 2

En la formula 2, R" es -NRYRY, -Ns, halégeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), -OR? 0 -SR°. Y' es O, NR¢, S 0 Se. R? es un resto de bloqueo. R®
es un grupo de blogueo. Cada caso de RY es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo,
sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®). Cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo,
alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y2-. Y2 es O, NR? 0 S. R? es hidrogeno, -
NR9RY, N3, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -ORP o -
SR¢, en el que RP es un resto de blogqueo. Ba es una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina,
uracilo o nucleobase modificada. Z* es i6n amonio, i6n alquilamonio, i6n imino heteroaromatico o ién imino
heterociclico, cualquiera de los cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o un i6n metalico
monovalente.

En algunas realizaciones del método, el método comprende ademas un reactivo quiral. En aun otras realizaciones
del método, el reactivo quiral es un compuesto de formula 3.

H— W1 WZ—H

.ul//,, 1
G G2
Férmula 3

G4

W1 y W2 son independientemente -NG®-, -O- o -S-. G', G2, G%, G* y G® son independientemente hidrogeno, alquilo,
aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, hetarilo o arilo, o dos de G', G2, G3, G* y G® son G® que
tomados conjuntamente forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene
heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no
condensado, y en el que no mas de cuatro de G', G?, G%, G*y G® son G°©.

En algunas realizaciones del método, el nucledsido que comprende un resto 5'-OH es un compuesto de férmula 4.

a
R2
Do
o a
A
Y

Férmula 4

Cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -NRYRY, N3, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-,
alquenil-Y'-, alquinil-Y-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® 0 -SR¢, en el que R° es un resto de bloqueo. Y' es O, NR¢, S o
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Se. R°¢ es un grupo de blogueo. Cada caso de R® es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®). Cada caso de R® es independientemente alquilo,
arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y?- o heteroaril-Y2-. Y2 es O, NRY 0 S. Cada caso de
Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o nucleobase
modificada. m es un nimero entero de 0 a n-1. n es un nimero entero de 1 a aproximadamente 200. Oa esta
conectado a un resto de tritilo, un resto de sililo, un resto de acetilo, un resto de acilo, un resto de arilacilo, un resto
de enlace conectado a un soporte solido o un resto de enlace conectado a un acido nucleico. JesOyD esH, 0 J es
S, Se o0 BH3 y D es un ligando quiral Ci o un resto de férmula A.

N ek
ol K
G® G?
Formula A

En la formula A, W1 y W2 son independientemente NHG®, OH o SH. A es hidrégeno, acilo, arilo, alquilo, aralquilo, o
un resto de sililo. G', G2, G% G* y G® son independientemente hidrégeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G2, G3, G* y G® son G® que tomados conjuntamente
forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene heteroatomo de hasta
aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no condensado, y en el que
no mas de cuatro de G', G2, G3, G*y G® son G.

En aun otras realizaciones del método, el método comprende ademas proporcionar un reactivo de condensacién Cr
por el que la molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral se activa para reaccionar con el reactivo quiral
para formar un producto intermedio quiral.

En realizaciones adicionales del método, el reactivo de condensacion Cr es ArsPL2, (ArO)sPLz,

7 Q
0 725 Q Z
1)k ZZ__g_L Z4— 'SI —L L P L o Z1OW—P—L5_W
Y4 L ° é 3 ? g zZ6 Zg
Crl Cr2 CRr3 Cr4 CRr5 Cgr6

Z', 72, Z8, 74, 25, Z8, Z7, Z8 Z° y Z'° son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico,
cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi, o en los que cualquiera de Z? y
28,725y 75,27y Z8, 28y 2°, Z2°y Z', 0 Z7 y Z8 y Z®, se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o
heterociclico de 3 a 20 miembros. Q- es un contraién, L es un grupo saliente y w es un nimero entero de 0 a 3. Ar es
arilo, heteroarilo, y/o uno del grupo Ar esta unido al soporte de polimero. En algunas realizaciones del método, el
contraion del reactivo de condensaciéon Cr es CI, Br, BF4, PFg, TfO, Tf2N-, AsFe, ClO4 o SbFe, en el Tf es
CF3S0z. En oftras realizaciones del método, el grupo saliente del reactivo de condensacion Cr es F, Cl, Br, I, 3-nitro-
1,2,4-triazol, imidazol, alquiltriazol, tetrazol, pentafluorobenceno o 1-hidroxibenzotriazol.

En algunas realizaciones del método, el reactivo de condensacién es fosgeno, cloroformiato de triclorometilo,
bis(triclorometil)carbonato  (BTC), cloruro de oxalilo, PhsPCl2, (PhO)sPCl2, cloruro N,N-bis(2-oxo-3-

oxazolidinil)fosfinico (BopCl), hexafluorofosfato de 1,3-dimetil-2-(3-nitro-1,2,4-triazol-1-il)-2-pirrolidin-1-il-1,3,2-
diazafosfolidinio (MNTP) o hexafluorofosfato de 3-nitro-1,2,4-triazol-1-il-tris(pirrolidin-1-il)fosfonio (PyNTP).

9 PFe Q 3 NO, L9 P
PP L 0Fa” A

BopCl MNTP PyNTF' BTC PhaPCl

En otra realizacion del método, el método comprende ademas proporcionar un reactivo de activacion Ar. En una
realizacion, el reactivo de activacion Ar es
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en el que Z'", Z'2, Z'3, 714, Z7'5, 718, 717, Z'8, 78, 720 y Z?' son independientemente hidrogeno, alquilo, aminoalquilo,
cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi, o en
el que cualquiera de ZM y 212, 7N y 213, 7N y ZM, 712 y 213, 712 y Z14, 713 y Z14, 715 y 216, 715 y Z17, 716 y Z17, 718 y
Z'°, 0 Z% y 72!, se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 20 miembros, o para
formar un anillo aromatico de 5 o 20 miembros; y Q" es un contraion. En una realizacion, el contraiéon del reactivo de
activacion Ar es CI, Br, BF4, PFe, TfO-, T2N-, AsFs", ClO4 0 SbFe, en el que Tf es CF3SO2. En una realizacion, el
reactivo de activaciéon Ar es imidazol, 4,5-dicianoimidazol (DCI), 4,5-dicloroimidazol, triflato de 1-fenilimidazolio
(PhIMT), triflato de bencimidazolio (BIT), benzotriazol, 3-nitro-1,2,4-triazol (NT), tetrazol, 5-etiltiotetrazol, 5-(4-
nitrofenil)tetrazol, triflato de N-cianometilpirrolidinio (CMPT), triflato de N-cianometilpiperidinio, triflato de N-
cianometildimetilamonio. En otra realizacion, el reactivo de activacion Ar es 4,5-dicianoimidazol (DCI), triflato de 1-
fenilimidazolio (PhIMT), triflato de bencimidazolio (BIT), 3-nitro-1,2,4-triazol (NT), tetrazol o triflato de N-
cianometilpirrolidinio (CMPT).

- 0 N
& TO HN K N NG, . (C
Phan” S Hu’ NH
N N / C 7
oel PhIMT BIT NT ovPT

En una realizacion, el reactivo de activacion Ar es triflato de N-cianometilpirrolidinio (CMPT).

En algunas realizaciones del método, la reaccién se realiza en un disolvente organico aprotico. En otras
realizaciones del método, el disolvente es acetonitrilo, piridina, tetrahidrofurano o diclorometano. En otras
realizaciones del método, cuando el disolvente organico aprético no es basico, esta presente una base en la etapa
de reaccion. En algunas realizaciones del método, la base es piridina, quinolina o N,N-dimetilanilina. En algunas
realizaciones del método, la base es

NC Z3o
N
Zyz

en la que Z2 y Z% son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi, o en la que cualquiera de Z?? y Z® se toman
conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 10 miembros. En algunas realizaciones del
método, la base es N-cianometilpirrolidina. En algunas realizaciones del método, el disolvente organico aprotico
es anhidro. En otras realizaciones del método, el disolvente organico aprético anhidro se acaba de destilar. En
aun otras realizaciones del método, el disolvente organico aprético anhidro que se acaba de destilar es piridina.
En otra realizacion del método, el disolvente organico aprético anhidro que se acaba de destilar es acetonitrilo.

En algunas realizaciones del método, la etapa de convertir el producto intermedio condensado en un compuesto de
férmula 1 comprende: modificar el producto intermedio condensado para producir un compuesto de férmula 5.

R a
RZ

s
ll\ WEP""‘ a
W1))\""'G1
G4 3’G:i G2 R2 v
Férmula 5

En la formula 5, R es -NR9R¢, -N3, halégeno, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), -OR? 0 -SR°. Y' es O, NRY, S 0 Se. R? es un resto de bloqueo. R®
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es un grupo de blogueo. Cada caso de RY es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo,
sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®). Cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo,
alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y?- o heteroaril-Y?-. Y2 es O, NR? 0 S. Cada caso de R?
es independientemente hidrégeno, -NRIR¢, N3, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® o -SR°, en el que R® es un resto de bloqueo. Cada caso de Ba es
independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo, o nucleobase
modificada. Cada caso de J es S, Se o BHs. v es un numero entero de 1. Oa esta conectado a un resto de enlace
conectado a un soporte solido o un resto de enlace conectado a un acido nucleico. A es un resto de acilo, arilo,
alquilo, aralquilo o de sililo. G', G2, G3, G* y G® son independientemente hidrégeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G?, G3, G* y G® son G® que tomados conjuntamente
forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene heteroatomo de hasta
aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no condensado, y en el que
no mas de cuatro de G', G2, G3, G*y G® son G°.

En algunas realizaciones del método, la etapa de convertir el producto intermedio condensado en un compuesto de
férmula 1 comprende: terminar el producto intermedio condensado y modificar el producto intermedio condensado
terminado para producir un compuesto de formula 5.

J\\Plo
oW :
W, e}
G? 2
Gt 6 RT 1y
Férmula 5

En la formula 5, R es -NR9R¢, -N3, halégeno, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), -OR? 0 -SR°. Y' es O, NRY, S 0 Se. R? es un resto de bloqueo. R®
es un grupo de blogueo. Cada caso de RY es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo,
sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®). Cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo,
alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y2-. Y2 es O, NR? 0 S. Cada caso de R?
es independientemente hidrégeno, -NRYR¢?, N3, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® o -SR°, en el que R® es un resto de bloqueo. Cada caso de Ba es
independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o nucleobase
modificada. Cada caso de J es S, Se o BHs. v es un niumero entero de 2 a n-1. Oa esta conectado a un resto de
enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace conectado a un acido nucleico. A es un resto de acilo,
arilo, alquilo, aralquilo o de sililo. G', G2, G3, G* y G® son independientemente hidrogeno, alquilo, aralquilo,
cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G?, G3, G* y G® son G® que tomados
conjuntamente forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene
heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no
condensado, y en el que no mas de cuatro de G', G2, G%, G* y G® son G¢.

En algunas realizaciones del método, el método comprende ademas las etapas de: (a) desbloquear R' del
compuesto de formula 5 para producir un compuesto de formula 4 en la que m es al menos 1, Jes S, Seo BHz y D
es un resto de formula A; (b) hacer reaccionar el compuesto de formula 4 usando el método de la reivindicacién 10
en la que la etapa de convertir el producto intermedio condensado comprende terminar el producto intermedio
condensado y modificar el producto intermedio condensado terminado para producir un compuesto de féormula 5 en
la que v es mayor de 2 y menor de aproximadamente 200; y (c) opcionalmente repetir las etapas (a) y (b) para
formar un compuesto de formula 5 en la que v es mayor de 3 y menor de aproximadamente 200.

En otras realizaciones del método, el método comprende ademas la etapa de convertir el compuesto de férmula 5 en
el compuesto de formula 1 en la que cada resto Ba no esta bloqueado. R' es -OH, -SH, - NRYR¢, -Ns, halégeno,
hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -
HP(0)(R®), -OR? 0 -SRe°. Y' es O, NRY, S 0 Se. R? es un resto de bloqueo. R° es un grupo de blogueo. Cada caso de
RY es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato, -P(0O)(R®)2
o -HP(O)(R®). Cada caso de R® es independientemente hidrogeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-,
alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y2-, 0 un cation que es Na*'!, Li*' o K*'. Y2 es O, NR% 0 S. Cada caso de
R? es independientemente hidrogeno, -OH, -SH, -NR9RY, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-,
alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® o -SR¢, en el que R® es un resto de bloqueo. R® es H. Cada
caso de X es independientemente -SZ*, -SeZ* o -BHsZ*. Z* es i6n amonio, id6n alquilamonio, i6n imino
heteroaromatico o i6n imino heterociclico, cualquiera de los cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o
Z es un i6bn metalico monovalente.
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En algunas realizaciones del método, la etapa de convertir el producto intermedio condensado en un compuesto de
férmula 1 comprende acidificar el producto intermedio condensado para producir un compuesto de formula 4, en la
que m es al menos uno, J es O, y D es H. En algunas realizaciones del método, el producto intermedio condensado
comprende un resto de formula A'.

Férmula A’

A es hidrogeno y G' y G? son independientemente alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heteroarilo o arilo
y G2, G* y G® son independientemente hidrégeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo,
heteroarilo o arilo, o dos de G', G2, G3, G* y G° son G® que tomados conjuntamente forman un anillo carbociclico
saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos
de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no condensado, y en el que no mas de cuatro de G', G?, G8,
G*y G®son G8.

En algunas realizaciones del método, el método comprende ademas: (a) hacer reaccionar el compuesto de formula
4 en la que m es al menos uno, J es O, y D es H, usando el método de la reivindicacion 10 en el que la etapa de
convertir el producto intermedio condensado en un compuesto de férmula 1 comprende acidificar el producto
intermedio condensado para producir un compuesto de formula 4 en la que m es al menos 2 y menor de
aproximadamente 200; J es O, y D es H, y (b) opcionalmente repetir la etapa (a) para producir un compuesto de
féormula 4 en la que m es mayor de 2 y menor de aproximadamente 200.

En algunas realizaciones del método, la acidificacion comprende afadir una cantidad de un acido de Brgnsted o de
Lewis eficaz para convertir el producto intermedio condensado en el compuesto de formula 4 sin eliminar los restos
de purina o pirimidina del producto intermedio condensado. En otras realizaciones del método, la acidificacién
comprende anadir 1 % de acido trifluoroacético en un disolvente organico, 3 % de acido dicloroacético en un
disolvente organico, o 3 % de acido tricloroacético en un disolvente organico. En aun otras realizaciones del método,
la acidificacion comprende ademas afiadir un secuestrante de cationes. En algunas realizaciones del método, el
secuestrante de cationes es trietilsilano o triisopropilsilano.

En algunas realizaciones del método, la etapa de convertir el producto intermedio condensado en un compuesto de
formula 1 comprende ademas desbloquear R' antes de la etapa de acidificar el producto intermedio condensado.

En otras realizaciones del método, el método comprende ademas la etapa de modificar el compuesto de férmula 4
para introducir un resto X produciendo asi un compuesto de formula 1 en la que R® es un grupo de bloqueo o un
resto de enlace conectado a un soporte soélido.

En aun otras realizaciones del método, el método comprende ademas tratar un compuesto modificado con X para
producir un compuesto de formula 1 en la que R' es -OH, -SH, -NR9R9Y, -N3, halégeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), - OR? 0 -SR®. Y' es O,
NRY, S o Se. R? es un resto de bloqueo. R® es un grupo de bloqueo. Cada caso de RY es independientemente
hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o - HP(O)(R®). Cada caso
de Re es independientemente hidrogeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y?-, alquinil-Y2-, aril-Y?-
o heteroaril-Y2-, o un cation que es Na*!, Li*' o0 K*'. Y2 es O, NR? 0 S. Cada caso de R? es independientemente
hidrégeno, -OH, -SH, -NR9IRY, -N3, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-,
heteroaril-Y'-, -ORP 0 -SR¢, en el que R es un resto de bloqueo. Cada resto Ba no esta bloqueado. R® es H. Cada
caso de X es independientemente alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NR'Rf, alqueniloxi, alquiniloxi, alqueniltio,
alquiniltio, -S'Z*, -Se'Z* o -BH3sZ*. Cada caso de R’ es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o
arilo. Z* es i6n amonio, i6n alquilamonio, ién imino heteroaromatico o i6n imino heterociclico, cualquiera de los
cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z es un i6n metalico monovalente. n es mayor de 1 y menor
de aproximadamente 200.

En algunas realizaciones del método, la etapa de modificacidn se realiza usando un agente de boracién, un
electroéfilo de azufre o un electrofilo de selenio.

En algunas realizaciones del método, el electréfilo de azufre es un compuesto que tiene una de las siguientes
férmulas:

Ss (Formula B), Z24-S-S-Z%5 o 7?4-S-X-Z?5.

Z* 'y Z?° son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, 0 Z* y Z?5 se
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toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar sustituido o
sin sustituir; X es SOz, O o NR'; y R es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

En algunas realizaciones del método, el electrofilo de azufre es un compuesto de formula B, C, D, E o F:

NH; Et

A A L L
LR T

FéormulaB FérmulaC FoérmulaD Férmula E Férmula F

En algunas realizaciones del método, el electréfilo de selenio es un compuesto que tiene una de las siguientes
formulas:

Se (Formula G), Z?5-Se-Se-Z%" 0 Z%5-Se-X-Z%7

Z?% 'y 7% son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, o Z%® y Z?" se
toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar sustituido o
sin sustituir; X es SOz, S, O o NRf; y Rf es hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

En algunas realizaciones del método, el electrofilo de selenio es un compuesto de féormula G, H, I, J, Ko L.

€ S\Se P
Pf’r—i—Ph h\Se-S\e NC ée.w
Se KSeCN ILh Ph
FéormulaG FoérmulaH Férmulal Férmula J Férmula K Férmula L

En algunas realizaciones del método, el agente de boracion es borano-N,N-diisopropiletilamina (BHs-DIPEA),
borano-piridina (BH3-Py) borano-2-cloropiridina (BH3-CPy), borano-anilina (BHs-An), borano-tetrahidrofurano
(BH3:THF) o borano-sulfuro de dimetilo (BH3-Me2S).

En algunas realizaciones del método, la etapa de modificacion se realiza usando un reactivo de sililacion, seguido de
un electrofilo de azufre, un electréfilo de selenio, un agente de boraciéon, un agente alquilante, un aldehido o un
agente acilante.

En algunas realizaciones del método, el reactivo de sililacion es clorotrimetilsilano (TMS-CI), cloruro de
triisopropilsililo (TIPS-CI), cloruro de t-butildimetilsillo (TBDMS-CI), cloruro de tbutildifenilsilio (TBDPS-CI),
1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano (HMDS), N-trimetilsilildimetilamina (TMSDMA), N-trimetilsilildietilamina (TMSDEA), N-
trimetilsililacetamida (TMSA), N,O-bis(trimetilsililyacetamida (BSA) o N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA).

En algunas realizaciones del método, el electrofilo de azufre es un compuesto que tiene una de las siguientes
formulas: Ss (Formula B), Z?4-S-S-Z%5 o Z?%-S-X-Z?%, en las que Z* y Z?° son independientemente alquilo,
aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi,
heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, 0 Z?* y Z% se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o
heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar sustituido o sin sustituir; X es SO2, O o NRf; y R es hidrogeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

En algunas realizaciones del método, el electrofilo de azufre es un compuesto de férmula B, C, D, Eo F:

NH, Et
H
I l R Y
H
Ss \& \& f\o 2‘
FéormulaB FoérmulaC Foérmula D Férmula E Férmula F

En algunas realizaciones del método, el electréfilo de selenio es un compuesto que tiene una de las siguientes
formulas: Se (Formula G), Z%-Se-Se-Z%" o Z%-Se-X-Z?7, en las que Z?® y Z%" son independientemente alquilo,
aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi,
heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, 0 Z?® y Z?" se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o
heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar sustituido o sin sustituir; X es SOz, S, O o NR, y R es hidrogeno,
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alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

En algunas realizaciones del método, el electrofilo de selenio es un compuesto de formula G, H, I, J, Ko L:

S

I Se Pn ™\
P—£—Ph Sefe  NC Sese  oN
Se KSeCN I!’h Ph
FéormulaG FoérmulaH Férmulal Férmula J Férmula K Férmula L

En algunas realizaciones del método, el agente de boracion es borano-N,N-diisopropiletilamina (BHs-DIPEA),
borano-piridina (BHs:Py), borano-2-cloropiridina (BHs'CPy), borano-anilina (BHs'An), borano-tetrahidrofurano
(BH3:THF) o borano-sulfuro de dimetilo (BH3-Me2S).

En algunas realizaciones del método, el agente alquilante es un haluro de alquilo, haluro de alquenilo, haluro de
alquinilo, sulfonato de alquilo, sulfonato de alquenilo o sulfonato de alquinilo. En otras realizaciones del método, el
aldehido es (para)-formaldehido, alquilaldehido, alquenilaldehido, alquinilaldehido o arilaldehido.

En algunas realizaciones del método, el agente acilante es un compuesto de formula M o N.

1 I
G ™M G"" 07 G’
Férmula M Férmula N

G’ es alquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o
heteroariloxi; y M es F, Cl, Br, I, 3-nitro-1,2,4-triazol, imidazol, alquiltriazol, tetrazol, pentafluorobenceno o 1-
hidroxibenzotriazol.

En algunas realizaciones del método, la etapa de modificacién se realiza haciendo reaccionar con un reactivo de
halogenacién, seguido de hacer reaccionar con un nucledfilo. En algunas realizaciones del método, el reactivo de
halogenacion es CCl4, CBrs, Cl2, Br, I2, cloruro de sulfurilo (SO2Cl2), fosgeno, bis(triclorometil)carbonato (BTC),
monocloruro de azufre, dicloruro de azufre, cloramina, CuClz, N-clorosuccinimida (NCS), Cls, N-bromosuccinimida
(NBS) o N-yodosuccinimida (NIS). En otras realizaciones del método, el nucledfilo es NR'R'H, R‘OH o R'SH, en el
que Rf es hidroégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, y al menos uno de Rf de NR'R™H no es hidrogeno.

En algunas realizaciones del método, el reactivo quiral es el compuesto de formula 3 en la que W1 es NHG® y W5 es
OH. En algunas realizaciones del método, el reactivo quiral es la formula O o la formula P.

WH (0] (0]
Ph G7Jko)j\G7
Férmula O Foérmula P

En algunas realizaciones del método, el reactivo quiral es la férmula Q o la férmula R.

" W
wMe E.“' TMe
Ph Ph
Férmula Q Férmula R

En algunas realizaciones del método, R? es tritilo sustituido o sin sustituir o sililo sustituido. En otras realizaciones del
método, en las que R? es tritilo sustituido o sin sustituir o sililo sustituido. En otras realizaciones del método, R° es
tritilo sustituido o sin sustituir, sililo sustituido, acetilo, acilo o éter metilico sustituido.

En algunas realizaciones del método, R® es un grupo de bloqueo que es tritilo sustituido, acilo, sililo sustituido o
bencilo sustituido. En otras realizaciones del método, R® es un resto de enlace conectado a un soporte soélido.

En algunas realizaciones del método, el grupo de bloqueo del resto Ba es un resto de bencilo, acilo, formilo,
dialquilformamidinilo, isobutirilo, fenoxiacetilo o tritilo, cualquiera de los cuales puede estar sin sustituir o sustituido.
En algunas realizaciones del método, R' es -N3, -NR9R?, alquiniloxi o -OH. En algunas realizaciones del método, R'
es -N3, -NRYR¢, alquiniloxi o -OH. En otras realizaciones del método, R? es -NRIR¢, alquilo, alquenilo, alquinilo,
alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'- o heteroaril-Y'-, y esta sustituido con restos fluorescentes o de union a
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biomolécula. En aun otras realizaciones del método, R? es - NR9RY, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-
Y-, alquinil-Y'-, aril-Y'- o heteroaril-Y'-, y esta sustituido con restos fluorescentes o de union a biomolécula.

En algunas realizaciones del método, el sustituyente en R? es un resto fluorescente. En otras realizaciones del
método, el sustituyente en R? es biotina o avidina. En alin otras realizaciones del método, el sustituyente en R? es un
resto fluorescente. En algunas realizaciones del método, el sustituyente en R? es biotina o avidina. En otras
realizaciones del método, R? es -OH, -Ns, hidrégeno, halégeno, alcoxi o alquiniloxi. En aln otras realizaciones del
método, R? es -OH, -Ns, hidrégeno, halégeno, alcoxi o alquiniloxi.

En algunas realizaciones del método, Ba es 5-bromouracilo, 5-yodouracilo o 2, 6-diaminopurina. En otras
realizaciones del método, Ba se modifica por sustitucién con un resto fluorescente o de unién a biomolécula. En adn
otras realizaciones del método, Ba se modifica por sustituciéon con un resto fluorescente o de unién a biomolécula.
En algunas realizaciones del método, el sustituyente en Ba es un resto fluorescente. En otras realizaciones del
método, el sustituyente en Ba es biotina o avidina. En aun otras realizaciones del método, el sustituyente en Ba es
un resto fluorescente. En algunas realizaciones del método, el sustituyente en Ba es biotina o avidina.

En algunas realizaciones del método, Z es ién piridinio, i6n trietilamonio, i6n N,N-diisopropiletilamonio, ién 1,8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio, i6n sodio o i6n potasio. En otras realizaciones del método, Z es ién piridinio, ién
trietilamonio, i6n N,N-diisopropiletilamonio, i6n 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio, i6n sodio o i6n potasio. En
algunas realizaciones del método, X es alquilo, alcoxi, -NR'Rf, -S-Z* 0 -BHs'Z*. En otras realizaciones del método, X
es alquilo, alcoxi, - NR'Rf, -SZ* 0 -BH3Z".

En una realizacion del método, el electrofilo de azufre es la formula F, formula E o formula B. En algunas
realizaciones del método, el electréfilo de azufre es la formula F, formula E o féormula B. En otras realizaciones del
método, el electrofilo de selenio es la formula G o férmula L. En aln otras realizaciones del método, el electréfilo de
selenio es la formula G o la formula L. En algunas realizaciones del método, el agente de boracién es borano-N,N-
diisopropiletilamina (BH3'DIPEA), borano-2-cloropiridina (BHs'CPy), borano-tetrahidrofurano (BHs'THF) o borano-
sulfuro de dimetilo (BHs-Me2S). En otras realizaciones del método, el agente de halogenaciéon es CCls, CBras, Clz,
cloruro de sulfurilo (SO2Cl2) o N-clorosuccinimida (NCS). En aun otras realizaciones del método, el reactivo de
condensacion es bis(triclorometil)carbonato (BTC), PhsPCl2 o cloruro de N,N-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico
(BopCl).

En otro aspecto se describe un método de identificacién o deteccidbn de una molécula diana en una muestra,
comprendiendo el método: poner en contacto una muestra que se sospecha que contiene una molécula diana con
una molécula sensora de acido nucleico de formula 1, sintetizada segun los métodos de la invencion, en el que un
cambio en una sefial generada por una unidad generadora de sefales indica la presencia de dicha diana en dicha
muestra. La molécula sensora de acido nucleico se une especificamente con la molécula diana. En algunas
realizaciones hay una pluralidad de moléculas sensoras de acido nucleico. En algunas realizaciones, la pluralidad de
moléculas sensoras de acido nucleico comprende moléculas sensoras de &cido nucleico que se unen
especificamente a diferentes moléculas diana. En algunos casos, el método comprende ademas cuantificar el
cambio en la sefial generada por la unidad generadora de sefiales para cuantificar la cantidad de molécula diana en
la muestra. La unidad generadora de sefiales detecta cualquier tipo de sefal, que incluye, pero no se limita a,
fluorescencia, resonancia de plasmones superficiales, extincion de fluorescencia, quimioluminiscencia,
interferometria o deteccion del indice de refraccion.

La muestra que va a detectarse es una muestra ambiental, material de riesgo biolégico, muestra organica, farmaco,
toxina, aroma, fragancia o muestra biologica. La muestra biolégica es una célula, extracto de células, lisado celular,
tejido, extracto de tejido, fluido corporal, suero, sangre o hemoderivado. En algunas realizaciones del método, la
presencia de la molécula diana indica la presencia de una afeccion patolégica. En algunas realizaciones del método,
la presencia de la molécula diana indica la presencia de una molécula deseable.

En otro aspecto se describe un método de amplificacion de regiones deseadas de acido nucleico de un molde de
acido nucleico que comprende: (a) proporcionar una pluralidad de primeros cebadores de PCR que tienen una
region de secuencia de nucleétidos fija complementaria a una secuencia consenso de interés; (b) proporcionar una
pluralidad de segundos cebadores de PCR, (c) amplificar el molde de acido nucleico mediante PCR usando la
pluralidad de primeros cebadores de PCR vy la pluralidad de segundos cebadores de PCR en condiciones en las que
un subconjunto de la pluralidad de primeros cebadores se une a la secuencia consenso de interés sustancialmente
donde quiera que se produzca en el molde, y un subconjunto de la pluralidad de segundos cebadores se une al
molde en localizaciones eliminadas de los primeros cebadores de forma que las regiones de acido nucleico
flanqueadas por el primer cebador y el segundo cebador se amplifiquen especificamente, y en el que la pluralidad de
primeros cebadores de PCR y/o la pluralidad de segundos cebadores de PCT son moléculas de acidos nucleicos de
férmula 1 que se producen segun los métodos de la invencién.

En algunas realizaciones, el molde es ADN gendémico. En algunas realizaciones, el molde es ADN genémico

eucariota. En algunas realizaciones, el molde es ADN genémico humano. En algunas realizaciones, el molde es
ADN procariota. En algunas realizaciones, el molde es ADN que es un ADN genémico clonado, una region de ADN
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subgenomica, un cromosoma o una region subcromosomica. En algunas realizaciones, el molde es ARN.
Breve descripcion de los dibujos

Las novedosas caracteristicas de la invencién se exponen en las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra un mejor
entendimiento de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién por referencia a la siguiente descripcion
detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que los principios de la invencion se utilizan, y dibujos
adjuntos de los que:

Figura 1. Espectro de RMN 'H de (Sp)-4tt (CDCls)

Figura 2. Espectro de RMN 3'P de (Sp)-4tt (CDCls)

Figura 3. Espectro de RMN 'H de (Rp)-4tt (CDClz)

Figura 4. Espectro de RMN 3'P de (Rp)-4tt (CDCl3)

Figura 5A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt

Figura 5B. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt usando BTC en lugar de Ph3PCI2
Figura 6A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt

Figura 6B. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt usando BTC en lugar de PH3PCL2
Figura 7A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt

Figura 7B. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt

Figura 8. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt

Figura 9A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5ct

Figura 9B. Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5ct

Figura 10A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5ct

Figura 10B. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5c¢t

Figura 11. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5at

Figura 12. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5at

Figura 13. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5gt

Figura 14. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5gt

Figura 15A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt

Figura 15B. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt

Figura 16A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt

Figura 16B. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt

Figura 17A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt

Figura 17B. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt

Figura 18. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5c¢t

Figura 19. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5ct

Figura 20A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5at

Figura 20B. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5at

Figura 21. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5at

Figura 22A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5at

Figura 22B. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5at

Figura 23. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5gt

Figura 24. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5gt

Figura 25. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-7it

Figura 26. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-7tt

Figura 27. Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-8tt

Figura 28. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-8tt

Figura 29A. Perfil de UPLC® en bruto de All-(Sp)-[Tps]sT
Figura 29B. Espectro de EM-MALDI TOF de All-(Sp)-[Tps]sT
Figura 30A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp, Rp, Sp)-[Tps]sT
Figura 30B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp, Rp, Sp)-[Tps]sT
Figura 31A. Perfil de UPLC® en bruto de (RP, SP, RP)-[Tps]sT
Figura 31B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Re, Sp, Rp)-[Tps]sT
Figura 32A. Perfil de UPLC® en bruto de All-(Rp)-[Tps]aT
Figura 32B. Espectro de EM-MALDI TOF de All-(Rp)-[Tps]sT
Figura 33A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-9umu

Figura 33B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp)-9umu
Figura 34A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-9uMu

Figura 34B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Rp)-9umu
Figura 35A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-10uFu

Figura 35B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp)-10uru
Figura 36A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-10uFu

Figura 36B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Re)-10uru
Figura 37A. Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-11nt

Figura 37B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp)-11nt
Figura 38A. Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-11nt
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Figura 38B. Espectro de EM-MALDI TOF de (Re)-11nt
Descripcion detallada de la invencién
Definiciones.

A menos que se establezca de otro modo, los siguientes términos usados en la presente solicitud, que incluyen la
memoria descriptiva y reivindicaciones, tienen las definiciones dadas a continuacion. Debe observarse que, como se
usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una", "el" y "la" incluyen
referentes plurales, a menos que el contexto dicte claramente de otro modo. A menos que se indique lo contrario, se
emplean métodos convencionales de espectroscopia de masas, RMN, HPLC, quimica de proteinas, bioquimica,
técnicas de ADN recombinante y farmacologia. En la presente solicitud, el uso de "o" o "y" significa "y/0", a menos
gue se establezca de otro modo. Ademas, el uso del término "que incluye", ademas de otras formas, tales como

"incluyen", "incluye" e "incluido", no es limitante.

El término "acido nucleico" engloba poli- u oligorribonucleétidos (ARN) y poli- u oligodesoxirribonucleotidos (ADN);
ARN o ADN derivados de N-glucosidos o C-glucésidos de nucleobases y/o nucleobases modificadas; acidos
nucleicos derivados de azucares y/o azucares modificados; y acidos nucleicos derivados de puentes de fosfato y/o
puentes de atomos de fosforo modificados. El término engloba acidos nucleicos que contienen cualquier
combinacién de nucleobases, nucleobases modificadas, azucares, azlcares modificados, puentes de fosfato o
puentes de atomos de fésforo modificados. Ejemplos incluyen, y no se limitan a, acidos nucleicos que contienen
restos de ribosa, los acidos nucleicos que contienen restos de desoxirribosa, acidos nucleicos que contienen tanto
restos de ribosa como de desoxirribosa, acidos nucleicos que contienen restos de ribosa y ribosa modificada. El
prefijo poli- se refiere a un acido nucleico que contiene aproximadamente 1 a aproximadamente 10.000 unidades de
monomeros de nucleétidos y en el que el prefijo oligo- se refiere a un acido nucleico que contiene aproximadamente
1 a aproximadamente 200 unidades de mondmeros de nucleoétidos.

El término "nucleobase" se refiere a las partes de acidos nucleicos que participan en el enlace de hidrégeno que une
una hebra de acido nucleico a otra hebra complementaria en un modo especifico de secuencia. Las nucleobases
que existen de forma natural mas comunes son adenina (A), guanina (G), uracilo (U), citosina (C) y timina (T).

El término "nucleobase modificada" se refiere a un resto que puede sustituir a una nucleobase. La nucleobase
modificada imita la disposicion espacial, propiedades electrénicas, o alguna otra propiedad fisicoquimica de la
nucleobase y retiene la propiedad de enlace de hidrégeno que une una hebra de acido nucleico a otra en un modo
especifico de secuencia. Una nucleobase modificada puede emparejarse con las cinco bases que existen de forma
natural (uracilo, timina, adenina, citosina o guanina) sin afectar sustancialmente el comportamiento de fusion,
reconocimiento por enzimas intracelulares o actividad del duplex de oligonucleoétido.

El término "nucleosido” se refiere a un resto en el que una nucleobase o una nucleobase modificada esta unida
covalentemente a un azucar o azucar modificado.

El término "azucar" se refiere a un monosacarido en forma cerrada y/o abierta. Los azlcares incluyen, pero no se
limitan a, restos de ribosa, desoxirribosa, pentofuranosa, pentopiranosa y hexopiranosa.

El término "azlcar modificado" se refiere a un resto que puede sustituir a un azucar. El azicar modificado imita la
disposicién espacial, propiedades electrénicas, o alguna otra propiedad fisicoquimica de un azucar.

El término "nucleotido" se refiere a un resto en el que una nucleobase o una nucleobase modificada esta unida
covalentemente a un azucar o azucar modificado, y el aztcar o azucar modificado esta unido covalentemente a un
grupo fosfato o un resto de atomo de fosforo modificado.

El término "reactivo quiral" se refiere a un compuesto que es quiral o enantiopuro y puede usarse para induccion
asimétrica en la sintesis de acidos nucleicos.

El término "ligando quiral" o "auxiliar quiral" se refiere a un resto que es quiral o enantiopuro y controla el resultado
estereoquimico de una reaccion.

En una reaccion de condensacion, el término "reactivo de condensacion” se refiere a un reactivo que activa un sitio
menos reactivo y lo hace mas susceptible al ataque por un nucledfilo.

El término "resto de bloqueo" se refiere a un grupo que enmascara transitoriamente la reactividad de un grupo
funcional. El grupo funcional puede desenmascararse posteriormente por la eliminacién del resto de bloqueo.

Los términos "agentes de boracion", "electréfilos de azufre”, "electréfilos de selenio” se refieren a compuestos que
son Uutiles en la etapa de modificacion usada para introducir grupos BHs, S y Se, respectivamente, para modificacion
en el atomo de fosforo.
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El término "resto" se refiere a un segmento especifico o grupo funcional de una molécula. Los restos quimicos son
entidades quimicas frecuentemente reconocidas incorporadas en o afiadidas a una molécula.

El término "soporte sélido" se refiere a cualquier soporte que permita la produccién en masa sintética de acidos
nucleicos y puede ser reutilizado si se necesita. Como se usa en el presente documento, el término se refiere a un
polimero que es insoluble en los medios empleados en las etapas de reaccion realizadas para sintetizar los acidos
nucleicos, y se derivatiza para comprender grupos reactivos.

El término "resto de enlace" se refiere a cualquier resto opcionalmente ubicado entre el nucleésido terminal y el
soporte solido o entre el nucledsido terminal y otro nucleésido, nucleétido o acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” o "tratar", o "paliar" o "mejorar", se usan indistintamente en el
presente documento. Estos términos se refieren a un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados que
incluyen, pero no se limitan a, beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico se indica
la erradicacion o mejora del trastorno subyacente que esta tratandose. Por tanto, se logra un beneficio terapéutico
con la erradicacion o mejora de uno o mas de los sintomas fisioldgicos asociados al trastorno subyacente de forma
que se observe una mejora en el paciente, a pesar de que el paciente pueda todavia estar afectado por el trastorno
subyacente. Para el beneficio profilactico, las composiciones pueden administrarse a un paciente en riesgo de
desarrollar una enfermedad particular, o a un paciente que refiere uno o mas de los sintomas fisiologicos de una
enfermedad, aiin cuando pueda no haberse hecho un diagnostico de esta enfermedad.

Un "efecto terapéutico”, como se usa el término en el presente documento, engloba un beneficio terapéutico y/o un
beneficio profilactico como se ha descrito anteriormente. Un efecto profilactico incluye retrasar o eliminar la aparicién
de una enfermedad o afeccion, retrasar o eliminar la aparicion de sintomas de una enfermedad o afeccién,
ralentizar, detener o invertir la progresion de una enfermedad o afeccion, o cualquier combinacion de los mismos.

Un grupo "alquilo" se refiere a un grupo de hidrocarburo alifatico. El resto alquilo puede ser un grupo alquilo saturado
(que significa que no contiene ninguna unidad de insaturacién, por ejemplo dobles enlaces carbono-carbono o triples
enlaces carbono-carbono) o el resto alquilo puede ser un grupo alquilo insaturado (que significa que contiene al
menos una unidad de insaturacion). El resto alquilo, tanto si es saturado como insaturado, puede ser ramificado, de
cadena lineal, o incluir una porcién ciclica. El punto de unién de un alquilo esta en un atomo de carbono que no es
parte de un anillo.

El resto "alquilo" puede tener 1 a 10 atomos de carbono (siempre que aparezca en el presente documento, un
intervalo numérico tal como "1 a 10" se refiere a cada numero entero en el intervalo dado; por ejemplo, "1 a 10
atomos de carbono" significa que el grupo alquilo puede consistir en 1 atomo de carbono, 2 atomos de carbono, 3
atomos de carbono, etc., hasta e incluyendo 10 atomos de carbono, aunque la presente definicion también cubre la
aparicion del término "alquilo" donde no se designa intervalo numérico). Alquilo incluye tanto grupos alquilo de
cadena ramificada como lineal. El grupo alquilo de los compuestos descritos en el presente documento puede
designarse "alquilo C1-Cs" o designaciones similares. A modo de ejemplo solo, "alquilo C+-Cs" indica que hay uno,
dos, tres, cuatro, cinco o seis atomos de carbono en la cadena de alquilo, es decir, la cadena de alquilo esta
seleccionada del grupo que consiste en metilo, etilo, propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo y t-butilo.
Grupos alquilo tipicos incluyen, pero de ninguna forma se limitan a, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo,
terc-butilo, pentilo, hexilo, alilo, ciclopropilmetilo, ciclobutilmetilo, ciclopentilmetilo, ciclohexilmetilo, y similares. En un
aspecto, un alquilo es un alquilo C1-Cs.

Como se usa en el presente documento, el término "arilo” se refiere a un anillo aromatico en el que cada uno de los
atomos que forma el anillo es un atomo de carbono. Los anillos de arilo estan formados por cinco, seis, siete, ocho,
nueve o mas de nueve atomos de carbono. Los grupos arilo estan sustituidos o sin sustituir. En un aspecto, un arilo
es un fenilo o un naftalenilo. Dependiendo de la estructura, un grupo arilo puede ser un monoradical o un diradical
(es decir, un grupo arileno). En un aspecto, un arilo es un arilo Ce-C1o.

"Heteroarilo", o alternativamente "heteroaromatico”, se refiere a un radical aromatico de 5 a 18 miembros (por
ejemplo, heteroarilo Cs-C13) que incluye uno o mas heteroatomos de anillo seleccionados de nitrégeno, oxigeno y
azufre, y que puede ser un sistema de anillos monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico. Siempre que aparezca en
el presente documento, un intervalo numérico tal como "5 a 18" se refiere a cada numero entero en el intervalo dado;
por ejemplo, "5 a 18 atomos de anillo" significa que el grupo heteroarilo puede consistir en 5 atomos de anillo, 6
atomos de anillo, etc., hasta e incluyendo 18 atomos de anillo. Un resto "heteroaromatico” o de "heteroarilo" que
contiene N se refiere a un grupo aromatico en el que al menos uno de los atomos del esqueleto del anillo es un
atomo de nitrégeno. El grupo heteroarilo policiclico puede estar condensado o no condensado. El (Los)
heteroatomo(s) en el radical heteroarilo estdn opcionalmente oxidados. Uno o mas atomos de nitrégeno, si estan
presentes, estan opcionalmente cuaternizados. El heteroarilo esta unido al resto de la molécula mediante cualquier
atomo del (de los) anillo(s). Ejemplos de heteroarilos incluyen, pero no se limitan a, azepinilo, acridinilo,
bencimidazolilo, bencindolilo, 1,3-benzodioxolilo, benzofuranilo, benzooxazolilo, benzo[d]tiazolilo, benzotiadiazolilo,
benzo[b][1,4]dioxepinilo, benzo[b][1,4]oxazinilo, 1,4-benzodioxanilo, benzonaftofuranilo, benzoxazolilo,
benzodioxolilo, benzodioxinilo, benzoxazolilo, benzopiranilo, benzopiranonilo, benzofuranilo, benzofuranonilo,
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benzofurazanilo, benzotiazolilo, benzotienilo (benzotiofenilo), benzotieno[3,2-d]pirimidinilo, benzotriazolilo,
benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridinilo, carbazolilo, cinnolinilo, ciclopenta[d]pirimidinilo, 6,7-dihidro-5H-
ciclopenta[4,5]tieno[2,3-d]pirimidinilo, 5,6-dihidrobenzo[h]quinazolinilo, 5,6-dihidrobenzo[h]cinnolinilo, 6,7-dihidro-
5Hbenzo[6,7]ciclohepta[1,2-c]piridazinilo, dibenzofuranilo, dibenzotiofenilo, furanilo, furazanilo, furanonilo, furo[3,2-
c]piridinilo, 5,6,7,8,9,10-hexahidrocicloocta[d]pirimidinilo, 5,6,7,8,9,10-hexahidrocicloocta[d]piridazinilo, 5,6,7,8,9,10-
hexahidrocicloocta[d]piridinilo,isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo, indazolilo, isoindolilo, indolinilo, isoindolinilo,
isoquinolilo, indolizinilo, isoxazolilo, 5,8-metano-5,6,7,8-tetrahidroquinazolinilo, naftiridinilo, 1,6-naftiridinonilo,
oxadiazolilo, 2-oxoazepinilo, oxazolilo, oxiranilo, 5,6,6a,7,8,9,10,10a-octahidrobenzolh]quinazolinilo, 1-fenil-1H-
pirrolilo, fenazinilo, fenotiazinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, pteridinilo, purinilo, piranilo, pirrolilo, pirazolilo, pirazolo[3,4-
d]pirimidinilo, piridinilo, pirido[3,2-d]pirimidinilo, pirido[3,4-d]pirimidinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo, pirrolilo,
quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, isoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo, 5,6,7,8-tetrahidroquinazolinilo, 5,6,7,8-
tetrahidrobenzo[4,5]tieno[2,3-d]pirimidinilo, 6,7,8,9-tetrahidro-5H-ciclohepta[4,5]tieno[2,3-d]pirimidinilo, 5,6,7,8-
tetrahidropirido[4,5-c]piridazinilo, tiazolilo, tiadiazolilo, tiapiranilo, triazolilo, tetrazolilo, triazinilo, tieno[2,3-
d]pirimidinilo, tieno[3,2-d]pirimidinilo, tieno[2,3-c]pridinilo y tiofenilo (es decir, tienilo). A menos que se establezca de
otro modo especificamente en la memoria descriptiva, un resto heteroarilo esta opcionalmente sustituido con uno o
mas sustituyentes que son independientemente: alquilo, heteroalquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo, heteroarilalquilo, hidroxi, halégeno, ciano, nitro, oxo, tioxo,
trimetilsilanilo, -OR?, -SR?, -OC(O)R?, -N(R?)2, -C(O)R?, -C(O)OR?, -C(O)N(R?)2, -N(R*)C(O)OR?, -N(R®)C(O)R?, -
N(R?)S(O):R? (donde t es 1 0 2), -S(O){OR? (donde t es 1 0 2) o0 -S(O)N(R?)2 (donde t es 1 0 2) donde cada R? es
independientemente hidrégeno, alquilo, fluoroalquilo, carbociclilo, carbociclilalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo,
heterociclilalquilo, heteroarilo o heteroarilalquilo.

El término "aliciclico" se refiere a un resto todo de carbono que es tanto alifatico como ciclico. Los grupos aliciclicos
contienen uno o mas anillos de todo carbono que pueden estar tanto saturados como insaturados, pero que no
tienen caracter aromatico. Los grupos aliciclicos estan sustituidos o sin sustituir y pueden contener de uno a diez
atomos de carbono. En un aspecto, un aliciclico es un cicloalcano monociclico. En otro aspecto, un aliciclico es un
cicloalcano biciclico.

El término "aralquilo" se refiere a un grupo alquilo sustituido con un grupo arilo. Grupos aralquilo adecuados incluyen
bencilo, picolilo, y similares, todos los cuales pueden estar opcionalmente sustituidos.

Un "resto de acilo" se refiere a un grupo alquil(C=0), aril(C=0) o aralquil(C=0). Un resto de acilo puede tener un
resto intermedio (Y) que es oxi, amino, tio o seleno entre el grupo carbonilo y de hidrocarburo. Por ejemplo, un grupo
acilo puede ser alquil-Y-(C=0), aril-Y-(C=0) o aralquil-Y-(C=0).

Grupos "alquenilo" son grupos de hidrocarburo de cadena lineal, cadena ramificada y ciclicos que contienen al
menos un doble enlace carbono-carbono. Los grupos alquenilo pueden estar sustituidos.

Grupos "alquinilo" son grupos de hidrocarburo de cadena lineal, cadena ramificada y ciclicos que contienen al menos
un triple enlace carbono-carbono. Los grupos alquinilo pueden estar sustituidos.

Un grupo "alcoxi" se refiere a un grupo alquilo unido a oxigeno, es decir, grupo (alquil)-O-, donde alquilo es como se
define en el presente documento. Ejemplos incluyen grupos metoxi (-OCHz) o etoxi (-(OCH2CHa).

Un grupo "alqueniloxi" se refiere a un grupo alquenilo unido a oxigeno, es decir, grupo (alquenil)-O-, donde alquenilo
es como se define en el presente documento.

Un grupo "alquiniloxi" se refiere a un grupo alquinilo unido a oxigeno, es decir, grupo (alquinil)-O-, donde alquinilo es
como se define en el presente documento.

Un grupo "ariloxi" se refiere a un grupo arilo unido a oxigeno, es decir, grupo (aril)-O-, donde el arilo es como se
define en el presente documento. Un ejemplo incluye fenoxi (-OCesHs).

El término "alquilseleno” se refiere a un grupo alquilo que tiene un grupo seleno sustituido unido al mismo, es decir,
grupo (alquil)-Se-, en el que alquilo se define en el presente documento.

El término "alquenilseleno” se refiere a un grupo alquenilo que tiene un grupo seleno sustituido unido al mismo, es
decir, grupo (alquenil)-Se-, en el que alquenilo se define en el presente documento.

El término "alquinilseleno" se refiere a un grupo alquinilo que tiene un grupo seleno sustituido unido al mismo, es
decir, grupo (alquinil)-Se-, en el que alquenilo se define en el presente documento.

El término "alquiltio" se refiere a un grupo alquilo unido a un atomo de azufre de enlace, es decir, grupo (alquil)-S-,
en el que alquilo se define en el presente documento. Por ejemplo, un alquiltio es un metiltio y similares.
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El término "alqueniltio" se refiere a un grupo alquenilo unido a un atomo de azufre de enlace, es decir, grupo
(alquenil)-S-, en el que alquilo se define en el presente documento.

El término "alquiniltio” se refiere a un grupo alquinilo unido a un atomo de azufre de enlace, es decir, grupo (alquinil)-
S-, en el que alquenilo se define en el presente documento.

El término "alquilamino” se refiere a un grupo amino sustituido con al menos un grupo alquilo, es decir, -NH(alquilo) o
-N-(alquilo)z, en los que alquilo se define en el presente documento.

El término "alquenilamino" se refiere a un grupo amino sustituido con al menos un grupo alquenilo, es decir, -
NH(alquenilo) o -N-(alquenilo)z, en el que alquenilo se define en el presente documento.

El término "alquinilamino" se refiere a un grupo amino sustituido con al menos un grupo alquinilo, es decir, -
NH(alquinilo) o -N-(alquinilo)z, en el que alquinilo se define en el presente documento.

El término "halégeno” pretende incluir fluor, cloro, bromo y yodo.

Un "grupo fluorescente" se refiere a una molécula que, cuando se excita con luz que tiene una longitud de onda
seleccionada, emite luz de una longitud de onda diferente. Grupos fluorescentes incluyen, pero no se limitan a,
grupos indol, fluoresceina, tetrametiirodamina, Texas Red, BODIPY, acido 5-[(2-aminoetil)amino]naftaleno-1-
sulfénico (EDANS), cumarina y Lucifer yellow.

Un "ién amonio" es un catién poliatomico positivamente cargado de la formula quimica NH4*.

Un "ion alquilamonio™ es un i6n amonio que tiene al menos uno de sus atomos de hidrogeno sustituido con un grupo
alquilo, en el que alquilo se define en el presente documento. Ejemplos incluyen ién trietilamonio, ién N,N-
diisopropiletilamonio.

Un "ién iminio" tiene la estructura general R2C=NRz*. Los grupos R se refieren a grupos alquilo, alquenilo, alquinilo,
arilo como se define en el presente documento. Un "i6n imino heteroaromatico” se refiere a un ién iminio donde el
nitrogeno y sus grupos R unidos forman un anillo heteroaromatico. Un "i6n imino heterociclico” se refiere a un ién
iminio donde el nitrogeno y sus grupos R unidos forman un anillo heterociclico.

Los términos "amino" o "amina" se refiere a un grupo radical -N(R")2, donde cada R" es independientemente
hidrégeno, alquilo, fluoroalquilo, carbociclilo, carbociclilalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo,
heteroarilo o heteroarilalquilo, a menos que se establezca de otro modo especificamente en la memoria descriptiva.
Cuando un grupo -N(R:2 tiene dos R distintos de hidrogeno, pueden combinarse con el atomo de nitrogeno para
formar un anillo de 4, 5, 6 o 7 miembros. Por ejemplo, se indica que -N(Rf)2 incluye, pero no se limita a, 1-pirrolidinilo
y 4-morfolinilo. Uno cualquiera o mas de hidrégeno, alquilo, fluoroalquilo, carbociclilo, carbociclilalquilo, arilo,
aralquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo o heteroarilalquilo estan opcionalmente sustituidos con uno o
mas sustituyentes que son independientemente alquilo, heteroalquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, arilalquilo, heteroarilo, heteroarilalquilo, hidroxi, halégeno, ciano, trifluorometilo,
trifluorometoxi, nitro, trimetilsilanilo, -OR!, -SR/, -OC(O)R/, -N(R/)2, -C(O)R!, -C(O)OR/, -OC(O)N(R})2, -C(O)N(R})2, -
N(R)C(O)OR!, -N(R)C(O)R',-N(R)C(O)N(R))2, N(R)C(NR)N(R)2, -N(R)S(O)R' (donde t es 1 o 2), -S(O}OR' (donde t
es 10 2) o -S(O)N(R"):2 (donde t es 1 0 2), donde cada R' es independientemente hidrogeno, alquilo, fluoroalquilo,
carbociclilo, carbociclilalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo o heteroarilalquilo.

"Carbamato"”, como se usa en el presente documento, se refiere a un resto unido a un grupo amino que tiene la
férmula -C(O)OR donde R es alquilo, fluoroalquilo, carbociclilo, carbociclilalquilo, arilo, aralquilo, heterociclilo,
heterociclilalquilo, heteroarilo o heteroarilalquilo. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, Boc (terc-butil-OC(O)-),
CBz (bencil-OC(0)-), Teoc (MesSiCH2CH20C(0)-), alloc (alil-OC(O)-) o Fmoc (9-fluorenilmetil-OC(O)-).

"Sililo sustituido", como se usa en el presente documento, se refiere a un resto que tiene la formula RsSi-. Ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, TBDEM (ferc-butildimetilsililo), TBDPS (ferc-butildifenilsililo) o TEM (trimetilsililo).

El término "tiol" se refiere a grupos -SH, e incluyen grupos tiol sustituidos, es decir, grupos -SRI}, en los que Ri son
cada uno independientemente un grupo alquilo, cicloalquilo, alquenilo, alquinilo, arilaralquilo, heterociclilo o
heterociclilalquilo sustituido o sin sustituir como se define en el presente documento.

Métodos de sintesis

Discusion general de los métodos de sintesis de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato
quiral.

El presente método proporciona una sintesis eficiente de acidos nucleicos modificados en el atomo de fésforo en el
que la configuracion estereoquimica en un atomo de fosforo esta controlada, produciéndose asi un oligonucleétido
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estereodefinido. EI método elimina la necesidad de separaciones complejas de mezclas diaestereoméricas y permite
el uso de materiales de partida aquirales baratos facilmente disponibles. EI método de sintesis desvelado en el
presente documento comprende una reaccion asimétrica de un resto de H-fosfonato aquiral (féormula 2) con un
nucleo6sido que comprende un resto nucledfilo, tal como un grupo hidroxi (formula 4-1, donde Q1 es cualquiera de un
grupo de bloqueo, un resto de enlace a un soporte o a una cadena de nucleétido) para proporcionar un acido
nucleico modificado en el atomo de fésforo que comprende un resto de X-fosfonato quiral, que es un compuesto de
férmula 1, como se muestra en el Esquema 1. De tal manera se produce un polimero u oligdmero de nucle6tido que
tiene alta pureza diaestereomérica. En algunas realizaciones, el acido nucleico contiene modificaciones en las
nucleobases, resto de azucar y/o grupos protectores.

Esquema 1. Sintesis de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de formula 1.

R a H a I

S X< 40
:Ep<ifz’ Q o—%If:;j
Férmula 2 Férmula 4-1
Férmula 1

La reaccién de una molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral de formula 2 con un nucleésido que
comprende un resto nucleofilo de formula 4-1 produce la formaciéon de un producto intermedio condensado; que se
convierte en el acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral. La sintesis del producto intermedio
condensado comprende las etapas de (a) activacién del compuesto de formula 2 con un agente de condensacién,
(b) reaccion con un reactivo quiral, seguido de (c) reaccién con el compuesto de férmula 4-1. El esquema general se
muestra en el Esquema 2. El reactivo quiral llega a unirse al producto intermedio condensado como un grupo de
auxiliar quiral. En el proceso proporcionado en el presente documento, las etapas (a)-(c) que conducen al producto
intermedio condensado pueden realizarse sin aislar ningin producto intermedio, es decir, en el mismo recipiente o
en un solo recipiente. Asi, el proceso obvia la necesidad del aislamiento de productos intermedios discretos. El
proceso desvelado en el presente documento puede realizarse en solucion o sobre soporte sélido. Dependiendo de
las condiciones de reaccion, la adicion de un reactivo de activacion puede ser util para la etapa de condensacion.
Por ejemplo, el reactivo de activacién puede afadirse a la reaccion después de haberse completado las etapas (a)-
(c) o puede afiadirse a la reaccién al mismo tiempo que las etapas (a)-(c).

Esquema 2. Etapas de reaccion que conducen a la formacion de un producto intermedio condensado.

a.Cgr

R a
R a b. H—W\| w,—H
"\hfufu:g o R2
) X« 0
R s a
H ~oz" U
u
c. H a " 1“11? 3'1G1 2 R2
OR3

Férmula 2

3
R2

Q Producto intermedio Férmula 1

Formula 4-1 condesado

En una realizacion, el producto intermedio condensado se convierte en un acido nucleico que comprende un resto
de X-fosfonato quiral de férmula 1 por terminacién del auxiliar quiral sobre el producto intermedio condensado con
un resto A, que es un resto de acilo, arilo, alquilo, aralquilo o de sililo, y modificando el fésforo para introducir J, que
es S, Se o BHs, produciendo un compuesto de férmula 5-1. En una realizacion (Opcion A, Esquema 3), el compuesto
de férmula 5-1 se convierte en el compuesto de férmula 1, donde X es S, Se o BH3, y n es 1 (dimero), escindiendo el
auxiliar quiral, y desbloqueando los grupos de bloqueo y escindiendo del soporte solido, si se desea. Cuando se
forma el dimero, la etapa de terminacion en el Esquema 3 es opcional. Alternativamente (Opcion B, Esquema 3), el
compuesto de formula 5-1 se somete a alargamiento de cadena repitiendo las etapas para producir un producto
intermedio condensado donde otro mondmero de férmula 2 se afiade al oligonucleétido. Las etapas de terminacion,
modificacién, desblogueo y alargamiento de cadena se repiten hasta que se logra n deseado. En ese momento, se
escinden los auxiliares quirales en cada fosfonato, se escinden los grupos de bloqueo restantes, que incluyen la
escision de un soporte sélido, si se desea, para producir el compuesto de formula 1, donde X es S, Se 0 BH3, y n es
mayor de o igual a 2 y menor de aproximadamente 200.
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Esquema 3. Conversion del producto intermedio condesado en el compuesto de formula 1 mediante la Ruta

A.
Opcion A
R Ba a. terminacion R* a peion Compuesto de formula 1
- n=2
. d. escision del reactivo quiral
R2 b. modificacién R2 . desblogueo q
. -,0 A \k\ ’O
P/ll 7,
", "1,
a Jv 7 a
H_“Q W2 \' Wz Opcién B
' A Compuesto de formula 1
G* ‘tU?’l “G! R2 " TU?}A Gt R2 —_— n > 2, menos de aproximadamente 200
3 d. desbloqueo de R?
OR R® e. alargamiento de cadena
f. terminaciéon
Producto intermedio condesado Férmula 5-1 d. modificacion

f. repetir las etapas d, e, f, g n veces
i. escision del reactivo quiral
j. desbloqueo de los grupos de bloqueo restantes

5 En otro método proporcionado en el presente documento, el producto intermedio condensado se convierte en un
acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de formula 1 acidificando el producto intermedio
condensado para eliminar el grupo de bloqueo en R', que también elimina el auxiliar quiral. En una realizacion
(Opcion A, Esquema 4), el compuesto de formula 4 se modifica para introducir un resto X en el fésforo, para producir
un compuesto de féormula 1, que se desbloquea para eliminar los grupos de bloqueo restantes, y eliminar de un

10 soporte de sintesis, si se desea, para producir un compuesto de formula 1 en la que R® es hidrogenoy n es 1.

Alternativamente, el compuesto de formula 4 en el Esquema 4 (Opcion B) se somete a la etapa de reacciéon de
alargamiento de cadena, y entonces se acidifica para desbloquear el grupo de bloqueo R' del nucledsido recién
afadido. La etapa de alargamiento de cadena y la etapa de desbloqueo de R’ se realizan durante m repeticiones. En

15 ese momento, el compuesto de formula 4, en la que m es igual a n-1, se modifica para introducir un resto X en cada
fosforo, para producir un compuesto de férmula 1, que se desbloquea para eliminar los grupos de bloqueo restantes,
y eliminar de un soporte de sintesis, si se desea, para producir un compuesto de formula 1 en la que R® es
hidrégeno y n es mayor de o igual a 2 y menor de aproximadamente 200.

20 Esquema 4. Conversién del producto intermedio condesado en el compuesto de formula 1 mediante la Ruta
B.
Opcién A
R? Ba P Compuesto de férmula 1
d. modificacion n=2
R? acidificar H\ ' e. desbloqueo

l,, ,

"
. " ———
. a
”-W\1 W, Opcién B Compuesto de formula 1
Y1 -(/3‘ n > 2, menos de aproximadamente 200
6z fU?:A 4G —_—
G? G?

R2
d. alargamiento de cadena
3 e. acidificacion
OR
i f. repetir las etapas d, e n veces
Formula 4 g. modificacion

Producto intermedio condesado h. desbloqueo de los grupos de bloqueo restantes

En tanto la Opcion A como la Opcion B del Esquema 4, X es alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NRR', alqueniloxi,
25 alquiniloxi, alqueniltio, alquiniltio, -SZ*, -Se"Z* o -BHsZ*, donde cada R es independientemente hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo o arilo; Z* es ibn amonio, idn alquilamonio, i6n imino heteroaromético o i6n imino heterociclico,
cualquiera de los cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z es un i6n metalico monovalente. En
otras realizaciones, Z es ion piridinio, ion trietilamonio, i6n N,N-diisopropiletilamonio, ién 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-
7-enio, i6n sodio o0 i6n potasio.
30 .
Acido nucleico modificado en el atomo de fosforo que comprende un resto de X-fosfonato quiral de férmula
1.

El proceso de la descripcién proporciona un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de la
35 siguiente formula general 1-1 o féormula 1-2:
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R a R Wa\?a

X o} XS
c;ﬂ' f" a O¢B’"' 3\?3

R2 f n n
OR? R?
Férmula 11 Férmula 1-2
En las que el resto de X-fosfonato conecta restos de nucleésido naturales o restos de nucleésido no naturales en el
que el anillo de ribosa natural est4 sustituido con un anillo que contiene oxigeno mas grande o mas pequefios 0 en
el que el anillo esta sustituido con una estructura no ciclica en la que Ws es -S-, -O-, amino sustituido o sin sustituir,
alquileno, alquenileno o alquinileno. En otras realizaciones del acido nucleico, el resto de X-fosfonato conecta restos
de nucledsido naturales con restos de nucledsido no naturales. En aun otras realizaciones del acido nucleico, el
resto de X-fosfonato conecta restos de nucleodsido con restos de azucar diferentes entre si.

El proceso de la invencién proporciona un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral es un

compuesto de formula 1:
R' a
R2
X

~prC

“, 7 a
R |q
OR3

Férmula 1

En la formula 1, R' es -OH, -SH, -NR9R¢Y, -N3, halégeno, hidrégeno, alquilo, alguenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-
Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(0)(R®)2, -HP(O)(R®), -OR? 0 -SRC.

Y'es O, NRY, S o Se.
R2 es un resto de bloqueo.
R es un grupo de bloqueo.

Cada caso de RY es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®).

Cada caso de Re es independientemente hidrogeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-
Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y?-, 0 un cation que es Na*1, Li*" o K*'.

Y2es O,NRY0 S.

Cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -OH, -SH, -NRRY, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
alquil-Y'-, alquenil-Y-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -ORP 0 -SR¢, en el que R es un resto de bloqueo.

Cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o
nucleobase modificada.

Cada caso de X es independientemente alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NR'R', alqueniloxi, alquiniloxi,
alqueniltio, alquiniltio, -SZ*, -Se’Z* o0 -BHsZ".

Cada caso de R es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

Z* es idbn amonio, id6n alquilamonio, ién imino heteroaromatico o i6n imino heterociclico, cualquiera de los cuales es
primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z es un ién metalico monovalente.
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R3 es hidrogeno, un grupo de bloqueo, un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace
conectado a un acido nucleico; y n es un nimero entero de 1 a aproximadamente 200.

En una realizacion, cualquiera de los grupos R? esta sustituido con, por ejemplo, un resto fluorescente, un resto de
biotina o un resto de avidina.

En una realizacion, el acido nucleico descrito en el presente documento se prepara a partir de todos los monémeros
de ribonucledtido. En otra realizacion, se prepara a partir de todos los mondémeros de desoxirribonucleétido. En otra
realizacién mas, el acido nucleico se prepara a partir de una mezcla de monémeros de ribonucleétido o de
desoxirribonuclettido. En una realizacion, el acido nucleico es una mezcla de restos de ARN y de ADN. En ofra
realizacion, el acido nucleico comprende un sustituyente en R? que no se encuentra en acidos nucleicos de ARN o
ADN.

Ba representa una nucleobase, que es una nucleobase natural o modificada. Cada caso de la nucleobase esta
independientemente bloqueada o no bloqueada.

Cada caso de X es independientemente alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NR'Rf, alqueniloxi, alquiniloxi,
alqueniltio, alquiniltio, -SZ*, -Se"Z* o -BH3Z*, en el que cada caso de R es independientemente hidrogeno, alquilo,
alquenilo, alquinilo o arilo; Z* es idn amonio, ién alquilamonio, i6n imino heteroaromatico o i6n imino heterociclico,
cualquiera de los cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z es un i6n metalico monovalente. En
algunas realizaciones, X es alquilo, alcoxi, -NR'Rf, -S-Z* o -BH3Z*. En otras realizaciones, Z es i6n piridinio, i6n
trietilamonio, i6n N,N-diisopropiletilamonio, i6n 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio, i6n sodio o idn potasio.

R3 es hidrogeno, un grupo de bloqueo, un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace
conectado a un acido nucleico, que se preparan usando métodos en el presente documento o conocidos en la
técnica. El acido nucleico unido a R® que se prepara usando cualquier método conocido comprende atomos de
fosforo que estan modificados, no modificados, o mezclas de foésforo modificado y sin modificar y comprenden
cualquier configuracion en el atomo de fosforo. En una realizacion, R® es un resto de enlace unido a otro nucleosido
0 nucleétido.

Resto de X-fosfonato

Como se usa en el presente documento, resto de X-fosfonato se refiere al atomo de fésforo del enlace del esqueleto
internucleosidico que se modifica para unirse covalentemente a un resto X, donde X puede ser, pero no se limita a,
azufre, selenio, alquilo, boro, acilo, amino, tiol o alcoxi. El resto X modifica el atomo de fésforo por sustitucién de uno
de los atomos de oxigeno en el esqueleto internucleosidico. Los enlaces del esqueleto internucleosidico se
muestran a continuaciéon (dentro de los recuadros rectangulares discontinuos) para dos fragmentos de acido
nucleico como ejemplos no limitantes. La estructura de la izquierda a continuacion muestra el grupo fosfato
encontrado en los enlaces del esqueleto internucleosidico natural. La estructura de la derecha a continuacion
muestra un resto de X-fosfonato como enlace del esqueleto internucleosidico.

0. Nucleobase § 0. hucleobase

7 Q. huclecbase X707 _o_nucleobase

Un resto fosforotioato comprende un resto de azufre como resto X. Un resto fosforoselenoato comprende un resto de
selenio como resto X. Un resto alquilfosfonato (por ejemplo, metilfosfonato) comprende un grupo alquilo (por
ejemplo, grupo metilo) como resto X. Un resto boronofosfonato comprende un grupo borano como resto X.

En una realizacion, el acido nucleico comprende grupos fosforotioato en los enlaces del esqueleto. En algunas
realizaciones, el acido nucleico comprende grupos fosforoselenoato en los enlaces del esqueleto. En otras
realizaciones, el acido nucleico comprende grupos alquilfosfonato (por ejemplo, metilfosfonato) en los enlaces del
esqueleto. En aun ofras realizaciones, el acido nucleico comprende grupos boronofosfonato en los enlaces del
esqueleto.

Cada resto X puede ser independientemente elegido de los diversos restos X descritos en el presente documento.
Esto permite que multiples restos X estén presentes dentro de un &cido nucleico. En una realizacion, el mismo resto
X se usa en todo el acido nucleico. En otras realizaciones, se usan diferentes restos X en todo el acido nucleico. Por
ejemplo, dentro de un acido nucleico, algunos de los X-fosfonatos son restos fosfotioato mientras que otros X-
fosfonatos dentro del mismo acido nucleico son restos alquilfosfonato. Sera evidente para un experto en la materia
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que son posibles otras variaciones y alternancias de modificaciones de fosforo y dependen del uso y las aplicaciones
de estos acidos nucleicos. En algunas realizaciones, la eleccion del resto X depende de las propiedades bioquimicas
del 4cido nucleico y sus interacciones con muestras biolégicas.

Configuracién de resto de X-fosfonato.

Los métodos descritos en el presente documento son utiles para controlar la configuracion de cada atomo de fosforo
en el enlace del esqueleto internucleosidico. El reactivo quiral permite el control especifico de la quiralidad en el X-
fosfonato. Asi, puede seleccionarse tanto una configuracion Rr como Sp en cada ciclo de sintesis, permitiendo el
control de la estructura tridimensional global del producto de acido nucleico. En algunas realizaciones, la seleccion
de las configuraciones Rr y Sp se hace para conferir una superestructura tridimensional especifica a la cadena de
acido nucleico.

En algunas realizaciones, cada resto de X-fosfonato puede tener una configuracién Re. En otras realizaciones, cada
resto de X-fosfonato puede tener una configuracion Sp. En ofra realizacion, cada resto de X-fosfonato puede tener
independientemente una configuracién Rp o una configuracion Se. En realizaciones especificas, los restos de X-
fosfonato alternan entre Rp y Sp tal como Rp, Sp, Re 0 Sk, Re, Se en todo el acido nucleico. En otras realizaciones
especificas, los restos de X-fosfonato contienen configuraciones repetidas de Rp, Rp, Sp, Sp en todo el acido
nucleico. En aun otras realizaciones, el acido nucleico comprende todas las configuraciones Rp. En realizaciones
adicionales, el acido nucleico comprende todos los restos Sp. En algunas realizaciones, los enlaces del esqueleto
internucleosidico del extremo 5'y 3' son de la configuracion Sp y los enlaces del esqueleto internucleosidico internos
son todos de la configuracion Re. Las realizaciones descritas en el presente documento sirven de ejemplos de como
la configuracion puede controlarse usando estos métodos. El acido nucleico descrito en el presente documento no
se limita a estos patrones de configuracion. Sera evidente para un experto en la materia que son posibles otras
variaciones y alternancias en las configuraciones Rp y Sp y dependen del uso y aplicaciones del acido nucleico.

Determinacion de la pureza de configuraciones de X-fosfonato.

La pureza de la configuracion en cada resto de X-fosfonato en el acido nucleico se determina usando métodos
analiticos convencionales tales como, pero no se limitan a, espectroscopia de RMN 3'P o HPLC de fase inversa.
Usando los métodos descritos en el presente documento, en una realizacién, cada resto de X-fosfonato del
compuesto puede tener mas del 80 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de X-fosfonato del
compuesto puede tener mas del 60 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de X-fosfonato del
compuesto puede tener mas del 70 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de X-fosfonato del
compuesto puede tener mas del 85 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de X-fosfonato del
compuesto puede tener mas del 90 % de pureza diaestereomérica. En una realizacién, cada resto de X-fosfonato del
compuesto puede tener mas del 95 % de pureza diaestereomérica. En otra realizacién, cada resto de X-fosfonato
del compuesto puede tener mas del 98 % de pureza diaestereomérica. En otra realizacién, cada resto de X-
fosfonato del compuesto puede tener mas del 99 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de
X-fosfonato del compuesto puede tener mas de aproximadamente el 60 %, mas de aproximadamente el 70 %, mas
de aproximadamente el 80 %, mas de aproximadamente el 83 %, mas de aproximadamente el 84 %, mas de
aproximadamente el 85 %, mas de aproximadamente el 86 %, mas de aproximadamente el 87 %, mas de
aproximadamente el 88 %, mas de aproximadamente el 89 %, mas de aproximadamente el 90 %, mas de
aproximadamente el 91 %, mas de aproximadamente el 92 %, mas de aproximadamente el 93 %, mas de
aproximadamente el 94 %, mas de aproximadamente el 95 %, mas de aproximadamente el 96 %, mas de
aproximadamente el 97 %, mas de aproximadamente el 98 %, o mas de aproximadamente el 99 % de pureza
diaestereomérica. En una realizacién, cada resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 60 % a
aproximadamente el 99,9 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de X-fosfonato puede tener
de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 99 % de pureza diaestereomérica. En una realizacién, cada
resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 60 % a aproximadamente el 70 % de pureza
diaestereomérica. En una realizaciéon, cada resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 70 % a
aproximadamente el 80 % de pureza diaestereomérica. En una realizacién, cada resto de X-fosfonato puede tener
de aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 90 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada
resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 80 % a aproximadamente el 99 % de pureza
diaestereomérica. En una realizacién, cada resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 85 % a
aproximadamente el 95 % de pureza diaestereomérica. En una realizacion, cada resto de X-fosfonato puede tener
de aproximadamente el 90 % a aproximadamente el 95 % de pureza diaestereomérica. En una realizacién, cada
resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 95 % a aproximadamente el 99 % de pureza
diaestereomérica. En una realizaciéon, cada resto de X-fosfonato puede tener de aproximadamente el 90 % a
aproximadamente el 99,9 % de pureza diaestereomérica.

La cantidad de una configuracién particular con respecto a otra configuracion afecta la estructura tridimensional de
los acidos nucleicos, ademas de su estabilidad. Por consiguiente, diferentes configuraciones afectan las propiedades
biolégicas, quimicas y fisicas de los acidos nucleicos. En una realizacion, el acido nucleico comprende un mayor
porcentaje de configuracién Sp que configuracion Rr. En otra realizacion, el acido nucleico comprende un mayor
porcentaje de configuracion Re que configuracién Se. En otra realizacion, el acido nucleico comprende el mismo
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porcentaje de configuracion Rp que configuracion Se. En una realizacion, el acido nucleico puede comprender O-
20 % de configuracién Rp. En una realizacion, el acido nucleico puede comprender 20-40 % de configuracion Re. En
una realizacion, el acido nucleico puede comprender 40-60 % de configuracién Rp. En una realizacién, el acido
nucleico puede comprender 60-80 % de configuracion Re. En una realizacion, el acido nucleico puede comprender
80-100 % de configuracion Re. En una realizacion, el acido nucleico puede comprender 0-20 % de configuracion Se.
En una realizacién, el acido nucleico puede comprender 20-40 % configuracion de Sp. En una realizacién, el acido
nucleico puede comprender 40-60 % de configuracion Sp. En una realizacion, el acido nucleico puede comprender
60-80 % de configuraciéon Sp. En una realizacién, el acido nucleico puede comprender 80-100 % de configuracion
Se.

Longitud del acido nucleico modificado en el atomo de fésforo.

El acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de formula 1 comprende de aproximadamente 1
nucleésido a aproximadamente 200 nucleésidos. En algunas realizaciones, el acido nucleico que comprende un
resto de X-fosfonato quiral de formula 1 se combina ademas en oligémeros o polimeros. En algunas realizaciones, el
acido nucleico de formula 1 es un dimero. En otras realizaciones, el acido nucleico de formula 1 comprende hasta
aproximadamente 100 nucleésidos. En otras realizaciones, el acido nucleico de férmula 1 comprende hasta
aproximadamente 150 nucleésidos. En otras realizaciones, el acido nucleico de férmula 1 comprende hasta
aproximadamente 200 nucleésidos. En otras realizaciones, el acido nucleico de férmula 1 comprende hasta
aproximadamente 300 nucleo6sidos. En algunas realizaciones, el acido nucleico de formula 1 comprende de 1 a
aproximadamente 200 nucledsidos. En otras realizaciones, el acido nucleico comprende de 1 a aproximadamente
150 nucleosidos. En realizaciones adicionales, el acido nucleico contiene de 1 a aproximadamente 10 nucleésidos.
En otras realizaciones, el 4cido nucleico contiene de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 nucleésidos. En
realizaciones adicionales, el acido nucleico contiene de aproximadamente 10 a aproximadamente 100 nucleosidos.
En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende de 1 a aproximadamente 5 nucleésidos, o aproximadamente
5 a aproximadamente 10 nucledsidos, o aproximadamente 5 a aproximadamente 15 nucledsidos, o
aproximadamente 10 a aproximadamente 20 nucledsidos, o aproximadamente 15 a aproximadamente 25
nucledsidos, o aproximadamente 20 a aproximadamente 30 nucle6sidos, o aproximadamente 25 a
aproximadamente 35 nucleésidos, o aproximadamente 30 a aproximadamente 40 nucledsidos. En algunas
realizaciones de férmula 1, n es un numero entero de 1 a aproximadamente 200. En algunas realizaciones de
férmula 1, n es un nimero entero de 1 a aproximadamente 150. En algunas realizaciones de formula 1, n es un
nuamero entero de 1 a aproximadamente 10. En algunas realizaciones de fé&rmula 1, n es un numero entero de 10 a
aproximadamente 50. En algunas realizaciones de formula 1, n es un numero entero de 10 a aproximadamente 100.
En algunas realizaciones de formula 1, n es un numero entero de 1 a aproximadamente 5, o aproximadamente 5 a
aproximadamente 10, o aproximadamente 5 a aproximadamente 15, o aproximadamente 10 a aproximadamente 20,
o aproximadamente 15 a aproximadamente 25, o aproximadamente 20 a aproximadamente 30, o aproximadamente
25 a aproximadamente 35, o aproximadamente 30 a aproximadamente 40.

Variaciones adicionales del acido nucleico modificado en el atomo de fésforo.

El acido nucleico de formula 1 puede ser monocatenario. En algunas realizaciones, el acido nucleico de formula 1 se
hibrida con una hebra complementaria para formar un acido nucleico bicatenario.

En algunas realizaciones, el acido nucleico de férmula 1 puede comprender una estructura lineal abierta. En otras
realizaciones, los extremos respectivos del acido nucleico de férmula 1 se unen para formar una estructura circular.

Dentro de un acido nucleico, el componente de azucar de cada unidad comprende los mismos azlcares o
diferentes. En algunas realizaciones, los azucares son azicares modificados o azlcares que estan sustituidos. En
algunas realizaciones, los azucares son todos restos de azucar ribosa. En algunas realizaciones, los azucares son
todos restos de azucar desoxirribosa. En otras realizaciones, los azucares son todos restos pentofuranosa,
pentopiranosa o hexopiranosa. En realizaciones adicionales, el componente de azicar comprende estructuras de
anillo cerradas o estructuras abiertas.

Dentro de la estructura del acido nucleico, se denomina cominmente que los puentes de atomos de fésforo estan
formando el esqueleto internucleosidico de los acidos nucleicos. Los enlaces del esqueleto internucleosidico en los
acidos nucleicos incluyen, y no se limitan a, puentes de atomos de fésforo 2' a 5', puentes de atomos de fosforo 3' a
5', puentes de atomos de fésforo 5' a 3' y los puentes de atomos de fésforo 3' a 2' y los puentes 4' a 2' descritos en la
patente de EE.UU. N.° 6.608.186 y Joyce, G.F. Nature, 2002, 418, 214-220. Ejemplos no limitantes de estas
variaciones en los enlaces del esqueleto internucleosidico se muestran a continuacion:
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Dependiendo del componente de azlcar o de azucar modificado, también se contemplan otros tipos de puentes de
atomos de fésforo que incluyen, y no se limitan a, los puentes de bisfosfonato de metileno mostrados a continuacién
y descritos en Xu, L. et al, J. Med. Chem., 2005, 48,4177-4181.
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El acido nucleico de férmula 1 puede comprender las mismas nucleobases o diferentes. En algunas realizaciones, el
acido nucleico de formula 1 comprende todas las nucleobases iguales. En otras realizaciones, el acido nucleico de
formula 1 comprende todas las nucleobases diferentes. En otras realizaciones, el acido nucleico de formula 1
comprende las nucleobases que existen de forma natural. En algunas realizaciones, el acido nucleico de férmula 1
comprende nucleobases modificadas. En aun otras realizaciones, el acido nucleico contiene nucleobases que imitan
la secuencia de nucleobases de un acido nucleico encontrado en la naturaleza. En algunas realizaciones, el acido
nucleico de féormula 1 comprende una mezcla de nucleobases que existen de forma natural y nucleobases
modificadas.

Moléculas que comprenden un resto de H-fosfonato aquiral.

La molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral es un compuesto de formula 2:

R Ba

O\\p/O R?
H” Yoz’
Férmula 2

En la formula 2, R" es -NRYRY, -N3, haldgeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), -ORe o -SR°.

Y'es O, NRY, S o Se.
R2 es un resto de bloqueo.
R° es un grupo de bloqueo.

Cada caso de RY es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®).
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Cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2-
o heteroaril-Y2-.

Y2es O,NRY0 S.

R? es hidrogeno, -NRIRY, Ns, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-,
heteroaril-Y'-, -ORP 0 -SR¢, en el que R® es un resto de bloqueo.

Ba es una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o nucleobase modificada.

Z* es ibn amonio, idn alquilamonio, ién imino heteroaromatico o i6n imino heterociclico, cualquiera de los cuales es
primario, secundario, terciario o cuaternario, o un i6n metalico monovalente.

En algunas realizaciones, Z es i6n piridinio, i6n trietilamonio, i6n N,N-diisopropiletilamonio, ién 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio, i6n sodio o ibn potasio.

En algunas realizaciones, el azdcar es un anillo de ribosa. En otras realizaciones, el azicar es restos desoxirribosa,
pentofuranosa, pentopiranosa o hexopiranosa. En otras realizaciones, el azucar es un azucar modificado. En
algunas realizaciones, el azucar es un analogo de glicerol o un azucar con sustituciones.

Los monomeros de nucledsidos de H-fosfonato se preparan faciimente y son estables. Se han descrito métodos de
su preparacion (véase, por ejemplo, Froehler, B.C. Methods in Molecular Biology. En Protocols for Oligonucleotides
and Analogs; Agrawal, S., Ed.; Humana: Totowa, 1993; vol 20, p 63-80).

En algunas realizaciones, el monémero de nucle6sidos comprende un resto de H-fosfonato aquiral unido al
nucleosido en la posicion 3'. En aun realizaciones adicionales, el monémero de nucledsidos comprende un resto de
H-fosfonato aquiral unido al resto de nucle6sido en la posicion 3' mediante un resto de enlace intermedio. En
realizaciones especificas, el resto de enlace intermedio es un grupo metileno (véase, por ejemplo, el documento
WO/2001/02415). En algunas realizaciones, el resto de H-fosfonato esta unido en la posicion 2' del monémero de
nucleoésidos. En otras realizaciones, el monémero de nucleésidos comprende un resto de H-fosfonato aquiral unido
al nucleédsido en la posicion 5'.

Compuestos con un resto nucledfilo libre.

El compuesto que comprende un resto nucleofilo libre es un compuesto de férmula 4-1 y reacciona en el centro de
fésforo del producto intermedio quiral. La direccion de ataque en el fésforo por el grupo o resto nucleéfilo depende
de los sustituyentes del auxiliar quiral en el producto intermedio quiral (producto intermedio condensado). En una
realizacién, la adicion de un reactivo de activacion puede ser util para ayudar al compuesto que comprende un resto
nucleofilo libre a reaccionar en el centro de fésforo del producto intermedio quiral.

N Ba
R2
D i

a
R |
Oa
e

Férmula 4-1

En algunas realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre es un acido nucleico previamente
preparado usando métodos descritos en el presente documento o se prepara usando otros métodos conocidos de la
sintesis de acidos nucleicos. En una realizacion, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre comprende
un unico monémero de nucledsidos. En otra realizaciéon, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre
comprende mas de una unidad de nucleésidos. En algunas realizaciones, el compuesto que comprende un resto
nucleofilo libre es un producto de una etapa de alargamiento de cadena. En aun otras realizaciones, el compuesto
que comprende un resto nucledfilo libre es un oligomero. En realizaciones adicionales, el compuesto que comprende
un resto nucledfilo libre es un polimero. En algunas realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucleofilo
libre comprende un grupo hidroxilo como resto nucledfilo libre. En algunas realizaciones, el compuesto que
comprende un resto nucledfilo libre comprende un grupo amino como resto nucledfilo libre. En algunas realizaciones,
el compuesto que comprende un resto nucleéfilo libre comprende un grupo tiol como resto nucledfilo libre.
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En algunas realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre comprende un resto nucledfilo en
cualquier posicion del azucar de nucleosido. En algunas realizaciones, el resto nucledfilo esta localizado en la
posicion 5' del aztcar. En algunas realizaciones, el resto nucleéfilo esta localizado en la posiciéon 4' del azlcar. En
otras realizaciones, el resto nucledéfilo esta localizado en la posicién 3' del azlcar. En otras realizaciones, el resto
nucledfilo esta localizado en la posicion 2' del azlcar.

En algunas realizaciones, el compuesto de formula 4-1 es un nucledsido que comprende un resto 5-OH y es un
compuesto de formula 4:

a
R2

10 N

JZ ™ a

R? m
A
£y
Férmula 4

En la férmula 4, cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -NRIRY, Nz, haldgeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® o -SR¢, en el que RP es un resto de
bloqueo.

Y'es O, NRY, S o Se.

R® es un grupo de bloqueo.

Cada caso de RY es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®).

Cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2-
o heteroaril-Y2-.

Y2es O,NR%0 S.

Cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o
nucleobase modificada.

m es un numero entero de 0 a n-1.
n es un numero entero de 1 a aproximadamente 200.

Oa esta conectado a un resto de tritilo, un resto de sililo, un resto de acetilo, un resto de acilo, un resto de arilacilo,
un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace conectado a un acido nucleico.

JesOyDesH,oJes S, Se o BHsy D es un ligando quiral Ci o un resto de formula A:

l

N owes

ol K
G3 G2
Férmula A

en la que W1 y W2 son independientemente NHG®, OH o SH.
A es hidrégeno, resto de acilo, arilo, alquilo, aralquilo o sililo.
G', G? G® G*y G° son independientemente hidrogeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heteroarilo o arilo, o dos de G', G2, G% G* y G® son G® que tomados conjuntamente forman un anillo
carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene heteroatomo de hasta
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aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no condensado, y en el
que no mas de cuatro de G', G2, G3, G*y G° son G°.

En otras realizaciones, donde J es S, Se o0 BH3 y D es un resto de formula A-I:
A

.
gt

/
U1 =U
v = > 3'/
G4 H \‘(Uﬁ:‘ /G1
G? G2
Férmula A-l

en la que U1, Us, Uz, 1, G', G2, G%, G* W1, W2, A son como se definen en el presente documento para la
férmula 3-I. En una realizacion de la formula A-l, A es hidrégeno.

En algunas realizaciones, el nucledsido que comprende un resto 5-OH de férmula 4 es un producto intermedio de un
ciclo de alargamiento de cadena previo como se describe en el presente documento. En aun otras realizaciones, el
compuesto de formula 4 es un producto intermedio de otro método sintético de acido nucleico conocido. En algunas
realizaciones, el compuesto de férmula 4 esta unido a un soporte sélido. En otras realizaciones, el compuesto de
férmula 4 no esta unido a soporte solido y esta libre en el disolvente o solucion.

En una realizacion, m es 0 y el compuesto de férmula 4 es una Unica unidad de nucleosidos y se considera el primer
nucledsido del acido nucleico. En alguna realizacion, m es 0 y el compuesto de formula 4 es una unidad de
nucleésidos unida a otro acido nucleico mediante el oxigeno de 3'. En otras realizaciones, m es mayor de 0 y el
compuesto de formula 4 es un acido nucleico polimérico u oligomérico que comprende un resto 5-OH. En otras
realizaciones, m es mayor de 0 y el compuesto de férmula 4 es el producto final de un ciclo de alargamiento de
cadena previo. En algunas realizaciones, donde m es mayor de 0, el compuesto de férmula 4 es un nucleésido que
se une ademas a un nucleétido, mediante un enlace tanto en la posicién 3' como en otra posicién en el nucleédsido.

Donde el compuesto de férmula 4 esta unido a otro nucleétido o acido nucleico, el enlace del esqueleto
internucleosidico de fosfato incluye, y no se limitan a, puentes de atomos de fésforo 2' a 5', puentes de atomos de
fosforo 3' a &', puentes de atomos de fosforo 5' a 3' y los puentes de atomos de fosforo 3' a 2' y puentes 4' a 2'. El
enlace del esqueleto internucleosidico de fosfato incluye otros tipos de puentes de atomos de fésforo, también se
contempla que incluyen, pero no se limitan a, puentes de metilenbisfosfonato.

El acido nucleico de formula 1 comprende las mismas nucleobases o diferentes. En algunas realizaciones, el acido
nucleico de formula 1 comprende todas las nucleobases iguales. En otras realizaciones, el acido nucleico de formula
1 comprende nucleobases diferentes. En otras realizaciones, el acido nucleico de féormula 1 comprende las
nucleobases que existen de forma natural. En algunas realizaciones, el acido nucleico de formula 1 comprende
nucleobases modificadas. En aun otras realizaciones, el acido nucleico contiene nucleobases que imitan la
secuencia de nucleobases de un &cido nucleico encontrado en la naturaleza. En algunas realizaciones, el &cido
nucleico de férmula 1 comprende una mezcla de nucleobases que existen de forma natural y nucleobases
modificadas.

El compuesto que comprende un resto nucleofilo libre esta libre en solucién. En algunas realizaciones, el compuesto
que comprende un resto nucledfilo libre no esta unido a un soporte solido. Esto permite sintetizar los acidos
nucleicos en solucion (sintesis en fase liquida o sintesis en fase de solucién). Alternativamente, el compuesto que
comprende un resto nucledfilo libre se une previamente a otro resto tal como un soporte solido. En algunas
realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucleofilo libre es un nucleésido unido a un soporte sélido en el
hidroxilo 3' del nucleédsido. La unién del acido nucleico a un soporte sélido permite la sintesis usando sintesis en fase
sélida. Durante la sintesis de acidos nucleicos, el compuesto unido a un soporte sélido se trata con diversos
reactivos en un ciclo de alargamiento de cadena o ciclos de alargamiento de cadena repetidos para lograr el
alargamiento escalonado de una cadena de acido nucleico en crecimiento con unidades de acido nucleico
individuales. Las etapas de purificaciéon normalmente no se llevan a cabo hasta que se sintetiza la secuencia de
acidos nucleicos completamente ensamblada. Se conocen diversos tipos de materiales de soporte solido y se usan
en la sintesis de acidos nucleicos, proteinas y oligosacaridos. En algunas realizaciones, el compuesto que
comprende un resto nucleéfilo libre se une a un soporte sélido mediante un resto de enlace. En otras realizaciones,
el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre se une a un soporte sélido sin un resto de enlace.

El compuesto que comprende un resto nucledfilo libre comprende un azulcar, azlcar sustituido o aztcar modificado.
En algunas realizaciones, el azlicar es un azucar ribosa. En algunas realizaciones, el azucar es un azucar
desoxirribosa. En algunas realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre comprende una
mezcla de un azucar ribosa y un azdcar desoxirribosa. En otras realizaciones, el azicar es restos de pentofuranosa,
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pentopiranosa, hexopiranosa o mezclas de los mismos. En realizaciones adicionales, el azicar comprende una
estructura de anillo cerrada, una estructura abierta, o mezclas de las mismas.

El reactante de nucledsido que comprende un resto OH sin proteger puede contener el grupo OH sin proteger en
cualquier posicion en el nucleo de azucar. En una realizacién, un resto de H-fosfonato aquiral se condensa con un
nucleésido que comprende un resto 5'-OH para formar el producto intermedio condensado. En otra realizacién, un
resto de H-fosfonato aquiral se condensa con un nucledsido que comprende un resto 4'-OH para formar el producto
intermedio condensado. En otra realizacién, un resto de H-fosfonato aquiral se condensa con un nucleésido que
comprende un resto 3'-OH para formar el producto intermedio condensado. En otra realizacion mas, un resto de H-
fosfonato aquiral se condensa con un nucleésido que comprende un resto 2'-OH para formar el producto intermedio
condensado.

En algunas realizaciones, acidificar el producto intermedio condensado produce un compuesto de formula 4 en la
gue m es al menos uno. En otras realizaciones, el producto intermedio condensado comprende un resto de férmula
A', que es equivalente a un resto de formula A en la que A es hidrégeno y en la que G’ y G2 son independientemente
alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heteroarilo o arilo y G3, G* y G® son independientemente hidrogeno,
alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G2, G3, G* y G® son G°®
que tomados conjuntamente forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que
contiene heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado
o no condensado, y en el que no mas de cuatro de G, G2, G®, G* y G® son G¢.

Discusion detallada de los métodos de sintesis.

La extension de la cadena de acido nucleico puede realizarse en la direccion 3' a 5'. En una realizacion, el acido
nucleico se sintetiza a partir del hidroxilo libre en el extremo 5' en ciclos repetitivos de reacciones quimicas.
Alternativamente, la extensién de la cadena de acido nucleico puede realizarse en la direccién 5' a 3'. En una
realizacién, el acido nucleico se sintetiza a partir del hidroxilo libre en el extremo 3' en ciclos repetitivos de
reacciones quimicas.

Una realizacion del método de sintesis del acido nucleico se muestra en el esquema 5 (Via A). Se entiende que los
métodos en el presente documento no se limitan al esquema, su secuencia de acontecimientos o sus productos
intermedios como se ilustran. En una realizaciéon descrita en el Esquema 5, un H-fosfonato aquiral de férmula 2 se
trata con un reactivo de condensacion para formar un producto intermedio de estructura Il. En una realizacién, un
reactivo de activacion se afiade a la mezcla de reaccién durante la etapa de condensacién. El uso de un reactivo de
activacion depende de las condiciones de reaccién tales como los disolventes que se usan para la reaccion. El
producto intermedio de estructura Il no se aisla y se trata en el mismo recipiente con un reactivo quiral para formar
un producto intermedio quiral de estructura Ill. El producto intermedio de estructura Ill no se aisla y se somete a una
reacciéon en el mismo recipiente con un nucleésido o nucleésido modificado de estructura IV para proporcionar un
compuesto de fosfito quiral de estructura V. En algunas realizaciones, la estructura V se extrae en un disolvente para
separarla de productos secundarios, impurezas y/o reactivos. En otras realizaciones, cuando el método se realiza
mediante sintesis en fase solida, el soporte solido que comprende el compuesto de estructura V se filtra de los
productos secundarios, impurezas y/o reactivos. Si el acido nucleico final es mas grande que un dimero, el auxiliar
quiral en el compuesto de estructura V se termina con un grupo de bloqueo para proporcionar un compuesto de
estructura VI. Si el acido nucleico final es un dimero, entonces no es necesaria la etapa de terminacién. El
compuesto de estructura VI se modifica mediante reaccién con un electréfilo para proporcionar un compuesto de
estructura VII. El producto intermedio condensado modificado y terminado de estructura VIl se desbloquea para
eliminar el grupo de bloqueo en el extremo 5' de la cadena de &cido nucleico en crecimiento para proporcionar un
compuesto de estructura IV. Se permite opcionalmente que el compuesto de estructura 1V vuelva a entrar en el ciclo
de alargamiento de cadena para formar un producto intermedio condensado, un producto intermedio condensado
terminado, un producto intermedio condensado terminado modificado y un producto intermedio terminado modificado
desprotegido en 5'. Siguiendo al menos una ronda del ciclo de alargamiento de cadena, el producto intermedio
terminado modificado desprotegido en 5' se desbloquea adicionalmente por eliminacion del ligando del auxiliar quiral
y otros grupos protectores, por ejemplo, grupos protectores de nucleobase, nucleobase modificada, azucar y azucar
modificado, para proporcionar un acido nucleico de formula 1. En otras realizaciones, el nucleésido que comprende
un resto 5'-OH es un producto intermedio de un ciclo de alargamiento de cadena previo como se describe en el
presente documento. En aun otras realizaciones, el nucleésido que comprende un resto 5-OH es un producto
intermedio obtenido de otro método sintético de acidos nucleicos conocido. Después de un ciclo de sintesis con el
primer nucledsido, los nucleodsidos, nucleétidos o acidos nucleicos que contienen un resto -OH no protegido pueden
usarse para ciclos de alargamiento posteriores. En realizaciones donde se usa un soporte solido, el acido nucleico
modificado en el atomo de fésforo se escinde entonces del soporte sélido. En ciertas realizaciones, los acidos
nucleicos se dejan unidos sobre el soporte sélido para fines de purificacion y luego se escinden del soporte sélido
tras la purificacién. En una realizacion, la sintesis descrita en el Esquema 5 (Via A) es util cuando las posiciones G'
y G2 del ligando del auxiliar quiral de formula A son hidrégeno. En aln otras realizaciones, los compuestos de
estructura I1-VIl comprenden un resto de formula A-I en lugar de un resto de formula A.
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Esquema 5. Sintesis de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de férmula 1
mediante la Ruta A.
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En otra realizacién, descrita en el Esquema 6 (Ruta B), un H-fosfonato aquiral de férmula 2 se trata con un reactivo
de condensacién para formar un producto intermedio de estructura Il. En una realizacién, un reactivo de activacion
se afiade a la mezcla de reaccion durante la etapa de condensacion. El uso de un reactivo de activacion depende de
las condiciones de reaccion tales como los disolventes que se usan para la reaccion. El producto intermedio de
estructura Il no se aisla y se trata en el mismo recipiente con un reactivo quiral para formar un producto intermedio
quiral de estructura lll. El producto intermedio de estructura Ill no se aisla y se somete a una reaccién en el mismo
recipiente con un nucleésido o nucledsido modificado de estructura IX para proporcionar un compuesto de fosfito
quiral de estructura X. En algunas realizaciones, la estructura X se extrae en un disolvente para separarla de
productos secundarios, impurezas y/o reactivos. En otras realizaciones, cuando el método se realiza mediante
sintesis en fase soélida, el soporte sélido que comprende el compuesto de estructura X se filira de los productos
secundarios, impurezas y/o reactivos. El compuesto de estructura X se trata con un acido para eliminar el grupo de
bloqueo en el extremo 5' de la cadena de acido nucleico en crecimiento (estructura XI). La etapa de acidificacion
también elimina el ligando de auxiliar quiral para proporcionar un compuesto de estructura IX. Se permite
opcionalmente que el producto intermedio desbloqueado en 5' vuelva a entrar en la ciclo de alargamiento de cadena
para formar un producto intermedio condensado que contiene un extremo 5' bloqueado, que entonces se acidifica
hasta eliminar el grupo de bloqueo del extremo 5' y el ligando de auxiliar quiral. Siguiendo al menos una ronda de
ciclo de alargamiento de cadena, el producto intermedio desprotegido en 5' se somete a una etapa de modificacion
para introducir un resto X unido a cada uno de los atomos de fésforo para proporcionar un compuesto de estructura
XIl. El producto intermedio modificado se desbloquea por la eliminacion de los grupos protectores restantes, por
ejemplo, se eliminan los grupos protectores de nucleobase, nucleobase modificada, azucar o azucar modificado,
para proporcionar un acido nucleico de formula 1. En otras realizaciones, el nucleésido que comprende un resto 5'-
OH es un producto intermedio de un ciclo de alargamiento de cadena previo como se describe en el presente
documento. En aun otras realizaciones, el nucleésido que comprende un resto 5-OH es un producto intermedio
obtenido de otro método sintético de acidos nucleicos conocido. Después de un ciclo de sintesis con el primer
nucledsido, el nucledsido, nucleotido o acido nucleico que contiene un resto -OH no protegido puede usarse para
ciclos de alargamiento posteriores. En realizaciones donde se usa un soporte sélido, el acido nucleico modificado en
el atomo de fésforo se escinde entonces del soporte so6lido. En ciertas realizaciones, los acidos nucleicos se dejan
unidos sobre el soporte sélido para fines de purificaciéon y luego se escinden del soporte sélido tras la purificacion.
En una realizacion, la sintesis descrita en el Esquema 6 (Ruta B) es util cuando las posiciones G' y G2 del ligando de
auxiliar quiral de formula A no son hidrégeno. En algunas realizaciones, los compuestos de estructuras Ill, X y XI
comprenden un resto de formula A-1 en lugar de un resto de férmula A.
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Esquema 6. Sintesis de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de férmula 1
mediante la Ruta B.
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Sintesis de 5' a 3' inversa de acidos nucleicos.

Un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de formula 1 se sintetiza alternativamente de la
direccién 5' a 3'. En realizaciones donde se usa un soporte solido, el acido nucleico se une al soporte sélido
10 mediante su extremo 5' del acido nucleico en crecimiento, presentando asi su grupo 3' para la reaccion, que incluye
reaccion enzimatica (por ejemplo, ligacion y polimerizacion). En algunas realizaciones, esta orientacion se manipula
preparando monomeros de nucledsidos que comprenden un resto de H-fosfonato aquiral en la posicion 5' y grupo
hidroxilo protegido en la posiciéon 3'. En una realizacion, el acido nucleico se sintetiza segun el Esquema 7. En el
Esquema 7, -R* es -ORP como se ha definido anteriormente o, en el ultimo ciclo de sintesis, es R* que es

15 equivalente a R' como se define en el presente documento.
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Esquema 7. Sintesis de 5' a 3' de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de formula
1.
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Férmula 1r

En la realizacion descrita en el Esquema 7, se trata un H-fosfonato aquiral de estructura Ir con un reactivo de
condensacion para formar un producto intermedio de estructura Il.. El producto intermedio de estructura Il- no se
aisla y se trata en el mismo recipiente con un reactivo quiral para formar un producto intermedio de estructura Ill;. En
una realizacion, un reactivo de activacion se usa durante la etapa de condensacion. El uso de un reactivo de
activacion depende de las condiciones de reaccién tales como los disolventes que se usan para la reaccion. El
producto intermedio de estructura Ill: no se aisla y se somete a una reaccion en el mismo recipiente con un
nucleésido o nucledsido modificado de estructura Xlll para proporcionar un compuesto de fosfito quiral de estructura
XIV. En algunas realizaciones, la estructura XIV se extrae en un disolvente para separarla de productos secundarios,
impurezas y/o reactivos. En otras realizaciones, cuando el método se realiza mediante sintesis en fase soélida, el
soporte solido que comprende el compuesto de estructura XIV se filtra de los productos secundarios, impurezas y/o
reactivos. El compuesto de estructura XIV se trata con un acido para eliminar el grupo de bloqueo en el extremo 3'
de la cadena de acido nucleico en crecimiento (estructura XV). La etapa de acidificacion también elimina el ligando
de auxiliar quiral para proporcionar un compuesto de estructura XIll. Se permite opcionalmente que el producto
intermedio desbloqueado en 3' vuelva a entrar en la ciclo de alargamiento de cadena para formar un producto
intermedio condensado que contiene un extremo 3' bloqueado, que entonces se acidifica hasta eliminar el grupo de
bloqueo del extremo 3' y el ligando de auxiliar quiral. Siguiendo al menos una ronda de ciclo de alargamiento de
cadena, el producto intermedio desprotegido en 3' se somete a una etapa de modificaciéon para introducir un resto X
unido a cada uno de los atomos de fésforo para proporcionar un compuesto de estructura XVI. El producto
intermedio modificado se desbloquea por la eliminacion de los grupos protectores restantes, por ejemplo, se
eliminan grupos protectores de nucleobase, nucleobase modificada, azticar o azucar modificado, para proporcionar
un acido nucleico de formula 1. En otras realizaciones, el nucledsido que comprende un resto 3'-OH es un producto
intermedio de un ciclo de alargamiento de cadena previo como se describe en el presente documento. En aun otras
realizaciones, el nucledsido que comprende un resto 3'-OH es un producto intermedio obtenido de otro método
sintético de &cidos nucleicos conocido. Después de un ciclo de sintesis con el primer nucleésido, pueden usarse
nucleésidos, nucleétidos o acidos nucleicos que contienen un resto -OH no protegido para ciclos de alargamiento
posteriores. En realizaciones donde se usa un soporte soélido, el acido nucleico modificado en el atomo de fésforo
puede entonces escindirse del soporte sélido, localizado en el extremo 5'. En ciertas realizaciones, los acidos
nucleicos pueden opcionalmente dejarse unidos sobre el soporte sélido para fines de purificacién y luego se
escinden del soporte sélido tras la purificacion. En un aspecto, la sintesis descrita en el Esquema 7 es util cuando
ninguna de las posiciones G' y G? del ligando de auxiliar quiral de formula A son hidrégeno. La sintesis de 5' a 3'
inversa puede llevarse a cabo usando los mismos materiales de partida en el Esquema 7 en un mecanismo analogo
a las etapas en la Ruta A. En algunas realizaciones, los compuestos de estructuras llI;, XIV y XV comprenden un
resto de férmula A-l en lugar de un resto de férmula A.
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Ciclo de alargamiento de cadena.

La sintesis estereoselectiva de un acido nucleico modificado en un atomo de fésforo comprende un ciclo de
alargamiento de cadena. El ciclo de alargamiento de cadena empieza con una reaccién de condensacién entre un
compuesto que es la siguiente unidad (por ejemplo, molecular que comprende un resto de H-fosfonato aquiral) que
va a afadirse al acido nucleico y otro compuesto que comprende un resto nucledfilo libre (por ejemplo, resto
hidroxilo). En algunas realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre es un nucleésido de
monomero. En otras realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre es un oligémero o polimero
de acido nucleico de un ciclo de alargamiento de cadena previo como se describe en el presente documento. En
otras realizaciones, el compuesto que comprende un resto nucleofilo libre es un oligbmero o polimero de acido
nucleico de un ciclo de alargamiento de cadena realizado usando otros métodos conocidos en la técnica.

El numero de rondas de ciclos de alargamiento de cadena se determina por la longitud del acido nucleico que se
sintetiza. En algunas realizaciones, el ciclo de alargamiento de cadena se produce una vez. En otras realizaciones,
el ciclo de alargamiento de cadena se repite mas de una vez para lograr el alargamiento escalonado de una cadena
de oligonucledtido en crecimiento con unidades de nucleétido individuales.

En una realizacion, se necesita una ronda del ciclo de alargamiento de cadena si un acido nucleico es un dimero. En
otra realizacién, se necesitan 9 rondas del ciclo de alargamiento de cadena si un acido nucleico comprende diez
unidades de nucledsido. En otra realizacién més, se necesitan 20 rondas del ciclo de alargamiento de cadena si van
a afiadirse 20 unidades de nucledsido adicionales a una cadena de acido nucleico previamente sintetizada. Sera
evidente para aquellos expertos en la técnica que el nimero de ciclos de alargamiento de cadena puede ajustarse
para la longitud diana del &cido nucleico. Los &cidos nucleicos sintetizados por los métodos en el presente
documento no estan limitados por el numero de ciclos de alargamiento de cadena como se describe en el presente
documento.

Modificacién del producto intermedio condensado obtenido mediante la Ruta A para introducir un resto de X-
fosfonato.

Esquema 8. Modificacion del producto intermedio condensado obtenido mediante la Ruta A.
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En el compuesto de formula 5, R' es -NRYRY, -N3, halégeno, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-,
alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2 o -HP(0)(R®), -OR? 0 -SR°.

Y'es O, NRY, S o Se; R? es un resto de bloqueo.
R° es un grupo de bloqueo.

Cada caso de RY es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®).

Cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2-
o heteroaril-Y2-.

Y2es O,NRY0 S.
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Cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -NRYRY, N3, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-,
alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR o -SR¢, en el que RP es un resto de bloqueo.

Cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo,
o nucleobase modificada.

Cada caso de J es S, Se 0 BHz; v es un niumero entero de 1 a n-1.

Oa esta conectado a un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace conectado a un acido
nucleico.

A es un resto de acilo, arilo, alquilo, aralquilo o de sililo; y G', G2, G%, G* y G® son independientemente hidrogeno,
alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G?, G®, G* y G® son G°®
que tomados conjuntamente forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que
contiene heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado
o no condensado, y en el que no mas de cuatro de G, G?, G?, G* y G® son G¢.

En algunas realizaciones, el compuesto de formula 5 comprende un resto de férmula A-l unido en el atomo de
fésforo. En otras realizaciones, el compuesto de férmula 5 comprende un resto de formula A unido en el atomo de
fésforo. En el método ilustrado en la Ruta A, el producto intermedio condensado resultante de la adicién de un nuevo
nucleésido se termina para producir el compuesto de estructura V y entonces se modifica en el fésforo para
introducir J, que es S, Se o BHs, produciendo un compuesto de formula 5, donde v es un nimero entero de 1 a n-1.
El compuesto de férmula 5 tanto se trata para escindir el auxiliar quiral terminado y desbloquear los grupos de
bloqueo restantes como se somete a ciclos adicionales de alargamiento de cadena y modificacién de fosforo. En el
caso de que el acido nucleico final sea un dimero, la terminacién no es necesaria. En una realizacion de la
estructura V, A es hidrégeno, resto de acilo, arilo, alquilo, aralquilo o de sililo. En una realizacién del Esquema 9, el
producto intermedio condensado resultante de la adicidon de un nuevo nucleésido no se termina para producir un
compuesto de estructura V, donde v es 0. Esta estructura V, donde v es 0, se modifica entonces en el fésforo para
introducir J, que es S, Se o BHs, produciendo un compuesto de formula 5, donde v es un nimero entero de 0.

En algunas realizaciones, el agente de modificacion es un electréfilo de azufre, electréfilo de selenio o agente de
boracion.

En algunas realizaciones, el electréfilo de azufre es un compuesto que tiene una de las siguientes formulas:
Sg (Férmula B), Z24-S-S-7%5 0 Z?4-S-X-Z25,
en las que Z?* y Z% son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, o Z% y 7%
se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar

sustituido o sin sustituir; X es SO2, O o NRf; y Rf es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo. En otras
realizaciones, el electréfilo de azufre es un compuesto de féormula B, C, D, Eo F:

NH, Et
HN—()
,QN y

S
! L ; s ¢
Ss
FérmulaB FérmulaC FérmulaD Férmula E Férmula F
En otras realizaciones, el electrofilo de azufre es la formula F, formula E o formula B.
En algunas realizaciones, el electréfilo de selenio es un compuesto que tiene una de las siguientes formulas:
Se (Formula G), Z%-Se-Se-Z%" o0 Z*-Se-X-Z?7,

en las que Z?° y Z%” son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,

heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, o Z% y 7%’

se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar

sustituido o sin sustituir; X es SOz, S, O o NR'; y R es hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

En otras realizaciones, el electréfilo de selenio es un compuesto de formula G, H, I, J, Ko L.
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En algunas realizaciones, el electrofilo de selenio es la férmula G o la férmula L.

En algunas realizaciones, el agente de boracién es borano-N,N-diisopropiletilamina (BHs-DIPEA), borano-piridina
(BH3:Py), borano-2-cloropiridina (BHs-CPy), borano-anilina (BHs-An), borano-tetrahidrofurano (BHs-THF) o borano-
sulfuro de dimetilo (BH3-Me2S), anilina-cianoborano, trifenilfosfina-carboalcoxiboranos.

En otras realizaciones, el agente de boracién es borano-N,N-diisopropiletilamina (BHs-DIPEA), borano-2-cloropiridina
(BH3:CPy), borano-tetrahidrofurano (BHs-THF) o borano-sulfuro de dimetilo (BH3-Me:2S).

En realizaciones adicionales, después de la modificacion del producto intermedio condensado obtenido mediante la
Ruta A, el compuesto de formula 5 se desbloquea en la posicion R' para producir un compuesto de formula 4, en la
que mes al menos 1, J es S, Se 0 BH3 y D es un resto de férmula A. En algunas realizaciones, tras el desbloqueo
de R', se produce un compuesto de férmula 4 en la que D es un resto de formula A-l. El compuesto de formula 4 se
hace reaccionar con un nucleésido de estructura Ill para producir un producto intermedio condensado. La etapa de
convertir el producto intermedio condensado comprende terminar el producto intermedio condensado y modificar el
producto intermedio condensado terminado para producir un compuesto de formula 5. En algunas realizaciones del
compuesto de formula 5, v es mayor de 2 y menor de aproximadamente 200. Se repite opcionalmente desbloquear
en la posicion R', hacer reaccionar con un nucledsido de estructura lll, terminar y modificar para formar un
compuesto de férmula 5 en la que v aumenta 1 nimero entero. En algunas realizaciones del compuesto de férmula
5, v es mayor de 3 y menor de aproximadamente 200.

En realizaciones adicionales, el compuesto de féormula 5 se convierte en el compuesto de formula 1 donde en
algunas realizaciones cada resto Ba no esta bloqueado. En otras realizaciones, el compuesto de formula 5 se
convierte en el compuesto de formula 1 en la que no todos los restos Ba estan sin bloquear.

R' es -OH, -SH, -NR9R¢, -N3, halégeno, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y*-,
aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), -OR? o0 -SR¢; donde Y' es O, NR¢Y, S 0 Se, R? es un resto de bloqueo y
Re es un grupo de bloqueo. En algunas realizaciones, R' estd desbloqueado. En aun otras realizaciones, R' sigue
bloqueado.

Cada caso de RY es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, sililo sustituido, carbamato, -
P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®), y cada caso de R® es independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo,
alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y2-, o un cation que es Na*', Li*' o K*', donde Y2 es O, NRY o
S.

Cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -OH, -SH, -NR9RY, Ns, haldégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-.

En algunas realizaciones, R® es H. En otras realizaciones, R® es un grupo de bloqueo o un resto de enlace
conectado a soporte solido, nucleosido, nucleétido o acido nucleico. En algunas realizaciones, cada caso de X es
independientemente -S'Z*, -Se’Z* o -BHsZ*; y Z* es i6n amonio, idén alquilamonio, i6n imino heteroaromatico o i6n
imino heterociclico, cualquiera de los cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z* es un i6n metalico
monovalente.

Modificacién del compuesto de formula 4 obtenido mediante la Ruta B para introducir un resto de X-
fosfonato.

Los métodos usados para modificar el compuesto de formula 4 obtenido mediante la Ruta B se ilustran en los
Esquemas de reacciéon 9a y 9b. El fosfonato y el fosfito son conocidos por tautomerizar y existir en equilibrio. El
tautomero de fosfito es menos estable que el tautomero de fosfonato. El equilibrio tiende hacia el tautdmero de
fosfonato en condiciones neutras debido al enlace P=0O muy fuerte. En condiciones acidas, el grupo fosforilo del
fosfonato llega a protonarse reversiblemente. La escision del enlace P-H en el producto intermedio se produce
lentamente para producir el producto intermedio de fosfito. La estructura IX se modifica entonces para formar la
estructura Xll, usando los reactivos mostrados en los Esquemas de reaccién 9a y 9b.
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Esquema de reaccion 9a. Modificacion de fosforo en los productos intermedios sintetizados mediante la
Ruta B, usando una halogenacion inicial en el fésforo.

amy
—~ y
H §e HO a reactivo H a H o
de halégeno
o R? R? positivo R2 R?
HO, 0.0 0.0

— 01 .0 b® X~ O 0. _— RO” "0 o _Ba
R2 im R2 |m R? |m | R? |m
x 4 A A A

Esquema de reaccion 9b. Modificacion de fésforo en los productos intermedios sintetizados mediante la
Ruta B, usando una sililacion inicial.
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En algunas realizaciones, la etapa de modificacion se realiza haciendo reaccionar la estructura IX con un reactivo de
halogenacién, seguido de haciendo reaccionar con un nucledfilo (Esquema 9a). En realizaciones especificas, el
reactivo de halogenacion es CCls, CBrs, Cls, Cl2, Brz, Iz, cloruro de sulfurilo (SO2Clz), fosgeno,
bis(triclorometil)carbonato (BTC), monocloruro de azufre, dicloruro de azufre, cloramina, CuClz2, N-clorosuccinimida
(NCS), N-bromosuccinimida (NBS) o N-yodosuccinimida (NIS). En otras realizaciones especificas, el reactivo de
halogenacioén es CCls, CBra, Clz, cloruro de sulfurilo (SO2Cl2) o N-clorosuccinimida (NCS). En algunas realizaciones,
el nucledfilo es aminas primarias o secundarias, alcoholes, o tioles. En otras realizaciones, el nucledfilo es NR'R™H,
RfOH o RfSH, en el que R es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo, y al menos uno de Rf de NR'R'H no es
hidrégeno.
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La etapa de modificacion también puede realizarse haciendo reaccionar la estructura IX con un reactivo de sililacién,
seguido de reaccion con un electrofilo de azufre, un electrofilo de selenio, un agente de boraciéon, un agente
alquilante, un aldehido o un agente acilante (Esquema 9b).

En realizaciones especificas, el reactivo de sililacion es clorotrimetilsilano (TMS-CI), cloruro de triisopropilsililo (TIPS-
Cl), cloruro de t-butildimetilsililo (TBDMS-CI), cloruro de t-butildifenilsililo (TBDPS-CI), 1,1,1,3,3,3-hexametildisilazano
(HMDS), N-trimetilsiliidimetilamina (TMSDMA), N-trimetilsilildietilamina (TMSDEA), N-trimetilsililacetamida (TMSA),
N, O-bis(trimetilsilillacetamida (BSA) o N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA).

En otras realizaciones especificas, el electrofilo de azufre es un compuesto que tiene una de las siguientes férmulas:
Sg (Formula B), Z24-S-S-7%1 0 Z?4-S-X-Z25,

en las que Z* y Z?° son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, 0 Z* y Z?5 se
toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar sustituido o
sin sustituir; X es SO2, O o NRf; y Rf es hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo. En otras realizaciones, el
electrofilo de azufre es un compuesto de férmula B, C, D, Eo F:

NH; Et
HN—<
i,g\l 2 S / S—S
AN §o b
Ss
FéormulaB FérmulaC FoérmulaD Férmula E Férmula F

En otras realizaciones, el electrofilo de azufre es la formula F, formula E o formula B.
En algunas realizaciones, el electrofilo de selenio es un compuesto que tiene una de las siguientes formulas:

Se (Formula G), Z%-Se-Se-Z%" o0 Z*-Se-X-Z?7,
en las que Z%® y Z? son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, acilo, amida, imida o tiocarbonilo, 0 Z%® y Z%" se
toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 8 miembros, que puede estar sustituido o

sin sustituir; X es SOz, S, O o NRf; y Rf es hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo.

En otras realizaciones, el electréfilo de selenio es un compuesto de formula G, H, I, J, Ko L.

S\

€ Se Pr\ —_
Se KSeCN I!>h Ph
FormulaG FérmulaH Foérmulal Férmula J Formula K Férmula L

En algunas realizaciones, el electréfilo de selenio es la formula G o la férmula L.

En algunas realizaciones, el agente de boracién es borano-N,N-diisopropiletilamina (BHs-DIPEA), borano-piridina
(BH3:Py), borano-2-cloropiridina (BHs-CPy), borano-anilina (BHs-An), borano-tetrahidrofurano (BHs-THF) o borano-
sulfuro de dimetilo (BHs3-Me2S), anilina-cianoborano, trifenilfosfina-carboalcoxiboranos. En otras realizaciones, el
agente de boracion es borano-N,N-diisopropiletiiamina (BH3-DIPEA), borano-2-cloropiridina (BHs-CPy), borano-
tetrahidrofurano (BHs-THF) o borano-sulfuro de dimetilo (BH3-Me:2S).

En otras realizaciones, el agente alquilante es un haluro de alquilo, haluro de alquenilo, haluro de alquinilo, sulfonato
de alquilo, sulfonato de alquenilo o sulfonato de alquinilo.

En otras realizaciones, el aldehido es (para)-formaldehido, alquilaldehido, alquenilaldehido, alquinilaldehido o
arilaldehido.

En aun otras realizaciones, el agente acilante es un compuesto de formula M o N:

g I
GJLM G 07 G’
Formula M Férmula N
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en las que G” es alquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi,
ariloxi o heteroariloxi; y M es F, ClI, Br, |, 3-nitro-1,2,4-triazol, imidazol, alquiltriazol, tetrazol, pentafluorobenceno o 1-
hidroxibenzotriazol.

En realizaciones adicionales, después de acidificar, el compuesto de formula 4, en la que m es al menos uno, J es O
y D es H, se hace reaccionar con un nucleésido de estructura Ill para formar un producto intermedio condensado,
que se convierte acidificando para producir un compuesto de férmula 4 en la que m es al menos 2 y menos de
aproximadamente 200; J es O y D es H. En otras realizaciones, el compuesto de formula 4 se hace reaccionar
ademas opcionalmente con un nucleosido de estructura Il para formar un producto intermedio condensado, seguido
de acidificacion. La reaccion con el nucleosido de estructura Ill y la acidificacion se repiten hasta que se logre un
numero deseado de unidades en la cadena en crecimiento. En algunas realizaciones, se produce un compuesto de
férmula 4 en la que m aumenta 1 nimero entero. En algunas realizaciones, se produce un compuesto de formula 4
en la que m es mayor de 2 y menor de aproximadamente 200. En algunas realizaciones, el producto intermedio
condensado comprende un resto de formula A-I en lugar de un resto de férmula A.

En realizaciones adicionales, el compuesto de férmula 4 se modifica para introducir un resto X, produciendo asi un
compuesto de formula 1. En una realizacion del compuesto de formula 1, R3 es un grupo de bloqueo o un resto de
enlace conectado a un soporte soélido. En otras realizaciones, R esta desbloqueado. En adn otras realizaciones, el
compuesto de formula 1 se trata de forma que R’ siga blogqueado. En aun realizaciones adicionales, el compuesto de
formula 1 se trata de forma que R es -OH, -SH, -NR9RY, -Ns, halégeno, hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-
Y-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(O)(R®)2, -HP(O)(R®), -OR? o -SR¢, donde Y' es O, NR%, S o
Se, R? es un resto de bloqueo, y R° es un grupo de bloqueo, cada caso de R? es independientemente hidrégeno,
alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®), y cada caso de R® es
independientemente hidrégeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-Y?-, aril-Y2- o
heteroaril-Y2-, o un catién que es Na*', Li*' o K*', donde Y2 es O, NR 0 S.

Cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -OH, -SH, -NRRY, Ns, haldgeno, alquilo, alquenilo, alquinilo,
alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-. En algunas realizaciones, R? esta desbloqueado. En aun
otras realizaciones, R? sigue bloqueado.

En algunas realizaciones, cada resto Ba no esta bloqueado. En otras realizaciones, no todos los restos Ba estan no
bloqueados. En otras realizaciones, R® es H. En algunas realizaciones, R® es un grupo de bloqueo o un resto de
enlace conectado a soporte solido, nucleodsido, nucleétido o acido nucleico. En algunas realizaciones, cada caso de
X es independientemente alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NRR, alqueniloxi, alquiniloxi, alqueniltio, alquiniltio, -S
Z*, -Se’Z* o0 -BH3sZ*; cada caso de Rf es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo; Z* es i6n
amonio, i6n alquilamonio, ién imino heteroaromatico o ién imino heterociclico, cualquiera de los cuales es primario,
secundario, terciario o cuaternario, 0 Z* es un ién metalico monovalente.

Condiciones de reaccion y reactivos usados en los métodos de la invencion
Condiciones

Las etapas de hacer reaccionar una molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral y un nucleésido que
comprende un resto 5-OH para formar un producto intermedio condensado pueden producirse sin aislar ningun
producto intermedio. En algunas realizaciones, las etapas de hacer reaccionar una molécula que comprende un
resto de H-fosfonato aquiral y un nucledsido que comprende un resto 5-OH para formar un producto intermedio
condensado se producen en una reaccion de una sola etapa. En una realizacion, una molécula que comprende un
resto de H-fosfonato aquiral, reactivo de condensacién, reactivo quiral y compuesto que comprende un resto
nucledfilo libre se afiaden a la mezcla de reaccidon en momentos diferentes. En otra realizaciéon, una molécula que
comprende un resto de H-fosfonato aquiral, reactivo de condensacion y reactivo quiral estan presentes en el mismo
recipiente de reaccién o mismo matraz. En otra realizaciéon, una molécula que comprende un resto de H-fosfonato
aquiral, reactivo de condensacion, reactivo quiral y compuesto que comprende un resto nucledfilo libre estan
presentes en el mismo recipiente de reaccion o mismo matraz. Esto permite realizar la reaccion sin aislamiento de
productos intermedios y elimina etapas que requieren tiempo, produciendo una sintesis econémica y eficiente. En
realizaciones especificas, el H-fosfonato aquiral, reactivo de condensacion, aminoalcohol quiral, nucleésido de 5'-OH
estan presentes al mismo tiempo en una reaccion. En otra realizacion, la formacién del producto intermedio quiral
para la condensacioén se forma in situ y no se aisla antes de la reaccion de condensacién. En otra realizacion, una
molécula que comprende un resto de H-fosfonato aquiral se ha activado mediante reaccién con un reactivo de
condensacion, reactivo quiral en un recipiente de reaccion diferente del que se usa cuando se hace reaccionar el
producto intermedio quiral con el compuesto que comprende un resto 5'-OH libre. En una realizacion, un reactivo de
activacion se afiade durante la etapa de condensacion. En una realizacién, un reactivo de activaciéon se afiade
después de que el resto de H-fosfonato aquiral, reactivo de condensacion y reactivo quiral ya se hayan mezclado
juntos. En otra realizacion, un reactivo de activacion se afiade junto con el resto de H-fosfonato aquiral, reactivo de
condensacion y reactivo quiral. Dependiendo de las condiciones de reaccion, un reactivo de activacién puede ser util
durante la sintesis, por ejemplo, en la etapa de condensacién. Por ejemplo, si se usa piridina como base en la etapa
de preactivacion o condensacion, no necesita estar presente un reactivo de activacion tal como CMPT ya que la
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piridina actia de catalizador nucleéfilo (es decir, activador). Si se usa otra base, tal como N-cianometilpirrolidina
(CMP), que no es tan nucledfila como piridina, en la etapa de condensacion, entonces el uso de un reactivo de
activacion, tal como CMPT, puede afiadirse como reactivo de activacion.

Sintesis sobre soporte sélido

En algunas realizaciones, la sintesis del acido nucleico se realiza en soluciéon. En otras realizaciones, la sintesis del
acido nucleico se realiza sobre fase solida. Los grupos reactivos de un soporte sélido puede estar sin proteger o
protegidos. Durante la sintesis de oligonucleotidos, un soporte sélido se trata con diversos reactivos en varios ciclos
de sintesis para lograr el alargamiento escalonado de una cadena de oligonucleétidos en crecimiento con unidades
de nucledtidos individuales. La unidad de nucleésidos al final de la cadena que esta directamente unida al soporte
sélido se llama "el primer nucleésido" como se usa en el presente documento. El primer nucledsido esta unido al
soporte solido mediante un resto conector, es decir, un diradical con enlaces covalentes a tanto el polimero del
soporte sélido como al nucleésido. El conector permanece intacto durante los ciclos de sintesis realizados para
ensamblar la cadena de oligonucleétido y se escinde después del ensamblaje de la cadena para liberar el
oligonucleotido del soporte.

Soportes sélidos para la sintesis de acidos nucleicos en fase sdlida incluyen los soportes descritos en, por ejemplo,
las patentes de EE.UU. 4.659.774, 5.141.813, 4.458.066; Caruthers, patentes de EE.UU. N.° 4.415.732, 4.458.066,
4.500.707, 4.668.777, 4.973.679 y 5.132.418; Andrus et al., patentes de EE.UU. N.° 5.047.524, 5.262.530; y Koster,
patentes de EE.UU. N.° 4.725.677 (reexpedida como Re34.069). En algunas realizaciones, la fase sélida es un
soporte de polimero organico. En otras realizaciones, la fase sélida es un soporte de polimero inorganico. En
algunas realizaciones, el soporte de polimero organico es poliestireno, aminometilpoliestireno, un copolimero de
injerto de polietilenglicol-poliestireno, poliacrilamida, polimetacrilato, poli(alcohol vinilico), polimero altamente
reticulado (HCP), u otros polimeros sintéticos, hidratos de carbono tales como celulosa y almidén, u otros hidratos
de carbono poliméricos, u otros polimeros organicos y cualquier copolimero, material compuesto o combinacion de
los materiales inorganicos u organicos anteriores. En otras realizaciones, el soporte de polimero inorganico es silice,
alumina, polividrio controlado (CPG), que es un soporte de gel de silice, o aminopropil-CPG. Otros soportes soélidos
utiles incluyen soportes sélidos fluorados (véase, por ejemplo, el documento WO0/2005/070859), soportes solidos de
alquilamina de cadena larga (LCAA)-vidrio de poro controlado (CPG) (véanse, por ejemplo, S. P. Adams, K. S.
Kavka, E. J. Wykes, S. B. Holder y G. R. Galluppi, J. Am. Chem. Soc., 1983, 105, 661-663; G. R. Gough, M. J.
Bruden y P. T. Gilham, Tetrahedron Lett., 1981, 22, 4177-4180). Soportes de membrana y membranas poliméricas
(véase por ejemplo, Innovation and Perspectives in Solid Phase Synthesis, Peptides, Proteins and Nucleic Acids, ch
21 pp 157-162, 1994, Ed. Roger Epton y la patente de EE.UU. N.° 4.923.901) también son utiles para la sintesis de
acidos nucleicos. Una vez formada, una membrana puede funcionalizarse quimicamente para su uso en la sintesis
de acidos nucleicos. Ademas de la unién de un grupo funcional a la membrana, el uso de un grupo conector o
espaciador unido a la membrana puede usarse para minimizar el impedimento estérico entre la membrana y la
cadena sintetizada.

Otros soportes solidos adecuados incluyen aquellos generalmente conocidos en la técnica por ser adecuados para
su uso en metodologias en fase solida, que incluyen, por ejemplo, el vidrio comercializado como soporte PrimerTM
200, vidrio de poro controlado (CPG), vidrio de poro controlado con oxalilo (véase, por ejemplo, Alul, et al., Nucleic
Acids Research, 1991, 19, 1527), soporte TentaGel - un soporte derivatizado de aminopolietilenglicol (véase, por
ejemplo, Wright, et al., Tetrahedron Lett., 1993, 34, 3373), y Poros-a copolimero de poliestireno/divinilbenceno.

Los polimeros activados en la superficie se han demostrado para su uso en la sintesis de acidos nucleicos naturales
y modificados y proteinas en varios medios de soporte sélido. El material de soporte solido puede ser cualquier
polimero adecuadamente uniforme en porosidad, tiene contenido de amina suficiente y suficientemente flexible para
experimentar cualquier manipulacion auxiliar sin perder integridad. Ejemplos de materiales seleccionados adecuados
incluyen nailon, polipropileno, poliéster, politetrafluoroetileno, poliestireno, policarbonato y nitrocelulosa. Otros
materiales pueden servir de soporte solido, dependiendo del disefio del investigador. En vista de algunos disefios,
por ejemplo, un metal recubierto, puede seleccionarse en particular oro o platino (véase, por ejemplo, la publicacion
de EE.UU. N.° 20010055761). En una realizacién de la sintesis de oligonucleétidos, por ejemplo, un nucleésido esta
anclado a un soporte soélido que esta funcionalizado con restos hidroxilo o amino. Alternativamente, el soporte sélido
se derivatiza para proporcionar un grupo trialcoxitritilo 1abil a los acidos, tal como un grupo trimetoxitritilo (TMT). Sin
desear quedar ligado a teoria, se espera que la presencia del grupo protector de trialcoxitritiio permita la
desnitrilacion inicial en condiciones comunmente usadas en sintetizadores de ADN. Para una liberacion mas rapida
de material de oligonucleétido en solucion con amoniaco acuoso, se introduce opcionalmente un conector de
diglicolato sobre el soporte.

Resto de enlace
Se usa opcionalmente un resto de enlace o conector para conectar el soporte solido con el compuesto que
comprende un resto nucledfilo libre. Se conocen conectores adecuados tales como moléculas cortas que sirven para

conectar un soporte solido con grupos funcionales (por ejemplo, grupos hidroxilo) de moléculas de nucledsidos
iniciales en técnicas sintéticas en fase soélida. En algunas realizaciones, el resto de enlace es un conector de acido
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succinamico, o un conector de succinato (-CO-CH2-CH2-CO-), o un conector de oxalilo (-CO-CO-). En otras
realizaciones, el resto de enlace y el nucledsido estan unidos juntos mediante un enlace éster. En ofras
realizaciones, el resto de enlace y el nucledsido estan unidos juntos mediante un enlace amida. En realizaciones
adicionales, el resto de enlace conecta el nucledsido con otro nucleétido o acido nucleico. Conectores adecuados se
desvelan en, por ejemplo, Oligonucleotides And Analogues A Practical Approach, Ekstein, F. Ed., IRL Press, N.Y.,
1991, Capitulo 1.

Se usa un resto de conector para conectar el compuesto que comprende un resto nucledfilo libre con otro
nucledsido, nucleotido o acido nucleico. En algunas realizaciones, el resto de enlace es un enlace fosfodiéster. En
otras realizaciones, el resto de enlace es un resto de H-fosfonato. En alin otras realizaciones, el resto de enlace es
un resto de X-fosfonato.

Disolventes para la sintesis

La sintesis de los acidos nucleicos se realiza en un disolvente orgénico aprético. En algunas realizaciones, el
disolvente es acetonitrilo, piridina, tetrahidrofurano o diclorometano. En algunas realizaciones, cuando el disolvente
organico aproético no es basico, esta presente una base en la etapa de reaccion. En algunas realizaciones donde
esta presente una base, la base es piridina, quinolina o N,N-dimetilanilina o N-cianometilpirrolidina. Otros ejemplos
de bases incluyen pirrolidina, piperidina, N-metilpirrolidina, piridina, quinolina, N, N-dimetilaminopiridina (DMAP), N,N-
dimetilanilina o N-cianometilpirrolidina. En algunas realizaciones del método, la base es

en la que Z?2 y Z?® son independientemente alquilo, aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo,
heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi, o en la que cualquiera de Z? y Z?* se toman
conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 10 miembros. En algunas realizaciones del
método, la base es N-cianometilpirrolidina. En algunas realizaciones, el disolvente organico aproético es anhidro. En
otras realizaciones, el disolvente organico aprético anhidro se acaba de destilar. En algunas realizaciones, el
disolvente organico aprético anhidro que se acaba de destilar es piridina. En otras realizaciones el disolvente
organico aprético anhidro que se acaba de destilar es tetrahidrofurano. En otras realizaciones, el disolvente organico
aprético anhidro que se acaba de destilar es acetonitrilo. El disolvente puede ser una combinacién de 2 o mas
disolventes. Dependiendo de qué disolvente se use para la sintesis, es util la adicién de un reactivo de activacion.

Condiciones de acidificacién para eliminar grupos de bloqueo.

La acidificacion para eliminar grupos de bloqueo se lleva a cabo por un acido de Brgnsted o acido de Lewis. En
algunas realizaciones, la acidificacion se usa para eliminar grupos de bloqueo R'. Acidos de Brgnsted utiles son
acidos carboxilicos, acidos alquilsulfénicos, acidos arilsulfonicos, acido fosforico y sus derivados, acido fosfénico y
sus derivados, acidos alquilfosfonicos y sus derivados, acidos arilfosfénicos y sus derivados, acido fosfinico, acidos
dialquilfosfinicos y acidos diarilfosfinicos que tiene un valor de pKa (25 °C en agua) de -0,6 (acido trifluoroacético) a
4,76 (acido acético) en un disolvente organico o agua (en el caso del acido acético del 80 %). La concentracion del
acido (1 al 80 %) usada en la etapa de acidificacién depende de la acidez del acido. Debe tenerse consideracion a la
concentracion de acido, ya que condiciones de acido fuerte produciran despurinacion/despirimidinacion, en las que
las bases de purinilo o pirimidinilo se escinden del anillo de ribosa.

0
R-8-OH R'0-P-OH R'-P-OH R'-P-OH
RCOOH o) OR? OR? R2

R = H, alquilo, arilo R =alquilo, arilo R, R?=H, alquilo, arilo R', R?=H, alquilo, arilo R, R? = H, alquilo, arilo

En algunas realizaciones, la acidificacién se lleva a cabo por un acido de Lewis en un disolvente organico. Acidos de
Lewis utiles son ZnX2 en el que X es Cl, Br, | o CF3SOs.

En algunas realizaciones, la acidificacion comprende afadir una cantidad de un acido de Brgnsted o de Lewis eficaz
para convertir el producto intermedio condensado en el compuesto de férmula 4 sin eliminar los restos de purina del
producto intermedio condensado.

Acidos que son dtiles en la etapa de acidificacion también incluyen, pero no se limitan a, 10 % de acido fosférico en
un disolvente organico, 10 % de acido clorhidrico en un disolvente organico, 1 % de acido trifluoroacético en un
disolvente organico, 3 % de acido dicloroacético en un disolvente organico u 80 % de acido acético en agua. La
concentracién de cualquier acido de Brgnsted o de Lewis usada en el proceso se selecciona de forma que la
concentracion del acido no supere una concentracién que produce la escisién de la nucleobase del resto de azucar.
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En algunas realizaciones, la acidificaciéon comprende afiadir 1 % de acido trifluoroacético en un disolvente organico.
En algunas realizaciones, la acidificacion comprende afiadir aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 8 % de
acido trifluoroacético en un disolvente organico. En otras realizaciones, la acidificacion comprende afadir 3 % de
acido dicloroacético en un disolvente organico. En otras realizaciones, la acidificacion comprende afadir
aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 10 % de acido dicloroacético en un disolvente organico. En aun otras
realizaciones, la acidificacion comprende afadir 3 % de acido tricloroacético en un disolvente organico. En aun otras
realizaciones, la acidificacion comprende afadir aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 10 % de acido
tricloroacético en un disolvente organico. En algunas realizaciones, la acidificacion comprende afiadir 80 % de acido
acético en agua. En algunas realizaciones, la acidificacibn comprende afadir aproximadamente 50 % a
aproximadamente 90 %, o aproximadamente 50 % a aproximadamente 80 %, aproximadamente 50 % a
aproximadamente 70 %, aproximadamente 50 % a aproximadamente 60 %, aproximadamente 70 % a
aproximadamente 90 % de acido acético en agua. En algunas realizaciones, la acidificaciéon comprende la adicién
adicional de secuestrantes de cationes al disolvente acido. En realizaciones especificas, los secuestrantes de
cationes pueden ser trietilsilano o triisopropilsilano. En algunas realizaciones, R' se desbloquea antes de la etapa de
acidificar el producto intermedio condensado. En algunas realizaciones, R' se desbloquea por acidificacion, que
comprende afiadir 1 % de acido trifluoroacético en un disolvente organico. En algunas realizaciones, R' se
desbloquea por acidificacion, que comprende afadir 3 % de acido dicloroacético en un disolvente organico. En
algunas realizaciones, R' se desbloquea por acidificacion, que comprende afiadir 3 % de acido tricloroacético en un
disolvente organico.

Eliminacién de restos o grupos de bloqueo.

Grupos funcionales tales como restos hidroxilo o amino que se localizan en nucleobases o restos de azucar se
bloquean rutinariamente con grupos (restos) de bloqueo (protectores) durante la sintesis y posteriormente se
desbloquean. En general, un grupo de bloqueo convierte una funcionalidad quimica de una molécula inerte en
condiciones de reaccion especificas y puede después eliminarse de tal funcionalidad en una molécula sin dafar
sustancialmente el resto de la molécula (véase, por ejemplo, Green and Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis, 2nd Ed., John Wiley & Sons, New York, 1991). Por ejemplo, pueden bloguearse grupos amino con grupos
de bloqueo de nitrégeno tales como ftalimido, 9-fluorenilmetoxicarbonilo (FMOC), trifenilmetilsulfenilo, -BOC, 4,4'-
dimetoxitritlo (DMTr), 4-metoxitritlio (MMTr), 9-fenilxantin-9-ilo (Pixyl), tritilo (Tr), o 9-(p-metoxifenil)xantin-9-ilo
(MOX). Pueden protegerse grupos carboxilo como grupos acetilo. Pueden protegerse grupos hidroxi tales como
tetrahidropiranilo (THP), t-butildimetilsillo (TBDMS), 1-[(2-cloro-4-metil)fenil]-4-metoxipiperidin-4-ilo (Ctmp), 1-(2-
fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo (Fpmp), 1-(2-cloroetoxi)etilo, 3-metoxi-1,5-dicarbometoxipentan-3-ilo (MDP), bis(2-
acetoxietoxi)metilo (ACE), triisopropilsililoximetilo (TOM), 1-(2-cianoetoxi)etilo (CEE), 2-cianoetoximetilo (CEM), [4-
(N-dicloroacetil-N-metilamino)benciloxi]metilo, 2-cianoetilo (CN), pivaloiloximetilo (PivOM), levuniloximetilo (ALE). Se
han descrito otros grupos de bloqueo hidroxilo representativos (véase, por ejemplo, Beaucage et al., Tetrahedron,
1992, 46, 2223). En algunas realizaciones, grupos de bloqueo de hidroxilo son grupos labiles a los acidos, tales
como ftritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo, trimetoxitritilo, 9-fenilxantin-9-ilo (Pixyl) y 9-(p-metoxifenil)xantin-9-ilo
(MOX). También pueden bloquearse grupos funcionales quimicos incluyéndolos en una forma de precursor. Asi, un
grupo azido puede considerarse una forma bloqueada de una amina, ya que el grupo azido se convierte facilmente
en la amina. Se conocen grupos protectores representativos adicionales utilizados en la sintesis de acidos nucleicos
(véase, por ejemplo, Agrawal et al., Protocols for Oligonucleotide Conjugates, Eds., Humana Press, New Jersey,
1994, Vol. 26, pp. 1-72).

Se conocen diversos métodos y se usan para la eliminacion de grupos de bloqueo de los acidos nucleicos. En
algunas realizaciones, se eliminan todos los grupos de bloqueo. En otras realizaciones, los grupos de bloqueo se
eliminan parcialmente. En aun otras realizaciones, pueden ajustarse las condiciones de reaccién para eliminar
grupos de bloqueo en ciertos restos. En ciertas realizaciones donde R? es un grupo de bloqueo, la eliminacion del
grupo de bloqueo en R? es ortogonal a la eliminacion del grupo de bloqueo en R'. Los grupos de bloqueo en R' y R?
siguen intactos durante las etapas de sintesis y se eliminan conjuntamente después del ensamblaje de cadena. En
algunas realizaciones, el grupo de bloqueo R? se elimina simultaneamente con la escision de los acidos nucleicos
del soporte soélido y con la eliminacion de los grupos de bloqueo de nucleobases. En realizaciones especificas, se
elimina el grupo de bloqueo en R', mientras que los grupos de bloqueo en R? y las nucleobases siguen intactos. Los
grupos de bloqueo en R' son escindibles sobre soportes solidos con una base organica tal como una amina
primaria, una amina secundaria, 0 una mezcla de las mismas. El desbloqueo de la posicion R' se denomina
comunmente desproteccion del extremo delantero.

En una realizacion, los grupos de bloqueo de nucleobases, si estan presentes, son escindibles después del
ensamblaje del acido nucleico respectivo con un reactivo acido. En otra realizacion, uno o mas de los grupos de
bloqueo de nucleobases es escindible en condiciones ni acidas ni basicas, por ejemplo, escindible con sales de
fluoruro o complejos de acido fluorhidrico. En otra realizacién mas, uno o mas de los grupos de bloqueo de
nucleobases es escindible después del ensamblaje del acido nucleico respectivo en presencia de base o un
disolvente basico, y en la que el grupo de bloqueo de nucleobases es estable a las condiciones de la etapa de
desproteccion del extremo delantero con aminas.
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En algunas realizaciones, no se requieren grupos de bloqueo para nucleobases. En otras realizaciones, se requieren
grupos de bloqueo para nucleobases. En aun otras realizaciones, ciertas nucleobases requieren grupo de bloqueo
mientras que otras nucleobases no requieren grupos de bloqueo. En realizaciones donde las nucleobases se
bloquean, los grupos de bloqueo se eliminan tanto completamente como parcialmente en condiciones apropiadas
para eliminar el grupo de bloqueo en el extremo delantero. Por ejemplo, R puede indicar OR?, en el que R? es acilo,
y Ba indica guanina bloqueada con un grupo acilo que incluye, pero no se limita a, isobutirilo, acetilo o 4-(terc-
butilfenoxi)acetilo. Los grupos acilo en R' y Ba se eliminaran o eliminaran parcialmente durante la misma etapa de
desbloqueo.

Reactivos
Reactivo de condensacion.

El reactivo de condensacién (CR) util en los métodos de la invencién tiene una de las siguientes férmulas generales:
ArsPL2, y (ArO)sPLz,

7 Q
7z Q z
+ +
1/u\ ZZ—IIiI’—L Z4—g—L X L ) ZB""T_L o ZW—P—Llsw
z L Z8 I z5 29
Crl Cr2 Cr3 Crd CRrS5 Crb

en las que Z', Z?, Z3, Z4, Z5, Z8, Z7, Z8, Z° y Z'° estan seleccionados independientemente de alquilo, aminoalquilo,
cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi, o en
las que cualquiera de Z?y 78,725y 78,727y 78,78 y 7°,Z°y Z7, 0 Z" y Z8 y Z° se toma conjuntamente para formar un
anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 20 miembros; Q- es un contraién; w es un niimero entero de 0 a 3; L es un
grupo saliente; y Ar es arilo, heteroarilo y/o uno del grupo Ar esté unido al soporte de polimero.

En algunas realizaciones, el contraion del reactivo de condensacion Cr es Cl, Br, BF4, PFe, TfO-, Tf2N-, AsFe", ClO4
o SbFe, en el que Tf es CF3SOz2. En algunas realizaciones, el grupo saliente del reactivo de condensacion Cr es F,
Cl, Br, |, 3-nitro-1,2,4-triazol, imidazol, alquiltriazol, tetrazol, pentafluorobenceno o 1-hidroxibenzotriazol.

Ejemplos de agentes de condensacion que pueden usarse en el proceso incluyen, y no se limitan a, cloruro de
pentafluorobenzoilo, carbonildiimidazol (CDI), 1-mesitilensulfonil-3-nitrotriazol (MSNT), clorhidrato de 1-etil-3-(3'-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI-HCI), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitris(dimetilamino)fosfonio
(PyBOP), cloruro N,N*-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BopCl), hexafluorofosfato de 2-(1H-7-azabenzotriazol-1-il)-
1,1,3,3-tetrametiluronio (HATU) y hexafluorofosfato de O-benzotriazol-N,N,N',N*-tetrametiluronio (HBTU), DIPCDI;
bromuro N,N"-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BopBr), hexafluorofosfato de 1,3-dimetil-2-(3-nitro-1,2,4-triazol-1-il)-2-
pirrolidin-1-il-1,3,2-diazafosfolidinio (MNTP), hexafluorofosfato de 3-nitro-1,2,4-triazol-1-il-tris(pirrolidin-1-il)fosfonio
(PyNTP), hexafluorofosfato de bromotripirrolidinofosfonio (PyBrOP); tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-
N,N,N',N"-tetrametiluronio (TBTU); hexafluorofosfato de tetrametilfluoroformamidinio (TFFH); (PhO)sPClz, y
bis(triclorometil)carbonato (BTC). En ciertas realizaciones, el contraion del reactivo de condensacién Cr es CI-, Br
BF 4, PFe, TfO-, Tf2N-, AsFe", ClO47, 0 SbFs, en el que Tf es CF3SO2.

En otras realizaciones de la invencion, el reactivo de condensacién es 1-(2,4,6-triisopropilbencenosulfonil)-5-(piridin-
2-il)tetrazolida, cloruro de pivaloilo, hexafluorofosfato de bromotrispirrolidinofosfonio, cloruro N,N'-bis(2-oxo-3-
oxazolidinil)fosfinico (BopCl), (PhO)sPClz, o 2-cloro-5,5-dimetil-2-oxo-1,3,2-dioxafosfinano, bis(triclorometil)carbonato
(BTC) o PhsPCl2. En una realizacion, el reactivo de condensacion es cloruro N,N-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico
(BopCl). En una realizacién, el reactivo de condensacion es bis(triclorometil)carbonato (BTC). En una realizacion, el
reactivo de condensacién es PhsPCl.. Se han descrito otros reactivos de condensacion conocidos (véase, por
ejemplo, el documento WO/2006/066260).

En otras realizaciones, el reactivo de condensacién es hexafluorofosfato de 1,3-dimetil-2-(3-nitro-1,2,4-triazol-1-il)-2-

pirrolidin-1-il-1,3,2-diazafosfolidinio (MNTP), hexafluorofosfato de 3-nitro-1,2,4-triazol-1-il-tris(pirrolidin-1-il)fosfonio
(PyNTP), bis(triclorometil)carbonato (BTC), (PhO)sPCl2 o PhsPClz.

PEP il O M 2

BopCl MNTP PyNTP BTC PhaPCh
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Reactivo de activacion.

El reactivo de activacion util en el presente documento debe tener una fuerte capacidad de donar protones para ser
capaz de activar el producto intermedio quiral para la reaccién con un compuesto que comprende un resto nucleéfilo
libre. En una realizacion, el producto intermedio quiral es la estructura Ill mostrada en el Esquema 5 0 6 0 es la
estructura Illr mostrada en el Esquema 7. El reactivo de activacion actia protonando el dtomo de nitr6geno de
estructura Ill o lllr cuando W1 es un nitrégeno. El uso de un reactivo de activacion depende de los disolventes
usados para la sintesis.

El reactivo de activacion (Ar) util en el método de la invencion tiene una de las siguientes formulas generales:

12
Q@ 23 N-Z0 s N N 70
A1 11 + Z€, YA
z z H )—_-Z/ '\( Y o C\_J‘(H
— Y N=N a 2z
z% 3 z 13 ! !
Agl

2
2
AR2 Ag3 Agd AgS

Z", z'2, 713, Z'4, Z7'5, 7', ZV7, 7'8 Z'9, 720 y 72! son independientemente hidrégeno, alquilo, aminoalquilo,
cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi, o en
las que cualquiera de ZM y 212, 7N y 213, 7N y Z14, 712 y 213, 712 y ZM, 713 y ZM, 715 y 216, 715 y Z17, 716 y Z17, 718 y
Z'°, 0 Z?° y Z*', se toma conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 20 miembros, o para
formar un anillo aromatico de 5 o 20 miembros. Q° es un contraién. En algunas realizaciones del método, el
contraion del reactivo de activacion Ar es CI, Br, BF4s , PFe , TfO, TfaN-, AsFe", ClO4 0 SbFs", en el que Tf es
CF3SO0a..

En algunas realizaciones del método, el reactivo de activacién es imidazol, 4,5-dicianoimidazol (DCI), 4,5-
dicloroimidazol, triflato de 1-fenilimidazolio (PhIMT), triflato de bencimidazolio (BIT), benzotriazol, 3-nitro-1,2,4-triazol
(NT), tetrazol, 5-etiltiotetrazol, 5-(4-nitrofenil)tetrazol, triflato de N-cianometilpirrolidinio (CMPT), triflato de N-
cianometilpiperidinio, triflato de N-cianometildimetilamonio.

En algunas realizaciones del método, el reactivo de activacion es 4,5-dicianoimidazol (DCI), triflato de 1-
fenilimidazolio (PhIMT), ftriflato de bencimidazolio (BIT), 3-nitro-1,2,4-triazol (NT), tetrazol o ftriflato de N-
cianometilpirrolidinio (CMPT).

e - + 7o~ CN
JO HNSNH - NO2 .
Phap S u’ N
N N \—/
el PhIMT BIT NT avPT

En algunas realizaciones del método, el reactivo de activacién es triflato de N-cianometilpirrolidinio (CMPT).
Reactivo quiral.

En los métodos de la presente invencion, se usan reactivos quirales para conferir estereoselectividad en la
producciéon de enlaces de X-fosfonato. Pueden usarse muchos auxiliares quirales diferentes en este proceso que
son compuestos de formula 3-1 donde W1 y W2 son cualquiera de -O-, -S- o -NG®-, que son capaces de reaccionar
con el material de partida de H-fosfonato, un compuesto de férmula 2 para formar el producto intermedio quiral,
como se muestra en la estructura Il de los Esquemas 5y 6.

\U /
ol X U3,
G* 2 ‘(U;): e}

G3 G2

Férmula 3-1
U1 y Us son atomos de carbono que estan unidos a U2 si esta presente, o entre si si r es 0, mediante un enlace
sencillo, doble o triple. Uz es -C-, -CG8-, -CG8G®-, -NG8-, -N-, -O- 0 -S- donde r es un nimero entero de 0 a 5 y no
mas de dos heteroatomos son adyacentes. Cuando uno cualquiera de Uz es C, debe formarse un triple enlace entre

un segundo caso de Uz, que es C, o con uno de Uy o Usz. Similarmente, cuando uno cualquiera de Uz es CG8, se
forma un doble enlace entre un segundo caso de Uz que es -CG8- 0 -N-, o con uno de U1 o Us.
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Por ejemplo, en algunas realizaciones, -U1-(U2)-Us- es -CG3G*CG'G?-. En algunas realizaciones, -Ui-(U2)-Us- es -
CG8= CG'-. En algunas realizaciones, -Ui-(U2)-Us- es -C=C-. En algunas realizaciones, -U1-(U2)-Us- es -CG3=CG?8-
CG'G?-. En algunas realizaciones, -U1-(U2)-Us- es -CG3G*-O-CG'G?-. En algunas realizaciones, -Ui-(U2)-Us- es -
CGB3G*-NG8-CG'G?-. En algunas realizaciones, -U1-(U2)-Us- es -CG3G*-N-CG?-. En algunas realizaciones, -U1-(U2)r-
Us- es -CG®G*-N=C G8-CG'G?-.

G', G? G3, G*% G° y GB® son independientemente hidrégeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heterociclilo, hetarilo o arilo, o dos de G', G?, G3, G* y G® son G® tomados conjuntamente forman un anillo
carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que contiene heteroatomo de hasta aproximadamente
20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, y esta condensado o sin condensar. En algunas realizaciones,
el anillo asi formado esta sustituido con restos oxo, tioxo, alquilo, alquenilo, alquinilo, heteroarilo o arilo. En algunas
realizaciones, cuando el anillo formado tomando dos G® juntos esta sustituido, esta sustituido con un resto que es lo
suficientemente voluminoso para conferir estereoselectividad durante la reaccion.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, el anillo formado tomando dos de G® juntos es ciclopentilo, pirrolilo,
ciclopropilo, ciclohexenilo, ciclopentenilo, tetrahidropiranilo o piperazinilo.

En algunas realizaciones de la invencion, el reactivo quiral es un compuesto de férmula 3.
H—W1 W2_H

.ul,,//G 1
G} &?

Férmula 3

G4

En algunas realizaciones de formula 3, W1 y W2 son independientemente -NG®-, -O- o0 -S-; G, G2, G3, G* y G® son
independientemente hidrégeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, heterociclilo, hetarilo o arilo, o dos de
G', G? G3, G*y G5 son G® que tomados conjuntamente forman un anillo carbociclico saturado, parcialmente
insaturado o insaturado, o que contiene heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos de anillo que es
monociclico o policiclico, condensado o no condensado, y no mas de cuatro de G', G2, G3, G* y G5 son G°.
Similarmente a los compuestos de férmula 3', cualquiera de G', G2, G3, G* o G® estan sustituidos con restos oxo,
tioxo, alquilo, alquenilo, alquinilo, heteroarilo o arilo. En algunas realizaciones, tal sustitucién induce la
estereoselectividad en la produccién de X-fosfonato.

En algunas realizaciones de la invencion, el reactivo quiral tiene una de las siguientes férmulas:

G5-NH OH GS—rsfH SH G5-NH HN—G® HS (3
Gd'\ "’;'/(31 G? é s c-:.';”G1 G4> "”G1 _5_ ""G1 é "'G1 é "’G1

&G

Férmulas 3-A 3-B 3-.C 3-D 3-E
3-F

En algunas realizaciones, el reactivo quiral es un aminoalcohol. En algunas otras realizaciones, el reactivo quiral es
un aminotiol. En aun otras realizaciones, el reactivo quiral es un aminofenol. En algunas realizaciones, el reactivo
quiral es (S)- y (R)-2-metilamino-1-feniletanol, (1R, 2S)-efedrina o (1R, 2S)-2-metilamino-1,2-difeniletanol.

En otras realizaciones de la invencién, el reactivo quiral es un compuesto de una de las siguientes férmulas:

o O Of O
)y k) Y, ’
b ’Ph PhMe Me

Férmula O Férmula P Férmula Q Férmula R

La eleccion del reactivo quiral, por ejemplo, el isbmero representado por la formula O o su estereoisémero, formula
P, permite el control especifico de la quiralidad en el fésforo. Asi, puede seleccionarse tanto una configuracion Rp
como Sr en cada ciclo de sintesis, permitiendo el control de la estructura tridimensional global del producto de acido
nucleico. En algunas realizaciones de la invencién, un producto de acido nucleico tiene todos los estereocentros Rp.
En algunas realizaciones de la invencion, un producto de acido nucleico tiene todos los estereocentros Sp. En
algunas realizaciones, la seleccion de los centros Rp y Sp se hace para conferir una superestructura tridimensional
especifica a la cadena de acido nucleico.
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Nucleobases y nucleobases modificadas

La nucleobase Ba en la formula 1 es una nucleobase natural o una nucleobase modificada derivada de nucleobases
naturales. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, uracilo, timina, adenina, citosina y guanina que tienen sus grupos
amino respectivos protegidos con grupos protectores de acilo, 2-fluorouracilo, 2-fluorocitosina, 5-bromouracilo, 5-
yodouracilo, 2,6-diaminopurina, azacitosina, analogos de pirimidina tales como pseudoisocitosina y pseudouracilo, y
otras nucleobases modificadas tales como purinas sustituidas en 8, xantina o hipoxantina (siendo las dos ultimas los
productos de degradacion naturales). Las nucleobases modificadas desveladas en Chiu y Rana, RNA, 2003, 9,
1034-1048, Limbach et al. Nucleic Acids Research, 1994, 22, 2183-2196 y Revankar y Rao, Comprehensive Natural
Products Chemistry, vol. 7, 313, también se contemplan como restos de Ba de formula 1.

Los compuestos representados por las siguientes formulas generales también se contemplan como nucleobases
modificadas:

o o
M N RE 9 HNJLRB
o HN N N
N
k aJ\ /j\\N INJ
A
Q
"%an N%P;I'Rm
"Rm HN N R?
2 . )\ | NF
NL | )IN Py “J )\ I
=y 1 ! @ "N

N RY
f |

En las férmulas anteriores, R® es un grupo alquilo, arilo, aralquilo o ariloxilalquilo lineal o ramificado que tiene 1 a 15
atomos de carbono, que incluye, a modo de ejemplo solo, un grupo metilo, isopropilo, fenilo, bencilo o fenoximetilo; y
cada uno de R® y R representa un grupo alquilo lineal o ramificada que tiene 1 a 4 atomos de carbono.

Nucleobases modificadas también incluyen nucleobases de tamario expandido en las que se han afiadido uno o mas
anillos de benceno. Las sustituciones de bases nucleicas descritas en el catdlogo de Glen Research
(www.glenresearch.com); Krueger AT et al, Acc. Chem. Res., 2007, 40, 141-150; Kool, ET, Acc. Chem. Res., 2002,
35, 936-943; Benner S.A,, et al., Nat. Rev. Genet., 2005, 6, 553-543; Romesberg, F.E., et al., Curr. Opin. Chem.
Biol., 2003, 7, 723-733; Hirao, I., Curr. Opin. Chem. Biol., 2006, 10, 622-627, se contemplan como utiles para la
sintesis de los acidos nucleicos descritos en el presente documento. Algunos ejemplos de esas nucleobases de
tamafo expandido se muestran a continuacion:

J:: NiNH
o L,
N. Sy N j :
OO OO N oo ¢
o N o Y .
o] NH; i )L

WL LN O O

AR anan P

NH,

HNiNH N/LQN
e

En el presente documento, las nucleobases modificadas también engloban estructuras que no se consideran
nucleobases, sino que son otros restos tales como, pero no se limitan a, anillos derivados de corrina o porfirina. Las
sustituciones de bases derivadas de porfirina se han descrito en Morales-Rojas, H y Kool, ET, Org. Lett., 2002, 4,
4377-4380. A continuacion se muestra un ejemplo de un anillo derivado de porfirina que puede usarse como
sustitucion de base:
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Otras nucleobases modificadas también incluyen sustituciones de bases tales como aquellas mostradas a
continuacion:

También se contemplan nucleobases modificadas que son fluorescentes. Ejemplos no limitantes de estas
sustituciones de bases incluyen fenantreno, pireno, estilbeno, isoxantina, isozantopterina, terfenilo, tertiofeno,
benzotertiofeno, cumarina, lumazina, estilbeno unido, benzo-uracilo y nafto-uracilo, como se muestran a
continuacion:

ceNpey:
7 =00
30 %@—Q@

tgi% ﬁz

QN T %

Las nucleobases modificadas pueden estar sin sustituir o contener sustituciones adicionales tales como
heteroatomos, grupos alquilo, o restos de enlace conectados a restos fluorescentes, restos de biotina o avidina, u
otra proteina o péptidos. Las nucleobases modificadas también incluyen ciertas 'bases universales' que no son
nucleobases en el sentido mas clasico, pero funcionan similarmente a las nucleobases. Un ejemplo representativo
de una base universal tal es 3-nitropirrol.

Ademas de los nucleodsidos de estructura IV o IX, también pueden usarse otros nucleésidos en el proceso desvelado
en el presente documento e incluyen nucledsidos que incorporan nucleobases modificadas, o nucleobases
covalentemente unidas a azucares modificados. Algunos ejemplos de nucledsidos que incorporan nucleobases
modificadas incluyen 4-acetilcitidina; 5-(carboxihidroxilmetil)uridina; 2'-O-metilcitidina; 5-carboximetilaminometil-2-
tiouridina; 5-carboximetilaminometiluridina; dihidrouridina; 2'-O-metilpseudouridina; beta,D-galactosilqueosina; 2'-O-
metilguanosina; Nf-isopenteniladenosina; 1-metiladenosina; 1-metilpseudouridina; 1-metilguanosina; 1-metilinosina;
2,2-dimetilguanosina; 2-metiladenosina; 2-metilguanosina; N’-metilguanosina; 3-metil-citidina; 5-metilcitidina; N°-
metiladenosina; 7-metilguanosina; 5-metilaminoetiluridina; 5-metoxiaminometil-2-tiouridina; beta,D-manosilqueosina;
5-metoxicarbonilmetiluridina;  5-metoxiuridina;  2-metiltio-N®-isopenteniladenosina;  N-((9-beta,D-ribofuranosil-2-
metiltiopurina-6-il)carbamoil)treonina; N-((9-beta,D-ribofuranosilpurina-6-il)-N-metilcarbamoil)treonina; éster metilico
de acido uridin-5-oxiacético; acido uridin-5-oxiacético (v); pseudouridina; queosina; 2-tiocitidina; 5-metil-2-tiouridina;
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2-tiouridina; 4-tiouridina; 5-metiluridina; 2'-O-metil-5-metiluridina; y 2'-O-metiluridina.

En algunas realizaciones, los nucleésidos incluyen analogos de nucleésidos biciclicos modificados en 6' que tienen
tanto quiralidad (R) como (S) en la posicion 6' e incluyen los analogos descritos en la patente de EE.UU. N.°
7.399.845. En otras realizaciones, los nucleésidos incluyen analogos de nucledsidos biciclicos modificados en 5' que
tienen tanto quiralidad (R) como (S) en la posicion 5' e incluyen los analogos descritos en la publicacion de solicitud
de patente de EE.UU. N.° 20070287831.

En algunas realizaciones, las nucleobases o nucleobases modificadas comprenden restos de union a biomoléculas
tales como anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, biotina, avidina, estreptavidina, ligandos de receptor o restos
quelantes. En otras realizaciones, Ba es 5-bromouracilo, 5-yodouracilo o 2,6-diaminopurina. En aun otras
realizaciones, Ba se modifica por sustitucién con un resto fluorescente o de unién a biomolécula. En algunas
realizaciones, el sustituyente en Ba es un resto fluorescente. En otras realizaciones, el sustituyente en Ba es biotina
o avidina.

Azucares modificados del nucleétido/nucleésido

Los nucleétidos que existen de forma natural mas comunes son azucares de ribosa unidos a las nucleobases
adenosina (A), citosina (C), guanina (G), y timina (T) o uracilo (U). También se contemplan nucleétidos modificados
en los que el grupo fosfato o los restos de atomos de fésforo modificados en los nucleétidos pueden unirse a
diversas posiciones del azucar o azucar modificado. Como ejemplos no limitantes, el grupo fosfato o el resto de
atomo de fésforo modificado puede unirse en el resto hidroxilo 2', 3', 4' 0 5' de un azlcar o azicar modificado. Los
nucleétidos que incorporan las nucleobases modificadas descritas anteriormente también pueden usarse en el
proceso desvelado en el presente documento. En algunas realizaciones, los nucleétidos o nucleétidos modificados
que comprenden un resto -OH no protegido se usan en el proceso desvelado en el presente documento.

Ademas del resto de ribosa descrito en los Esquemas 1-4b, también pueden incorporarse otros azucares
modificados en los acidos nucleicos desvelados en el presente documento. En algunas realizaciones, los azlcares
modificados contienen uno o mas sustituyentes en la posiciéon 2' que incluyen uno de los siguientes: F; CFs, CN, N3,
NO, NO2, O-, S-, o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; O-, S- o N-alquinilo; o O-alquil-O-alquilo, O-alquil-N-alquilo o N-
alquil-O-alquilo en los que el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo C1-C10 0 alquenilo C2-C10 y alquinilo
sustituidos o sin sustituir. Ejemplos de sustituyentes incluyen, y no se limitan a, O(CH2)nOCHs y O(CH2)nNHz, en los
que n es de 1 a aproximadamente 10, MOE, DMAOE, DMAEOE. También se contemplan en el presente documento
azucares modificados descritos en el documento WO 2001/088198; y Martin et al., Helv. Chim. Acta, 1995, 78, 486-
504. En algunas realizaciones, los azucares modificados comprenden grupos sustituidos con sililo, un grupo de
escision de ARN, un grupo indicador, una marca fluorescente, un intercalador, un grupo para mejorar las
propiedades farmacocinéticas de un acido nucleico, o un grupo para mejorar las propiedades farmacodinamicas de
un acido nucleico, y otros sustituyentes que tienen propiedades similares. Las modificaciones pueden hacerse en las
posiciones 2', 3', 4, 5' 0 6' del azlcar o aztGcar modificado, que incluyen la posicién 3' del azlcar en el nucleétido del
extremo 3' 0 en la posicion 5' del nucleétido del extremo 5'.

Los azucares modificados también incluyen miméticos de azucar tales como restos ciclobutilo o ciclopentilo en lugar
del azucar de pentofuranosilo. Patentes de Estados Unidos representativas que ensefan la preparacion de tales
estructuras de azucar modificado incluyen, pero no se limitan a, las patentes de EE.UU. N.°: 4.981.957; 5.118.800;
5.319.080; y 5.359.044. Algunos azucares modificados que se contemplan incluyen

Q
R1—-| g Ba R‘—| Se Ba R1—| Ba Rt—l ,[l Ba
R3 R2 R3 R2 R3 R? Y R3 R2
Q=Me, Et, i-Pr.

Otros ejemplos no limitantes de azucares modificados incluyen glicerol, que forman analogos de acido nucleico de
glicerol (GNA). Un ejemplo de un analogo de GNA se muestra a continuacion y se describe en Zhang, R et al., J.
Am. Chem. Soc., 2008, 130, 5846-5847; Zhang L, et al., J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 4174-4175 y Tsai CH et al.,
PNAS, 2007, 14598-14603:
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en la que X es como se define en el presente documento. Otro ejemplo de un analogo derivado de GNA, acido
nucleico flexible (FNA) basado en el acetal aminal mixto de formil glicerol, se describe en Joyce GF et al., PNAS,
1987, 84, 4398-4402 y Heuberger BD y Switzer C, J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 412-413, y se muestra a
continuacion:

¢
0=I7—0 Ba
X o\l
o)
0=+—O Ba
X o

Grupos de bloqueo

En las reacciones descritas, es necesario en ciertas realizaciones proteger grupos funcionales reactivos, por ejemplo
grupos hidroxi, amino, tiol o carboxi, donde éstos se desean en el producto final, para evitar su participacion no
deseada en las reacciones. Se usan grupos protectores para bloquear algunos o todos los restos reactivos y
prevenir que tales grupos participen en reacciones quimicas hasta que se elimine el grupo protector. En una
realizacion, cada grupo protector puede eliminarse por un medio diferente. Grupos protectores que se escinden en
condiciones de reaccién totalmente dispares cumplen el requisito de eliminacion diferencial. En algunas
realizaciones, los grupos protectores se eliminan por acido, base y/o hidrogendlisis. Grupos tales como ftritilo,
dimetoxitritilo, acetal y f-butildimetilsililo son labiles a los &cidos y se usan en ciertas realizaciones para proteger
restos reactivos con carboxi e hidroxi en presencia de grupos amino protegidos con grupos Cbz, que pueden
eliminarse por hidrogendlisis, y/o grupos Fmoc, que son labiles a las bases. En otras realizaciones, se bloquean
restos reactivos con acido carboxilico e hidroxi con grupos labiles a las bases tales como, pero no se limitan a,
metilo, etilo y acetilo en presencia de aminas bloqueadas con grupos labiles a los acidos tales como t-butilcarbamato
o con carbamatos que son tanto estables a los acidos como a las bases, pero hidroliticamente eliminables.

En otra realizacion, los restos reactivos con hidroxi se bloquean con grupos protectores hidroliticamente eliminables
tales como el grupo bencilo, mientras que los grupos amina capaces de formar enlace de hidrégeno con acidos se
bloquean con grupos labiles a las bases tales como Fmoc. En otra realizacion, los restos reactivos con acido
carboxilico se protegen por conversion en compuestos de éster simples, o, en otra realizacion mas, se bloquean con
grupos protectores oxidativamente eliminables tales como 2,4-dimetoxibencilo, mientras que grupos amino co-
existentes se bloquean con grupos de bloqueo de sililo o carbamato labiles al fluoruro.

Los grupos de bloqueo de alilo son utiles en presencia de grupos protectores de acido y base ya que los primeros
son estables y pueden ser posteriormente eliminados por catalizadores metalicos o de acido pi. Por ejemplo, pueden
desprotegerse grupos hidroxi bloqueados con alilo con una reaccion catalizada por Pd (0) en presencia de grupos
protectores de amina de t-butilcarbamato labiles a acidos o de acetato labiles a bases. Otra forma mas de grupo
protector es una resina a la que esta unida un compuesto o producto intermedio. En tanto que el residuo esté unido
a la resina, ese grupo funcional se bloquea y no puede reaccionar. Una vez liberado de la resina, el grupo funcional
esta disponible para reaccionar.

Normalmente, grupos de bloqueo/protectores son, a modo de ejemplo solo:
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Grupos protectores representativos Utiles para proteger nucleétidos durante la sintesis incluyen grupos protectores
labiles a las bases y grupos protectores labiles a los acidos. Se usan grupos protectores labiles a las bases para
proteger los grupos amino exociclicos de las nucleobases heterociclicas. Este tipo de proteccion se logra
generalmente por acilacion. Tres grupos acilantes comunmente usados para este fin son cloruro de benzoilo,
anhidrido fenoxiacético y cloruro de isobutirilo. Estos grupos protectores son estables a las condiciones de reaccién
usadas durante la sintesis de los acidos nucleicos y se escinden a tasas aproximadamente iguales durante el
tratamiento con base al final de la sintesis.

En algunas realizaciones, el grupo protector en 5' es ftritlo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo, trimetoxitritilo, 2-
clorotritilo, DATE, TBTr, 9-fenilxantin-9-ilo (Pixyl) o 9-(p-metoxifenil)xantin-9-ilo (MOX).

En algunas realizaciones, se incorporan restos de tiol en los compuestos de formula 1, 2, 4 o 5 y se protegen. En
algunas realizaciones, los grupos protectores incluyen, pero no se limitan a, Pixyl, tritilo, bencilo, p-metoxibencilo
(PMB) o terc-butilo (-Bu).

Otros grupos protectores, mas una descripcion detallada de técnicas aplicables a la creacion de grupos protectores y
su eliminacion, se describen en Greene and Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis, 32 Ed., John Wiley &
Sons, New York, NY, 1999, y Kocienski, Protective Groups, Thieme Verlag, New York, NY, 1994.

En algunas realizaciones, R' es -OR?, en el que R? es tritilo sustituido o sin sustituir o sililo sustituido. En otras
realizaciones, R' es -N3, -NRYR¢, alquiniloxi o -OH. En algunas realizaciones, R? es -ORP, en el que R® es tritilo
sustituido o sin sustituir, sililo sustituido, acetilo, acilo o éter metilico sustituido. En otras realizaciones, R? es -NR9R¢,
alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, donde Y' es O, NRY, S0 Se, y
esta sustituido con restos fluorescentes o de unién a biomolécula. En aun otras realizaciones, el sustituyente en R?
es un resto fluorescente. En algunas realizaciones, el sustituyente en R? es biotina o avidina. En algunas
realizaciones, R? es -OH, -Ns, hidrégeno, halégeno, alcoxi o alquiniloxi.

En otras realizaciones, R® es un grupo de bloqueo que es tritilo sustituido, acilo, sililo sustituido o bencilo sustituido.
En aln otras realizaciones, R® es un resto de enlace conectado a un soporte solido. En realizaciones adicionales, el
grupo de bloqueo del resto Ba es un resto de bencilo, acilo, formilo, dialquilformamidinilo, isobutirilo, fenoxiacetilo o
tritilo, cualquiera de los cuales puede estar sin sustituir o sustituido.

Métodos de uso de los acidos nucleicos que comprenden un resto de X-fosfonato quiral

Los oligonucleotidos estereodefinidos que comprenden un resto de X-fosfonato quiral que se obtienen por los
métodos de la invencion son utiles en varias areas para aplicaciones debido a una combinaciéon de estabilidad,
quiralidad definida y facilidad de sintesis. Ampliamente, los compuestos sintetizados por este método son utiles
como terapéuticos, sondas y reactivos de diagnéstico, herramientas sintéticas para producir otros productos de
oligonucledtido, y materiales de nanoestructura adecuados para varios materiales nuevos y aplicaciones de calculo.

Los oligonucleétidos estereodefinidos obtenidos por los métodos de la invencion tienen estabilidad en suero
mejorada con respecto a la de equivalentes de ADN/ARN naturales, y en particular, oligonucleétidos
estereodefinidos de la clase de los fosforotioatos. Ademas, el isobmero Sp es mas estable que el isomero Re. En
algunas realizaciones, el nivel de estabilidad en suero se modula por la introduccion de tanto todos los centros Sp
como los centros Sp en posiciones seleccionadas para conferir resistencia a la degradacién. En otras realizaciones,
la introduccion de estereocentros Re y/o Sp de seleccion puede proporcionar asociacion de apareamiento de bases
especifica con una diana endogena o exégena, protegiendo asi la diana del metabolismo o mejorando una reaccion
biologica particular.
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La activacion de RNasa H también se modula por la presencia de los analogos de acido nucleico de fosforotioato
estereocontrolado, siendo el ADN/ARN natural mas susceptible que el estereocisébmero Rp, que a su vez es mas
susceptible que el isémero Sp correspondiente.

Se observa estabilidad del duplex mejorada hacia ARN con oligonucleétidos de fosforotioato Rp que tienen mayor
estabilidad del duplex que los oligonucleétidos Sp correspondientes, que a su vez demuestran mayor estabilidad que
la del ADN/ARN natural. Se observa estabilidad del duplex mejorada hacia ARN con Sep que tiene mayor estabilidad
del duplex que Rp que tiene mas estabilidad que la del ADN/ARN natural (P. Guga, Curr. Top Med. Chem., 2007, 7,
695-713).

Estas moléculas pueden ser utiles como agentes terapéuticos, en varias aplicaciones particulares. Pueden
incorporarse en oligonucledtidos que también contienen los nucledsidos de ADN/ARN estandar, o pueden
sintetizarse como secuencia enteras de los oligonucleétidos estereocontrolados obtenidos por los métodos de la
invencion. Algunas categorias de agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, oligonucleétidos antisentido,
oligonucledtidos de antigeno que forman una triple hélice con secuencias elegidas como diana para reprimir la
transcripcion de genes no deseados y modular la expresion de proteinas y/o actividad, oligonucleétidos de sefiuelo,
vacunas de ADN, aptameros, ribozimas, desoxirribozimas (ADNzimas o enzimas de ADN), ARNip, microARN,
ARNnc (ARN no codificantes), y profarmacos modificados con P. La modulacién engloba aumentar o disminuir
indirecta o directamente la actividad de una proteina o la inhibicién o promocién de la expresién de una proteina.
Estos compuestos de acido nucleico pueden usarse para controlar la proliferacion celular, replicacién viral, o
cualquier otro proceso de sefializacion de células.

En un ejemplo, el campo de los terapéuticos de ARNip tiene una necesidad de especies de oligonucleétidos que
puedan proporcionar estabilidad elevada contra la actividad de RNasa, con el fin de mejorar la duracion de la accion
con respecto a la observada con ARNip compuesto de nucleésidos naturales. Adicionalmente, la formacién de la
hélice en forma de A parece ser mas indicativa de éxito en la entrada de iARN que la presencia de elementos
nativos especificos en el oligonucleétido. Ambos de estos requisitos que pueden ser proporcionados por el uso de
los oligonucleétidos estereocontrolados obtenidos por los métodos de la invencién pueden proporcionar estabilidad
mejorada (Y-L Chiu, T.M. Rana RNA, 2003, 9,1034-1048).

Los acidos nucleicos descritos en el presente documento son utiles como agentes terapéuticos contra diversos
estados de enfermedad, que incluyen el uso como agentes antivirales. Los acidos nucleicos pueden usarse como
agentes para el tratamiento de enfermedades mediante la modulacion de la actividad de ADN y/o ARN. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos pueden usarse para inhibir expresion génica especifica. Por ejemplo, los acidos
nucleicos pueden ser complementarios a una secuencia de ARN mensajero (ARNm) diana especifico. Pueden
usarse para inhibir la replicacion viral tales como los ortopoxvirus, virus de la variolovacuna, herpes, papiloma, gripe,
citomegalovirus y otros virus. Otros ejemplos incluyen usos como compuestos antisentido contra ARN del VIH u otro
ARN retroviral o para hibridar con ARNm del VIH que codifica la proteina tat, o para la region TAR del ARNm del
VIH. En algunas realizaciones, los acidos nucleicos imitan la estructura secundaria de la region TAR de ARNm del
VIH, y haciendo esto se unen a la proteina tat. En una realizacién, los acidos nucleicos se usan para inhibir la
expresion de una proteina diana poniendo en contacto una célula con un compuesto de férmula 1 en el que la
expresion de ofras proteinas en la célula no se inhibe o se inhibe de forma minima. En alguna realizacion, la
inhibicion de la proteina diana se produce in vivo en un mamifero. En otras realizaciones, se administra una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula 1 para inhibir la expresiéon de una proteina diana.

Otros ejemplos de proteinas donde la expresion puede modularse incluyen proteinas cinasa Jun del extremo N
(JNK), diacilglicerol aciltransferasa |, apolipoproteina B, receptor de glucagén, Aurora B, acil CoA colesterol
aciltransferasa-2, proteina c reactiva, familia de proteinas STAT (transductores de sefales y activadores de la
transcripcion) y P-glucoproteina MDR. Los acidos nucleicos pueden usarse para inhibir la expresion de la proteina
fosfatasa 1B (PTP1B), polimerasa viral de ARN dependiente de ARN. Los acidos nucleicos pueden usarse para
inducir acontecimientos tales como apoptosis en células cancerosas o para hacer una célula mas susceptible a la
apoptosis. Los acidos nucleicos pueden usarse para modular actividades de proteinas. Por ejemplo, pueden ayudar
a modular la actividad de RNasa H en moléculas de ARN multirresistentes a farmacos (MDR).

Los acidos nucleicos descritos en el presente documento son utiles para tratar indicaciones que incluyen, pero no se
limitan a, hipercolesterolemia, sindrome respiratorio agudo grave (SARS), enfermedades retrovirales tales como
SIDA o VIH, otras infecciones virales, infecciones intrauterinas y cancer.

Cuando se usa como terapéutico, el acido nucleico descrito en el presente documento se administra como una
composicién farmacéutica. En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un acido nucleico que comprende un resto de X-fosfonato quiral de férmula 1, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un principio inactivo farmacéuticamente aceptable seleccionado
de diluyentes farmacéuticamente aceptables, excipientes farmacéuticamente aceptables y vehiculos
farmacéuticamente aceptables. En ofra realizacion, la composicién farmacéutica se formula para inyeccion
intravenosa, administracion por via oral, administracién por via oral, inhalacién, administracion nasal, administracion
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tépica, administracién oftalmica o administracién 6tica. En realizaciones adicionales, la composicién farmacéutica es
un comprimido, una pildora, una capsula, un liquido, un inhalante, una solucién de espray nasal, un supositorio, una
suspension, un gel, un coloide, una dispersién, una suspensién, una solucién, una emulsién, una pomada, una
locién, un colirio o una gota ética.

Una segunda categoria donde los compuestos sintetizados por los métodos de la invenciéon son utiles es como
cebadores o sondas. Como el método proporciona control total de secuencia, natural y no natural, y de
estereoquimica en el centro de fésforo, puede producirse especificamente cualquier molécula especifica.
Adicionalmente, la resistencia a RNasa adicional proporciona moléculas que son robustas en condiciones ex vivo o
in vivo. Los oligonucledtidos estereodefinidos obtenidos por los métodos de la invencion pueden usarse como
sondas para la investigacién de mecanismos de reaccioén enzimatica que implican atomos de fosforo tales como la
digestion, ligacién y polimerizacion de acidos nucleicos. Esta clase de moléculas puede usarse como sondas para la
investigacion de mecanismos de reaccion de ribozimas y desoxirribozimas. También pueden funcionar de sondas
para la investigacion de iARN y otros mecanismos de silenciamiento génico mediados por ARN no codificante como
sondas para el analisis de interacciones proteina-acido nucleico. La capacidad para definir la estructura
tridimensional que incorpora estereocentros de fésforo Re 0 Sp seleccionados permite la posibilidad de disefiar
novedosas clases de las llamadas balizas moleculares.

Como este método de sintesis no se limita al estrecho conjunto de nucleobases naturales, nucleobases modificadas
u otras modificaciones a la base o azulcar o extremos permite el uso de esta clase de oligonucleétidos como sondas
0 sensores para acidos nucleicos, proteinas y cualquier sustancia biol6gica o quimica en soluciéon. También pueden
usarse similarmente, sin nucleobases modificadas, usando métodos de detecciéon estandar en lugar de ADN/ARN
natural. Cualquiera de éstos puede incorporarse como parte de un ensayo de diagnéstico.

Tales pruebas de diagndstico pueden realizarse usando fluidos biologicos, tejidos, células intactas o componentes
celulares aislados. Al igual que con la inhibicién de la expresion génica, las aplicaciones de diagndstico utilizan la
capacidad de los acidos nucleicos para hibridarse con una hebra complementaria de acido nucleico. La hibridacién
es el enlace de hidrégeno especifico de secuencia de compuestos oligoméricos mediante pares de bases de
Watson-Crick y/u Hoogsteen a ARN o ADN. Se dice que las bases de tales pares de bases son complementarias
entre si. Los acidos nucleicos pueden usarse para analizar estados corporales, por ejemplo, estados enfermos en
animales. Pueden usarse para la identificacion de adenovirus o virus de la gripe en una muestra o como agentes
intercalantes o sondas. Por ejemplo, pueden usarse para detectar metilacion de ADN o sondar interacciones de ADN
con otros componentes celulares tales como proteinas.

Se describe un método se proporciona de identificacion o deteccién de una molécula diana en una muestra,
comprendiendo el método: poner en contacto una muestra que se sospecha que contiene una molécula diana con
una molécula sensora de acido nucleico de formula 1, sintetizada segun los métodos de la invencién, en el que un
cambio en una sefial generada por una unidad generadora de sefales indica la presencia de dicha diana en dicha
muestra. La molécula sensora de acido nucleico se une especificamente con la molécula diana. En algunas
realizaciones hay una pluralidad de moléculas sensoras de acido nucleico. En algunas realizaciones, la pluralidad de
moléculas sensoras de acido nucleico comprende moléculas sensoras de acido nucleico que se unen
especificamente a diferentes moléculas diana. En algunos casos, el método comprende ademas cuantificar el
cambio en la sefial generado por la unidad generadora de sefiales para cuantificar la cantidad de molécula diana en
la muestra. La unidad generadora de sefiales detecta cualquier tipo de sefial, que incluye, pero no se limita a,
fluorescencia, resonancia de plasmones superficiales, extincion de fluorescencia, quimioluminiscencia,
interferometria o deteccion del indice de refraccion.

La muestra que va a detectarse es una muestra ambiental, material de riesgo biolégico, muestra organica, farmaco,
toxina, aroma, fragancia o muestra biologica. La muestra biolégica es una célula, extracto de células, lisado celular,
tejido, extracto de tejido, fluido corporal, suero, sangre o hemoderivado. En algunas realizaciones del método, la
presencia de la molécula diana indica la presencia de una afeccion patolégica. En algunas realizaciones del método,
la presencia de la molécula diana indica la presencia de una molécula deseable.

En un uso relacionado, los oligonucleétidos estereodefinidos proporcionados por los métodos de la invencién son
utiles como cebadores para PCR o como moldes o cebadores para la sintesis de ADN/ARN usando polimerasas.
Las temperaturas de fusién pueden optimizarse para una aplicacion particular dependiendo de la introduccion
seleccionada de quiralidad Rp o Sr en el fésforo en el oligonucleétido producto.

Se proporciona un método de amplificacién de regiones deseadas de de acido nucleico de un molde de acido
nucleico que comprende: (a) proporcionar una pluralidad de primeros cebadores de PCR que tienen una region de
secuencia de nucleoétidos fija complementaria a una secuencia consenso de interés; (b) proporcionar una pluralidad
de segundos cebadores de PCR, (c) amplificar el molde de acido nucleico mediante PCR usando la pluralidad de
primeros cebadores de PCR y la pluralidad de segundos cebadores de PCR en condiciones en las que un
subconjunto de la pluralidad de primeros cebadores se une a la secuencia consenso de interés sustancialmente
donde quiera que se produzca en el molde, y un subconjunto de la pluralidad de segunda cebadores se une al molde
en localizaciones eliminadas de los primeros cebadores de forma que las regiones de acido nucleico flanqueadas
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por el primer cebador y el segundo cebador se amplifiquen especificamente, y en el que la pluralidad de primeros
cebadores de PCR y/o la pluralidad de segundos cebadores de PCT son moléculas de acidos nucleicos de formula 1
que se producen segun los métodos de la invencién.

En algunas realizaciones, el molde es ADN gendémico. En algunas realizaciones, el molde es ADN genémico
eucariota. En algunas realizaciones, el molde es ADN gendmico humano. En algunas realizaciones, el molde es
ADN procariota. En algunas realizaciones, el molde es ADN que es un ADN genémico clonado, una region de ADN
subgenomica, un cromosoma o una region subcromosomica. En algunas realizaciones, el molde es ARN.

Los oligonucledtidos estereodefinidos también son utiles, debido a su elevada estabilidad y su capacidad para
retener el reconocimiento y la unién con sus dianas biolégicas, como sustancias para chips de ADN y micromatrices
de oligonucleétidos. También pueden usarse como oligonucleétidos estabilizados alternativos a los acidos nucleicos
naturales tales como ARNt y ARNm en la sintesis de proteinas libres de células.

Es util un area adicional donde la capacidad para controlar la estabilidad, composicién molecular que incluye restos
no naturales, y estructura, todos dentro de la misma sintesis, para aplicaciones dentro del disefio de nanomateriales
de ADN. Los oligonuclettidos estereodefinidos obtenidos por los métodos de la invencion pueden usarse como
sustancias para la construccion de nano-estructuras de acido nucleico que consisten en estructuras duplex, triplex,
cuadruplex, y otras de orden superior. La capacidad para incorporar otros restos organicos en las moléculas
producidas por estos métodos conduce a aplicaciones en nanomateriales que disefian estructura de orden superior
no natural especifica. La estabilidad in vivo y la flexibilidad del disefio permitiran que el uso de estas moléculas en,
por ejemplo, ordenadores de ADN. Adicionalmente, pueden incorporarse moléculas organicas quelantes o
conductoras de metales en los estereodefinidos obtenidos por los métodos de la invencion y conducir a su uso como
nano-hilos de ADN en dispositivos electrénicos o nano-maquinas de ADN/ARN (F.A. Aldate, A.L. Palmer, Science,
2008, 321, 1795-1799).

Ejemplos
Informacién general:

Todos los espectros de RMN en el presente documento se registraron en un Varian Mercury 300. Los espectros de
RMN 'H se obtuvieron a 300 MHz con tetrametilsilano (TMS) (3 0,0) como patron interno en CDCls. Los espectros de
RMN 2P se obtuvieron a 121,5 MHz con 85 % de HsPO4 (5 0,0) como patrén externo. Se registraron EM-MALDI
TOF en un Applied Biosystems Voyager System 4327. La cromatografia en columna de gel de silice se llevé a cabo
usando gel de silice 60N de Kanto (esférico, neutro, 63-210 uym). Se realiz6 CCF analitica en placas Kieselgel 60-
F254 de Merck. Se prepararon disolventes organicos secos por procedimientos apropiados antes de uso. Los otros
disolventes organicos fueron de calidad reactivo y se usaron como se recibieron. Se llevd a cabo ACQUITY UPLC®
usando BEH C1s (1,7 ym, 2,1 x 150 mm). El rendimiento de los dimeros de fosforotioato dTT, dCT, dAT, dGT,
rUomeU y rUrU se determiné por mediciones de absorbancia UV a 260 nm con los coeficientes de extincion molar de
valores aproximados para los dimeros naturales dTT (16800), dCT (15200), dAT (22800), dGT (20000), rUuU
(19600), rUU (19600), respectivamente.

Abreviaturas:

bz: benzoilo

reactivo de Beaucage: 1,1-diéxido de 3H-1,2-benzoditiol-3-ona
BSA: N, O-bis(trimetilsilil)acetamida

BTC: bis(triclorometil)carbonato

ce: cianoetilo

CF3COIm: N-trifluoroacetilimidazol

CMP: N-cianometilpirrolidina

CMPT: trifluorometanosulfonato de N-cianometilpirrolidinio
CPG: vidrio de poro controlado

DBU: 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno

DCA: acido dicloroacético

DCM: diclorometano, CH2Cl2

DMAc: N,N-dimetilacetamida

DMAN: 1,8-bis(dimetilamino)naftaleno

DMTr: 4,4'-dimetoxitritilo

DTD: disulfuro de N,N-dimetiltiuram

HCP: poliestireno altamente reticulado

pac: fenoxiacetilo

TBS: t-butildimetilsililo

TBDPS: t-butildifenilsililo

TFA: acido trifluoroacético

L-2: mismo que la formula P en el presente documento
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D-2: mismo que la formula O en el presente documento
L-6: mismo que la formula R en el presente documento
D-6: mismo que la férmula Q en el presente documento

Ejemplo 1: Sintesis en solucién de un dimero de fosforotioato, Ne-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)timidin-3'"-il Ne-
benzoil-3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5"-ilfosforotioato  de  (Sr)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio  [(Sp)-4tt]
mediante la Ruta A

Se seco NC-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (1t) (96,0 mg,
120 pymoles) por coevaporaciones repetidas con piridina seca y entonces se disolvio en piridina seca (2 ml). Se
afnadié BTC (29,7 mg 100 pmoles), y la mezcla se agité durante 10 min. Se afiadié una solucién de aminoalcohol L-2
(21,3 mg, 120 pmoles), que se prepard por coevaporaciones repetidas con piridina seca y se disolvié en piridina
seca (1 ml), a la mezcla de reaccion gota a gota mediante una jeringa, y la mezcla se agit6 durante 5 min bajo
atmosfera de argon. A la solucion de NB-benzoil-3'-O-(terc-butildimetilsililjtimidina (3t), que se prepard por
coevaporaciones repetidas con piridina seca y se disolvié en piridina (500 pmoles), se afiadi6 la mezcla de reaccién
mediante una jeringa. Después de 30 min, se afiadio DTD (42,5 mg, 120 pymoles) a la mezcla de reaccién. Tras 5
min adicionales, el disolvente se evapor6 a presion reducida. Se afiadi6 NHs concentrado-EtOH (40 ml; 3:1, v/v) al
residuo, y la mezcla se agité durante 12 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a sequedad a presion
reducida. La mezcla en bruto se diluyé con CHCIs (15 ml), y se lavé con hidrogenocarbonato de trietilamonio 0,2 M
(20 ml). La fase acuosa se retro-extrajo con CHCIs (4 x 15 ml). Las fases organicas combinadas se secaron sobre
Naz2S04, se filtraron y se concentraron a sequedad a presion reducida. El residuo se purifico por PTLC. EIl producto
se disolvié en CHCIs (5 ml), se lavé con tampén hidrogenocarbonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio 0,2 M
(10 ml) y se retro-extrajo con CHCIs (3 x 5 ml). Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na:SOs, se
filtraron y se concentraron a sequedad proporcionando (Sp)-4tt (41,8 mg, rendimiento del 98 %, Rp:Sp = 9:91) como
una espuma blanca. Los espectros de RMN 'H y 3'P (Figura 1 y 2, respectivamente) fueron idénticos a aquellos de
una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. RMN 3'P (121,5 MHz, CDCls) & 57,4
(isdbmero Re: 57,9). El esquema sintético se muestra en el Esquema 10.

" H H bz
z
Ch CCh TBDP: TBS

TBDPS! w2
BTC L2 3t
————— ——— e ————————
piridina seca piridina F!\ piridina
H” O HDBU ta, 0,04 M a
1t PI

HN—{
/e
TBDPS = >_N/H TBOPS = TBDP. [
NH3 conc
DTD §5°C, 12h -
S — S\
C\H_fp‘\: bz piridina CNH &P; bz Q’P" hbz
"Ph s vn
T TBS a4 OTBS

BS
Esquema 10. Sintesis en solucion de un dimero de ADN como en el Esquema 5 (Ruta A).

Ejemplo 2: Sintesis en soluciéon de un dimero de fosforotioato, 6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-desoxiadenosin-
3-il 3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5'-iffosforotioato de (Sr)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio [(Sp)-4at] mediante
la Ruta A.

Se obtiene (Se)-4at a partir de 6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-desoxiadenosin-3'-ilfosfonato de 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-enio (1a) en lugar de 1t, usando las etapas de reaccion descritas anteriormente para (Sr)-
att.

Ejemplo 3: Sintesis en solucion de un dimero de fosforotioato, 4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-desoxicitidin-3'-il
3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5"-ilfosforotioato de (Sp)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio [(Sr)-4ct] mediante la
Ruta A.

Se obtiene (Sp)-4ct a partir de 4-N-benzoil-5'-O-(ferc-butildifenilsilil)-desoxicitidin-3'-ilfosfonato de 1,8-

diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (1c) ,en lugar de 1t, usando las etapas de reaccién descritas anteriormente para
(Sp)-4tt.
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Ejemplo 4: Sintesis en solucion de un dimero de fosforotioato, 2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-
butildifenilsilil)desoxiguanosin-3'-il 3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5'-iffosforotioato de (Sp)-1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio [(Sp)-4gt] mediante la Ruta A.

Se obtiene (Sr)-4gt a partir de 2-N-fenoxiacetil-5'-O-(ferc-butildifenilsilil)desoxiguanosin-3'-ilfosfonato de 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (1g) en lugar de 1t, usando las etapas de reaccion descritas anteriormente para (Sr)-
4t

Ejemplo 5: Sintesis en solucion de un dimero de fosforotioato, Ne-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)timidin-3'-il N°-
benzoil-3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5"-ilfosforotioato  de  (Rer)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio  [(Rp)-4tt]
mediante la Ruta A.

Se obtuvo (Rp)-4tt como una espuma blanca (rendimiento del 93 %, Rp:Sp = 95:5) usando aminoalcohol D-2 en lugar
de L-2 de un modo similar a (Sr)-4tt en el Ejemplo 1. Los espectros de RMN de 'H y 3'P se muestran en las Figuras
3y 4, respectivamente. RMN 3'P (121,5 MHz, CDCls) 6 57,6 (Sp isomero: 57,3.

Ejemplo 6: Sintesis en solucion de un dimero de fosforotioato, 6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)desoxiadenosin-
3l 3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio [(Rp)-4at] mediante
la Ruta A.

Se produce (Rr)-4at mediante las transformaciones descritas anteriormente en el Ejemplo 2 usando el compuesto 1a
y el aminoalcohol D-2 como reactivo quiral, en lugar de L-2.

Ejemplo 7: Sintesis en solucion de un dimero de fosforotioato, 4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)desoxicitidin-3'-il
3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio [(Rp)-4ct] mediante la
Ruta A.

Se produce (Rr)-4ct mediante las transformaciones descritas anteriormente en el Ejemplo 3 usando el compuesto 1c
y el aminoalcohol D-2 como reactivo quiral, en lugar de L-2.

Ejemplo 8: Sintesis en solucion de un dimero de fosforotioato, 2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-
butildifenilsilil)desoxiguanosin-3'-il 3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio [(Rpr)-4gt] mediante la Ruta A.

Se produce (Rp)-4gt mediante las transformaciones descritas anteriormente en el Ejemplo 4 usando el compuesto 1
g y el aminoalcohol D-2 como reactivo quiral, en lugar de L-2.

Ejemplo 9: Desproteccion para formar timidin-3'-il timidin-5"-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sr)-5tt].

Se seca (Sr)-4tt (50 umoles) por coevaporaciones repetidas con piridina seca y tolueno seco, y entonces se disuelve
en ftrifluorhidrato de trietilamina (500 pl). La mezcla se agita durante 15 h a temperatura ambiente. Entonces se
afnade un tampén acetato de amonio 0,1 M (2,5 ml) a la mezcla, y la mezcla se lava con Et20 (3 x 3 ml). Las fases
organicas combinadas se retro-extraen con tampén acetato de amonio 0,1 M (3 ml). Las fases acuosas combinadas
se concentran entonces a sequedad a presién reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en columna de
fase inversa [un gradiente lineal de acetonitrilo 0-10 % en tampdn acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0)] proporcionando
(Spr)-5tt. El esquema de desproteccion se muestra en el Esquema 11.

Esquema 11. Desproteccion
TBOPW
N

TBS H

N ad

Et;N-3HF Su
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Ejemplo 10: Desproteccion para formar desoxiadenosin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sp)-5at].
Se produce (Spr)-5at como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Sp)-4at en lugar de (Sp)-4tt.
Ejemplo 11: Desproteccién para formar desoxicitidin-3'-il timidin-5'-iffosforotioato de (Sp)-amonio [(Sp)-5ct].

Se produce (Sp)-5ct como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Sp)-4ct en lugar de (Sp)-4tt.
Ejemplo 12: Desproteccion para formar desoxiguanosin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sp)-5gt].
Se produce (Sp)-5gt como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Sr)-4gt en lugar de (Sp)-4tt en.
Ejemplo 13: Desproteccion para formar timidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Rr)-amonio [(Rr)-5tt].

Se produce (Rp)-5tt como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Rr)-4tt en lugar de (Sp)-4tt de una
manera similar a (Sp)-5tt.

Ejemplo 14: Desproteccion para formar desoxiadenosin-3'"-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Rr)-amonio [(Rp)-5at].
Se produce (Rr)-5at como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Rr)-4at en lugar de (Sp)-4tt.
Ejemplo 15: Desproteccion para formar desoxicitidin-3'-il timidin-5'-iffosforotioato de (Rr)-amonio [(Rp)-5ct].

Se produce (Rr)-5ct como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Rr)-4ct en lugar de (Sr)-4tt.
Ejemplo 16: Desproteccion para formar desoxiguanosin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Rr)-amonio [(Rpr)-5gt].

Se produce (Rpr)-5gt como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 9 usando (Rr)-4gt en lugar de (Sp)-4tt de una
manera similar a (Sp)-5tt.

Ejemplo 17: Sintesis de H-fosfonato de (Re)-5-O-(terc-butildifenilsilil)timidin-3'-il 3'-O-(terc-butildimetilsilil)timidin-5'-
ilo [(Rp)-71t] mediante la Ruta B.

Se seca 1t (100 ymoles) por coevaporaciones repetidas con piridina seca y entonces se disuelve en piridina seca (1
ml). Se afiade cloruro N,N'-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BopCl; 500 umoles), y la mezcla se agita durante 5 min.
A la mezcla se afiade gota a gota una solucién de aminoalcohol ((aR, 2S)-6) (100 ymoles), que se ha secado por
coevaporaciones con piridina seca y se disuelve en piridina seca (1 ml), mediante una jeringa, y la mezcla se agita
durante 5 min bajo argén. Se seca 3'-O-(ferc-butildimetilsilil)timidina usando coevaporaciones repetidas con piridina
seca y se disuelve en 100 pmoles de piridina. La mezcla anterior se afilade mediante canula a la solucién de 3'-O-
(terc-butildimetilsilil)timidina 3t en piridina seca (100 ymoles). Después de 15 min, la mezcla se concentra a presion
reducida. El residuo se diluye con CH2Cl2 (56 ml) y se lava con NaHCOs saturado (3 x 5 ml). Las fases acuosas
combinadas se retro-extraen con CH2Cl2 (2 x 5 ml). Las fases organicas combinadas se secan sobre Na:SO4, se
filtran y se concentran a aprox. 1 ml a presién reducida. El residuo se afiade gota a gota mediante una jeringa a una
solucién con agitacion de 1 % de acido trifluoroacético (TFA) en CH2Cl2 seco (20 ml) a 0 °C. Después de 5 min
adicionales, la mezcla se diluye con CH2Cl2 seco (100 ml) y se lava con soluciones acuosas saturadas de NaHCO3
(2 x 100 ml). Las fases acuosas combinadas se retro-extraen con CH2Cl2 (2 x 100 ml). Las fases organicas
combinadas se secan sobre Na2SOy4, se filtran y se concentran a sequedad a presion reducida proporcionando (Rr)-
7tt en bruto. El esquema sintético se muestra en el Esquema 12.
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Esquema 12. Sintesis de analogos de ADN como en el Esquema 6 (Ruta B).
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Ejemplo 18: Sintesis de H-fosfonato de (Rp)-6-N-benzoil-5'-O-(ferc-butildifenilsilil)desoxiadenosin-3'-il 3'-O-(terc-
butildimetilsilil)timidin-5'-ilo [(Rr)-7at] mediante la Ruta B.

Se produce (Rp)-7at en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando 1a en lugar de 1t.

Ejemplo 19: Sintesis de H-fosfonato de (Rp)-4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)/desoxicitidin-3"-il  3'-O-(terc-
butildimetilsilil)timidin-5'-ilo [(Rp)-7ct] mediante la Ruta B.

Se produce (Rpr)-7ct en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando 1c en lugar de 1t.

Ejemplo 20: Sintesis de H-fosfonato de (Rr)-2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)desoxiguanosin-3'-il 3'-O-(terc-
butildimetilsilil)timidin-5'-ilo [(Rr)-7gt] mediante la Ruta B.

Se produce (Re)-7gt en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando 1g en lugar de 1t.

Ejemplo 21: Sintesis de H-fosfonato de (Sp)-5'-O-(terc-butildifenilsilil)timidin-3'-il 3'-O-(ferc-butildimetilsilil)timidin-5'-
ilo [(Sp)-7tt] mediante la Ruta B.

Se produce (Sp)-7tt en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando (aS, 2R)-6 en lugar de (aR, 2S)-6 como
reactivo quiral.

Ejemplo 22: Sintesis de H-fosfonato de (Sp)-6-N-benzoil-5'-O-(ferc-butildifenilsilil)desoxiadenosin-3'-il 3'-O-(terc-
butildimetilsilil)timidin-5'-ilo [(Sp)-7at] mediante la Ruta B.

Se produce (Spr)-7at en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando el compuesto 1a y (aS, 2R)-6 en lugar de
(aR, 2S)-6 como reactivo quiral.

Ejemplo 23: Sintesis de H-fosfonato de (Sr)-4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)desoxicitidin-3'-il  3'-O-(terc-
butildimetilsilil)timidin-5'-ilo [(Sp)-7ct] mediante la Ruta B.

Se produce (Sp)-7ct en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando el compuesto 1c y (aS, 2R)-6 en lugar de
(aR, 2S)-6 como reactivo quiral.

Ejemplo 24: Sintesis de H-fosfonato de (Sp)-2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)desoxiguanosin-3'-il 3'-O-(terc-
butildimetilsilil)timidin-5'-ilo [(Sp)-7gt] mediante la Ruta B.

Se produce (Sr)-7gt en bruto como se describe en el Ejemplo 17 usando el compuesto 1g en lugar de 1t y el
compuesto (aS, 2R)-6 en lugar del compuesto (aR, 2S)-6 como reactivo quiral.

Ejemplo 25: Modificaciéon para producir timidin-3™-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Re)-amonio [(Rp)-5tt] como se
muestra en Esquema general 13.

Se seca (Sp)-7tt por coevaporaciones repetidas con piridina seca y tolueno seco, y entonces se disuelve en CHsCN
(1 ml). Se anade N,O-bis(trimetilsilillacetamida (BSA; 100 ul). Después de 1 min, se afade disulfuro de N,N'-
dimetiltiuram (DTD; 120 pmoles). Después de 3 min adicionales, la mezcla se concentra a sequedad a presién
reducida dando (Rp)-4tt en bruto. Entonces, se disuelve (Rp)-4tt en bruto en trifluorhidrato de trietilamina (1 ml). La
mezcla se agita durante 15 h a temperatura ambiente. Entonces se afiade un tampén acetato de amonio 0,1 M (5
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ml) a la mezcla, y la mezcla se lava con Et2O (3 x 5 ml). Las fases organicas combinadas se retro-extraen con
tampon acetato de amonio 0,1 M (5 ml). Las fases acuosas combinadas se concentran entonces a sequedad a
presion reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en columna de fase inversa [un gradiente lineal de
acetonitrilo 0-10 % en tampoén acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0)] proporcionando (Rp)-5tt. Las etapas de
modificacién se muestran en el Esquema 13.

Esquema 13. Modificacion en el fésforo para introducir azufre.
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Ejemplo 26: Modificacién para producir desoxiadenosin-3'-il timidin-5'"-ilfosforotioato de (Rr)-amonio [(Rr)-5at].
Se produce (Rr)-5at como se describe en el Ejemplo 25 usando (Se)-7at en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 27: Modificacion para producir desoxicitidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Re)-amonio [ (Rp)-5ct].
Se produce (Rpr)-5ct como se describe en el Ejemplo 25 usando (Sp)-7ct en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 28: Modificacién para producir desoxiguanosin-3'-il timidin-5'"-ilfosforotioato de (Rr)-amonio [(Rr)-5gt].
Se produce (Rr)-5gt como se describe en el Ejemplo 25 usando (Se)-7gt en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 29: Modificacion para producir timidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sr)-5t].

Se produce (Sp)-5tt como se describe en el Ejemplo 25 usando (Rp)-7tt en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 30: Modificacién para producir desoxiadenosin-3'-il timidin-5"-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sr)-5at].
Se produce (Sp)-5at como se describe en el Ejemplo 25 usando (Re)-7at en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 31: Modificacion para producir desoxicitidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sp)-5ct].

Se produce (Sp)-5ct como se describe en el Ejemplo 25 usando (Rp)-7ct en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 32: Modificacién para producir desoxiguanosin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sr)-5gt].
Se produce (Sp)-5gt como se describe en el Ejemplo 25 usando (Re)-7gt en lugar de (Sp)-7tt.

Ejemplo 33: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-butildimetilsilil)uridin-3'-il
2' 3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio [(Sp)-10uu] mediante
la Ruta A.

Se seca 5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-butildimetilsilil)uridin-3'-ilfosfonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio
(8u) (100 umoles) por coevaporaciones repetidas con piridina seca y entonces se disuelve en piridina seca (1 ml). Se
afiade cloruro N,N'-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BopCl; 500 pymoles) y la mezcla se agita durante 5 min. A la
mezcla se afade gota a gota una solucibn de aminoalcohol (L-2) (100 pmoles), que se ha secado por
coevaporaciones repetidas con piridina seca y se disolvid en piridina seca (1 ml), mediante una jeringa, y la mezcla
se agita durante 5 min bajo argon. Se seca 2',3'-O-bis(ferc-butildimetilsilil)uridina 9u por coevaporaciones repetidas
con piridina seca y se disuelve en 100 umoles de piridina. Entonces, la mezcla anterior se afiade mediante canula en
la solucion de 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsililjuridina 9u (100 pmoles). Después de 10 min, se afiade N-
trifluoroacetilimidazol (CF3COIm; 200 pmoles). Después de 30 s adicionales, se afade disulfuro de N,N'-
dimetiltiuram (DTD; 120 umoles). Después de 3 min adicionales, la mezcla se seca a vacio. Al residuo se afiade NH3
conc.-EtOH (3:1, v/v, 10 ml), y la mezcla se agita durante 12 h, y entonces se concentra a sequedad a presién
reducida. Entonces, la mezcla se diluye con CHCIs (5 ml), y se lava con tampén fosfato 0,2 M (pH 7,0, 5 ml). Las
fases acuosas se retro-extraen con CHCIs (2 x 5 ml). Las fases organicas combinadas se secan sobre NaxSO4, se
filtran y se concentran a sequedad a presién reducida. El residuo se purifica por PTLC. El producto se disuelve en
CHCIs (5 ml), se lava con tampén bicarbonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio 0,2 M (5 ml) y se retro-extrae
con CHCIz (2 x 5 ml). Las fases organicas combinadas se secan sobre Na:SOg, se filtran y se concentran a
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sequedad proporcionando (Sp)-10uu. El esquema sintético se muestra en el Esquema 14.

Esquema 14. Sintesis de analogos de ARN como en el Esquema 5 (Ruta A).
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Ejemplo 34: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 6-N-benzoil-5'-0O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsililladenosin-3'-il 2' 3'-0O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Sr)-1,8-
diazabiciclo[5.4.0lundec-7-enio [(Sp)-10au] mediante la Ruta A.

Se produce (Sr)-10au como se describe en el Ejemplo 33 usando 6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsililjadenosin-3'-ilfosfonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (8a) en lugar de 8u.

Ejemplo 35: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 4-N-benzoil-5'-0O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)citidin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-1,8-diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-
enio [(Sp)-10cu] mediante la Ruta A.

Se produce (Sp)-10cu como se describe en el Ejemplo 33 usando 4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)citidin-3'-ilfosfonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (8c) en lugar de 8u.

Ejemplo 36: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)guanosin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio [(Sp)-10gu] mediante la Ruta A.

Se produce (Sp)-10gu como se describe en el Ejemplo 33 usando 2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-
(terc-butildimetilsilil)guanosin-3'-ilfosfonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (8g) en lugar de 8u.

Ejemplo 37: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-butildimetilsilil)uridin-3'-il
2' 3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato  de  (Rp)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio  [(Rp)-10uu]
mediante la Ruta A.

Se produce (Rr)-10uu como se describe en el Ejemplo 33 usando el reactivo quiral D-2 en lugar del reactivo quiral L-
Ejemplo 38: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)adenosin-3'-il 2',3'-0O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio [(Rp)-10au] mediante la Ruta A.

Se produce (Rr)-10au como se describe en el Ejemplo 33 usando 8a en lugar de 8u y el reactivo quiral D-2 en lugar
del reactivo quiral L-2.

Ejemplo 39: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)citidin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Rer)-1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-
enio [(Rp)-10cu] mediante la Ruta A.

Se produce (Rr)-10cu como se describe en el Ejemplo 33 usando 8c en lugar de 8u y el reactivo quiral D-2 en lugar
del reactivo quiral L-2.

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2616051 T3

Ejemplo 40: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, 2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)guanosin-3'-il 2' 3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio [(Rp)-10gu] mediante la Ruta A.

Se produce (Rp)-10gu como se describe en el Ejemplo 33 usando 8g en lugar de 8u y el reactivo quiral D-2 en lugar
del reactivo quiral L-2.

Ejemplo 41: Desproteccion para formar uridin-3'"-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sp)-11uu].
Se seca (Sp)-10uu (50 pmoles) por coevaporaciones repetidas con piridina seca y tolueno seco, y entonces se
disuelve en solucién de fluoruro de tetrabutilamonio 1 M (TBAF) en THF seco (500 pl). La mezcla se agita durante 12
h a temperatura ambiente. Se afiade una solucion de tampdn acetato de trietilamonio 0,05 M (pH 6,9, 2,5 ml) a la
mezcla, y la mezcla se lava con Et2O (3 x 3 ml). Las fases organicas combinadas se retro-extraen con tampén
acetato de trietilamonio 0,05 M (3 ml). Las fases acuosas combinadas se concentran entonces a sequedad a presion
reducida, y el residuo se purifica por cromatografia en columna de fase inversa [un gradiente lineal de acetonitrilo 0-
10 % en tampon acetato de trietilamonio 0,1 M (pH 6,9)] proporcionando (Sr)-11uu. El esquema de desproteccion se
muestra en el Esquema 15.
Esquema 15. Desproteccion como en el Esquema 5 (Ruta A).
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Ejemplo 42: Desproteccion para formar adenosin-3™-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sr)-11au].
Se produce (Sp)-11au como se describe en el Ejemplo 41 usando (Sr)-10au en lugar de (Sp)-10uu.
Ejemplo 43: Desproteccion para formar citidin-3'"-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sp)-11cu].
Se produce (Sp)-11cu como se describe en el Ejemplo 41 usando (Sr)-10cu en lugar de (Sp)-10uu.
Ejemplo 44: Desproteccion para formar guanosin-3™-il uridin-5'"-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sr)-11gu].
Se produce (Sp)-11gu como se describe en el Ejemplo 41 usando (Sp)-10gu en lugar de (Sp)-10uu.
Ejemplo 45: Desproteccion para formar uridin-3'"-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-trietilamonio [(Re)-11uu].
Se produce (Rp)-11uu como se describe en el Ejemplo 41 usando (Re)-10uu en lugar de (Sp)-10uu.
Ejemplo 46: Desproteccion para formar adenosin-3"-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Re)-trietilamonio [(Rr)-11au].
Se produce (Rr)-11au como se describe en el Ejemplo 41 usando (Rp)-10au en lugar de (Sp)-10uu.
Ejemplo 47: Desproteccion para formar citidin-3"-il uridin-5"-ilfosforotioato de (Re)-trietilamonio [(Rr)-11cu].
Se produce (Rr)-11cu como se describe en el Ejemplo 41 usando (Rp)-10cu en lugar de (Sp)-10uu.
Ejemplo 48: Desproteccion para formar guanosin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Re)-trietilamonio [(Rr)-11gu].
Se produce (Rr)-11gu como se describe en el Ejemplo 41 usando (Rp)-10gu en lugar de (Sp)-10uu.

Ejemplo 49: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Rp)-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)uridin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5-ilo [(Rp)-12uu] mediante la Ruta B.

Se seca 8u (100 umoles) por coevaporaciones repetidas con piridina seca y entonces se disuelve en piridina seca (1
ml). Se afiade cloruro N,N*-bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico (BopCl; 500 pymoles), y la mezcla se agita durante 5 min.
A la mezcla se afiade gota a gota una solucion de aminoalcohol ((aR, 2S)-6) (100 pmoles), que se seca por
coevaporaciones con piridina seca y se disuelve en piridina seca (1 ml), mediante una jeringa, y la mezcla se agita
durante 5 min bajo argéon. Entonces la mezcla se afiade mediante canula en una solucién de 9u (100 pmoles), que
se prepara por coevaporaciones repetidas con piridina seca y solucion en piridina. Después de 15 min, la mezcla se
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concentra a presion reducida. El residuo se diluye con CH2Clz (5 ml) y se lava con NaHCOs saturado (3 x 5 ml). Las
fases acuosas combinadas se retro-extraen con CH2Clz (2 x 5 ml). Las fases organicas combinadas se secan sobre
Naz2S04, se filtran y se concentran a aprox. 1 ml a presion reducida. El residuo se afiade gota a gota mediante una
jeringa a una solucién con agitacion de 1 % de acido trifluoroacético (TFA) en CH2Cl2 seco (20 ml) a 0 °C. Después
de 5 min adicionales, la mezcla se diluye con CH2Cl2 seco (100 ml) y se lava con soluciones acuosas saturadas de
NaHCOs (2 x 100 ml). Las fases acuosas combinadas se retro-extraen con CH2Cl2 (2 x 100 ml). Las fases organicas
combinadas se secan sobre Na>SO4, se filtran y se concentran a sequedad a presion reducida proporcionando (Rp)-
12uu en bruto, que se analiza por RMN 3'P. El esquema sintético se muestra en el Esquema 16.

Esquema 16. Sintesis de analogos de ARN mediante el Esquema 6 (Ruta B).
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Ejemplo 50: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Rr)-6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-
O-(terc-butildimetilsililladenosin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilo [(Rp)-12au] mediante la Ruta B.

Se produce (Rr)-12au en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando 8a en lugar de 8u.

Ejemplo 51: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Rr)-4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-
O-(terc-butildimetilsilil)citidin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilo [(Rp)-12cu] mediante la Ruta B.

Se produce (Rpr)-12cu en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando 8c en lugar de 8u.

Ejemplo 52: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Rp)-2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-
butildifenilsilil)-2'-O-(terc-butildimetilsilil)guanosin-3'-il 2',3'-O-bis(ferc-butildimetilsililuridin-5'-ilo [(Rr)-12gu] mediante
la Ruta B.

Se produce (Re)-12gu en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando 8g en lugar de 8u.

Ejemplo 53: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Sp)-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-O-(terc-
butildimetilsilil)uridin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilo [(Sp)-12uu] mediante la Ruta B.

Se produce (Sp)-12uu en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando el reactivo quiral (aS, 2R)-6 en lugar del
reactivo quiral (aR, 2S)-6.

Ejemplo 54: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Sr)-6-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-
O-(terc-butildimetilsililladenosin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilo [(Sp)-12au] mediante la Ruta B.

Se produce (Sp)-12au en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando 8a en lugar de 8u y el reactivo quiral (aS,
2R)-6 en lugar del reactivo quiral (aR, 2S)-6.

Ejemplo 55: Sintesis de un dimero de analogo de ARN, H-fosfonato de (Sr)-4-N-benzoil-5'-O-(terc-butildifenilsilil)-2'-
O-(terc-butildimetilsilil)citidin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5"-ilo [(Se)-12cu] mediante la Ruta B.

Se produce (Spr)-12cu en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando 8c en lugar de 8u y el reactivo quiral (aS,
2R)-6 en lugar del reactivo quiral (aR, 2S)-6.

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2616051 T3

Ejemplo 56: Sintesis de un dimero de andlogo de ARN, H-fosfonato de (Sr)-2-N-fenoxiacetil-5'-O-(terc-
butildifenilsilil)-2'-O-(terc-butildimetilsilil)guanosin-3'-il 2',3'-O-bis(terc-butildimetilsilil)uridin-5'-ilo [(Sp)-12gu] mediante
la Ruta B.

Se produce (Sp)-12gu en bruto como se describe en el Ejemplo 49 usando 8g en lugar de 8u y el reactivo quiral (aS,
2R)-6 en lugar del reactivo quiral (aR, 2S)-6.

Ejemplo 57: Modificacion para formar uridin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-trietilamonio [(Rp)-11uu].

Se seca (Sp)-12uu por coevaporacion repetida con piridina seca y tolueno seco, y entonces se disuelve en CH3CN (1
ml). Se afade N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (BSA; 100 ul). Después de 1 min, se afade disulfuro de N,N'-
dimetiltiuram (DTD; 120 pmoles). Después de 3 min adicionales, la mezcla se concentra a sequedad a presién
reducida dando (Rp)-10uu en bruto. Entonces, se disuelve (Rp)-10uu en bruto en solucién de fluoruro de
tetrabutilamonio 1 M (TBAF) en THF seco (1 ml). La mezcla se agita durante 12 h a temperatura ambiente. Se afade
una solucién de tampon acetato de trietilamonio 0,05 M (pH 6,9, 5 ml) a la mezcla, y la mezcla se lava con Et20 (3 x
5 ml). Las fases organicas combinadas se retro-extraen con tampén acetato de trietilamonio 0,05 M (5 ml). Las fases
acuosas combinadas se concentran entonces a sequedad a presion reducida, y el residuo se purifica por
cromatografia en columna de fase inversa [un gradiente lineal de acetonitrilo 0-10 % en tampdn acetato de
trietilamonio 0,1 M (pH 6,9)] proporcionando (Rr)-11uu. El esquema de modificacion se muestra en el Esquema 17.

Esquema 17. Sintesis de fosforotioato quiral.

<

™S /
TBDP: ™S S}_NH TBOPS! H
N~
H o
Z;P:'o OTBS BSA DTD 's}:.o oTBS TBAF/THF - d{o OH
(0] a [e] a
TBSO OTBS TBSO OTBS HO OH
12uu 10uu 11uu

Ejemplo 58: Modificacion para formar adenosin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-trietilamonio [(Rr)-11aul].
Se produce (Rp)-11au como se describe en el Ejemplo 57 usando (Sp)-12au en lugar de (Sr)-12uu.
Ejemplo 59: Modificacion para formar citidin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-trietilamonio [(Re)-11cul].

Se produce (Rr)-11cu como se describe en el Ejemplo 57 usando (Rp)-12cu en lugar de (Re)-12uu.
Ejemplo 60: Modificacion para formar guanosin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-trietilamonio [(Rr)-11gul].
Se produce (Rp)-11gu como se describe en el Ejemplo 57 usando (Sp)-12gu en lugar de (Sr)-12uu.
Ejemplo 61: Modificacion para formar uridin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sr)-11uu].

Se produce (Sp)-11uu como se describe en el Ejemplo 57 usando (Rp)-12uu en lugar de (Sr)-12uu.
Ejemplo 62: Modificacion para formar adenosin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sp)-11aul].
Se produce (Sp)-11au como se describe en el Ejemplo 57 usando (Rp)-12au en lugar de (Sr)-12uu.
Ejemplo 63: Modificacion para formar citidin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Se)-trietilamonio [(Sp)-11cu].

Se produce (Sp)-11cu como se describe en el Ejemplo 57 usando (Rr)-12cu en lugar de (Sr)-12uu.
Ejemplo 64: Modificacion para formar guanosin-3'-il uridin-5'-ilfosforotioato de (Sp)-trietilamonio [(Sp)-11gul].

Se produce (Sr)-11gu como se describe en el Ejemplo 57 usando (Rr)-12gu en lugar de (Sp)-12uu de una manera
similar a (Rp)-11uu.

Ejemplo 65: Sintesis en fase solida de analogos de ADN que tienen restos de X-fosfonato mediante el Esquema 5
(Ruta A).

Se usa resina HCP o CPG cargada con 5'-O-(DMTr)timidina (0,5 pmoles) mediante un conector de succinilo para la
sintesis. El alargamiento de cadena se realiza repitiendo las etapas en la Tabla 1. Después del alargamiento de
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cadena, el grupo 5-O-DMTr se elimina mediante tratamiento con 3 % de DCA en CHzCl2 (3 x 5 s) y se lava con
CH:zCl2. El oligébmero sobre la resina HCP o CPG se trata entonces con 25 % de NHa-piridina (9:1, v/v) durante 15 h
a 55 °C para eliminar los auxiliares quirales y los grupos protectores de las nucleobases y también para liberar el
oligbmero de la resina HCP o CPG. La resina HCP o CPG se elimina por filtracion y se lava con H20. El filtrado se
concentra a sequedad. El residuo se disuelve en H20, se lava con Et20, y los lavados combinados se retro-extraen
con H20. Las fases acuosas combinadas se concentran a sequedad. El producto en bruto resultante se analiza y/o
purifica por HPLC de fase inversa con un gradiente lineal de 0-20 % de acetonitrilo en tampo6n de acetato de amonio
0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a 50 °C a una tasa de 0,5 ml/min proporcionando ADN de X-fosfonato estereoregular.

Tabla 1.

etapa Operacion reactivos y disolvente tiempo
1 destritilacion 3 % de DCA en CH2Cl2 3x30s
2 lavado (i) CH2Cl: (ii) piridina seca (iii) secar a vacio. -
3 acoplamiento monoémero pre-activado (0,2 M)* en piridina seca 15 min
4 lavado (i) piridina seca (ii) CHsCN seco (iii) secar a vacio. -
5 transformacion electrofilo de azufre, electrofilo de selenio o agente de borano 5 min
6 lavado (i) THF seco (ii) secar a vacio. -
7 terminacion CF3COIm - 2,6-lutidina - THF seco (1:1:8, v/v/v) bajo argdn 30s
8 lavado (i) THF seco (ii) CH2Cl2

* preparacion de monoémero pre-activado en la etapa 3 de la Tabla 1: Se seca 5'-O-(DMTr)-2'-
desoxirribonucleésido-3'-ilfosfonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio por coevaporaciones repetidas con
piridina seca y entonces se disuelve en piridina seca. Se afiade BopCl a la solucion, y la mezcla se agita
durante 5 min. A la mezcla se afiade gota a gota una solucién de aminoalcohol (L-2 o D-2), que se seca por
coevaporaciones repetidas con piridina seca y se disuelve en piridina seca, mediante una jeringa, y la mezcla
se agita durante 5 min bajo argoén.

All-(Rp)-[Tes]sT (fosforotioato).

Segun el procedimiento tipico descrito anteriormente, 3'-O-succinato de 5'-O-(DMTr)timidina unido a HCP (0,5
pmoles) da all-(Rp)-[TesleT [1,52 unidades de Az, 17,7 nmoles (35 %) basado en la suposicion de 7 % de
hipocromicidad: UV (H20) amax 267 nm, amin 236 nm] después de la purificacién de un décimo del producto en bruto
por RP-HPLC. <4 % del oligomero purificado se digiere por incubacion con nucleasa P1 durante 1 h a 37 °C.

Ejemplo 66: Sintesis en fase solida de analogos de ADN que tienen restos de X-fosfonato mediante el Esquema 6
(Ruta B).

Se trata resina CPG cargada con 5'-O-(DMTr)timidina mediante un conector de succinilo u oxalilo con 1 % de TFA
en CH2Cl2 (3 x 5 s) para la eliminacion del grupo 5-O-DMTr, se lava con CH2Clz y piridina seca y se seca a vacio. El
alargamiento de cadena se realiza repitiendo las siguientes etapas (a) y (b). (a) Reaccion de acoplamiento usando
una solucién que contiene el monémero pre-activado* correspondiente (0,2 M) en piridina seca (10 min) bajo argoén.
Después de la condensacion, el soporte solido se lava con piridina seca y CH2Clz. (b) Eliminacién del grupo 5'-O-
DMTr y el auxiliar quiral simultdaneamente mediante tratamiento con 1 % de TFA en CH2Cl-EtsSiH (1:1, v/v) (3 x 5
s), y lavados posteriores con CH2zCl: y piridina seca. Los H-fosfonatos de oligonucleésido resultantes sobre la resina
se convierten en ADN de X-fosfonato como se describe mas adelante.

* preparacion de mondémero pre-activado: Se seca 5'-O-(DMTr)-2'-desoxirribonucledsido-3'-ilfosfonato de 1,8-

diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio por coevaporaciones repetidas con piridina seca y entonces se disuelve en piridina
seca. Se afnade BopCl a la solucidn, y la mezcla se agita durante 5 min. A la mezcla se afiade gota a gota una
solucion de aminoalcohol (L-6 o D-6), que se seca por coevaporacion repetida con piridina seca y se disuelve en
piridina seca, mediante una jeringa, y la mezcla se agita durante 5 min bajo argén.

Fosforotioato (X = S°).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de succinilo obtenido
como antes con 10 % en peso de Ss en CS:-piridina-trietilamina (35:35:1, v/v/iv) a TA durante 3 h, y se lava
sucesivamente con CSz, piridina y CHsCN. La resina se trata con una solucion acuosa al 25 % de NHs a TA durante
12 h, y se lava con H20. Las soluciones acuosas se combinan y se concentran a sequedad a presion reducida, y el
residuo se purifica por RP-HPLC proporcionando ADN de fosforotioato estereoregulado.

Boranofosfato (X = BH3).

Se afiaden DMF seca, N, O-bis(trimetilsilillacetamida (BSA) y BH3-SMe:z al H-fosfonato de oligonucleésido cargado
en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como antes a TA. Después de 15 min, la resina se lava
sucesivamente con DMF, CHsCN y CHsOH. La resina se trata entonces con una solucion saturada de NHs en
CHsOH a TA durante 12 h, y se lava con CHsOH. Las soluciones de CH3sOH se combinan y se concentran a
sequedad a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC proporcionando ADN de boranofosfato
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estereoregulado.
Hidroximetilfosfonato (X = CH20H).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como
antes con cloruro de trimetilsililo 0,1 M (TMSCI) en piridina-1-metil-2-pirrolidona (NMP) (1:9, v/v) a TA durante 10
min, y con formaldehido gaseoso a TA durante 30 min, y entonces se lava con NMP y CHsCN. La resina se trata
entonces con una solucién acuosa al 25 % de NHs a TA durante 12 h, y se lava con H20. Las soluciones acuosas
combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC proporcionando
ADN de hidroximetilfosfonato estereoregulado.

Fosforamidato (X = NHz).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como
antes con una solucion saturada de NHs en CCls-1,4-dioxano (4:1, v/v) a 0 °C durante 30 min, y se lava con 1,4-
dioxano. Las soluciones organicas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, se tratan con una
solucién acuosa al 25 % de NHs a TA durante 12 h y se lavan con H20. Las soluciones acuosas combinadas se
concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC proporcionando ADN de
fosforamidato estereoregulado.

N-propilfosforamidato (X = NHPr).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como
antes con CCls-propilamina (9:1, v/v) a TA durante 1 h, y se lava con CH3zOH. Las soluciones organicas combinadas
se concentran a sequedad a presién reducida, se tratan con una solucion acuosa al 25 % de NHs a TA durante 12 h
y se lavan con H20. Las soluciones acuosas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo
se purifica por RP-HPLC proporcionando ADN de N-propilfosforamidato estereoregulado.

N-[(2-dimetilamino)etil]fosforamidato [X = NH(CH2)2NMe:].

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como
antes con CCls-2-dimetilaminoetilamina (9:1, v/v) a TA durante 1 h, y se lava con CHsCN. Las soluciones organicas
combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, se tratan con una solucién acuosa al 25 % de NHs a TA
durante 12 h y se lavan con H20. Las soluciones acuosas combinadas se concentran a sequedad a presion
reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC proporcionando ADN de N-[(2-dimetilamino)etillfosforamidato
estereoregulado.

Ejemplo 67: Sintesis de all-(Sr)-d[CsAsGsT] (fosforotioato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleésido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de succinilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con una soluciéon 0,2 M de reactivo de Beaucage en BSA-CHsCN (1:8,
v/v) a TA durante 30 min, y la resina se lava con CHsCN. La resina se trata entonces con una soluciéon acuosa al
25 % de NHs a TA durante 12 h y se lava con H20. Las soluciones acuosas combinadas se concentran a sequedad
a presion reducida, y el residuo se analiza y caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza
con un gradiente lineal de 0-20 % de acetonitrilo en tampén de acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a
50 °C a un caudal de 0,5 ml/min usando una columna pyBondasphere 5 um C18 (100 A, 3,9 mm x 150 mm) (Waters).

Ejemplo 68: Sintesis de all-(Rp)-d[CsAsGsT] (fosforotioato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleésido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de succinilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con una solucién 0,2 M de reactivo de Beaucage en BSA-CHsCN (1:8,
v/v) (0,2 ml) a TA durante 30 min, y la resina se lava con CHsCN. La resina se trata con una solucién acuosa al 25 %
de NHs (5 ml) a TA durante 12 h, y se lava con H20. Las soluciones acuosas combinadas se concentran a sequedad
a presion reducida, y el residuo se analiza y caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza
con un gradiente lineal de 0-20 % de acetonitrilo en tampén acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a
50 °C a un caudal de 0,5 ml/min usando una columna pyBondasphere 5 um C18 (100 A, 3,9 mm x 150 mm) (Waters).

Ejemplo 69: Sintesis de all-(Sp)-[Ts]oT (fosforotioato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleésido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de succinilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con una solucién 0,2 M de reactivo de Beaucage en BSA-CH3sCN (1:8,
v/v) (0,2 ml) a TA durante 30 min, y la resina se lava con CH3CN. La resina CPG se trata con una solucién acuosa al
25 % de NHs (56 ml) a TA durante 24 h, y se lava con H20. Las soluciones acuosas combinadas se concentran a
sequedad a presion reducida, y el residuo se analiza y caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se
realiza con un gradiente lineal de 0-20 % de acetonitrilo en tampén de acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 80
min a 30 °C a un caudal de 0,5 ml/min usando una columna pBondasphere 5 ym C18 (100 A, 3,9 mm x 150 mm)
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(Waters).
Ejemplo 70: Sintesis de all (Rp)-[Ts]oT (fosforotioato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleosido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de succinilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con una solucién 0,2 M de reactivo de Beaucage en BSA-CH3sCN (1:8,
v/v) (0,2 ml) a TA durante 30 min, y la resina se lava con CH3CN. La resina se trata con una solucién acuosa al 25 %
de NHs (5 ml) a TA durante 24 h, y se lava con H20. Las soluciones acuosas combinadas se concentran a sequedad
a presion reducida, y el residuo se analiza y caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza
con un gradiente lineal de 0-20 % de acetonitrilo en tampén de acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 80 min a
30 °C a un caudal de 0,5 ml/min usando una columna pyBondasphere 5 um C18 (100 A, 3,9 mm x 150 mm) (Waters).

Ejemplo 71: Sintesis de all-(Rp)-[Ts]sT (boranofosfato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleosido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de succinilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con una mezcla de DMF seca (0,8 ml), BSA (0,1 ml) y BHs'S(CHa)2
(0,1 ml) a TA durante 15 min, y la resina se lava sucesivamente con DMF, CHsCN y CH3OH. La resina se trata
entonces con una solucion saturada de NHz en CHsOH (5 ml) a TA durante 2 h, y se lava con CHsOH. Las
soluciones organicas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo se analiza y
caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza con un gradiente lineal de 0-20 % de
acetonitrilo en tampén de acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a 30 °C a un caudal de 0,5 ml/min
usando una PEGASIL ODS 5 um (120 A, 4,0 mm x 150 mm) (Senshu Pak).

Ejemplo 72: Sintesis de all-(Sp)-[Ts]sT (boranofosfato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleésido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de succinilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con una mezcla de DMF seca (0,8 ml), BSA (0,1 ml) y BHs-S(CHa)2
(0,1 ml) a TA durante 15 min, y la resina se lava sucesivamente con DMF, CH3sCN y CHsOH. La resina se trata
entonces con una soluciéon saturada de NHz en CHsOH (5 ml) a TA durante 2 h, y se lava con CH3OH. Las
soluciones organicas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo se analiza y
caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza con un gradiente lineal de 0-20 % de
acetonitrilo en tampoén de acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a 30 °C a un caudal de 0,5 ml/min
usando una PEGASIL ODS 5 um (120 A, 4,0 mm x 150 mm) (Senshu Pak).

Ejemplo 73: Sintesis de all- (Se)-[Tn]sT (N-[(2-dimetilamino)etil]fosforamidato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleésido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de oxalilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con CCls-2-dimetilaminoetilamina (9:1, v/v) a TA durante 1 h, y se lava
con CH3CN. Las soluciones organicas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo se
analiza y caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza con un gradiente lineal de 0-20 % de
acetonitrilo en tampén acetato de trietilamonio 0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a 30 °C a un caudal de 0,5 ml/min
usando una PEGASIL ODS 5 um (120 A, 4,0 mm x 150 mm) (Senshu Pak).

Ejemplo 74: Sintesis de all-(Rp)-[Tn]sT (N-[(2-dimetilamino)etillfosforamidato).

Se sintetiza el H-fosfonato de oligonucleésido correspondiente en una resina CPG mediante un conector de oxalilo
como se ha descrito anteriormente, y se trata con CCls-2-dimetilaminoetilamina (9:1, v/v) a TA durante 1 h, y se lava
con CH3CN. Las soluciones organicas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida, y el residuo se
analiza y caracteriza por RP-HPLC y EM-MALDI TOF. La RP-HPLC se realiza con un gradiente lineal de 0-20 % de
acetonitrilo en tampén acetato de trietilamonio 0,1 M (pH 7,0) durante 60 min a 30 °C a un caudal de 0,5 ml/min
usando una PEGASIL ODS 5 um (120 A, 4,0 mm x 150 mm) (Senshu Pak).

Ejemplo 75: Un procedimiento general para la sintesis en fase sélida de ARN de X-fosfonato mediante el Esquema
5 (Ruta A).

Se usa resina HCP o CPG cargada con 5'-O-(DMTr)uridina mediante un conector de succinilo para la sintesis. El
alargamiento de cadena se realiza repitiendo las etapas en la Tabla 2. Después del alargamiento de cadena el grupo
5'-O-DMTr se elimina mediante tratamiento con 3 % de DCA en CH2Clz y la resina se lava sucesivamente con
CH2Cl2 y EtOH. La resina se trata entonces con una soluciéon acuosa al 25 % de NHsz-EtOH (3:1, v/v) durante 2 h a
temperatura ambiente y se elimina por filtracion. El filtrado se diluye con una solucién acuosa al 25 % de NH3-EtOH
(3:1, viv) y se pone en un matraz herméticamente sellado durante 48 h a temperatura ambiente. La solucion se
concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC. Se recogen las fracciones que contienen los
ARN de X-fosfonato protegidos con 2'-O-TBS deseados y se liofilizan. El residuo se trata con una solucion 1 M de
TBAF en THF seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una solucién de tamp6n TEAA 0,05 M (pH 6,9),
y el THF se elimina mediante evaporacion. El residuo se desala con un cartucho Sep-pak C1s, y se purifica por RP-
HPLC proporcionando ARN de X-fosfonato estereoregular.
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Tabla 2.

etapa Operacion reactivos y disolvente tiempo
1 destritilacion 3 % de DCA en CH2Cl2 4x30s
2 lavado (i) CH2Cl: (ii) piridina seca (iii) secar a vacio. -
3 acoplamiento monomero pre-activado (0,2 M)* en piridina seca 15 min
4 lavado (i) piridina seca (ii) CHsCN seco (iii) secar a vacio. -
5 transformacion electrofilo de azufre, electrofilo de selenio o agente de borano 5 min
6 lavado (i) THF seco (ii) secar a vacio. -
7 terminacién CF3COIm - 2,6-lutidina - THF seco (1:1:8, v/v/v) bajo argdn 30s
8 lavado (i) THF seco (ii) CH2Cl2 -

* preparacion de mondmero pre-activado en la etapa 3 de la Tabla 2: Se seca 5-O-(DMTr)-2'-O-(TBS)-
ribonucledsido-3'-ilfosfonato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-enio por coevaporaciones repetidas con
piridina seca y entonces se disuelve en piridina seca. Se afiade BopCl a la solucién, y la mezcla se agita
durante 5 min. A la mezcla se afiade gota a gota una solucion de aminoalcohol (L-2 o D-2), que se
coevaporaciones repetidas con piridina seca y se disuelve en piridina seca, mediante una jeringa, y la
mezcla se agita durante 5 min bajo argén.

Ejemplo 76: Un procedimiento general para la sintesis en fase sélida de ARN de X-fosfonato mediante el Esquema
6 (Ruta B).

Procedimiento para la sintesis de ARN de H-fosfonato. Se trata resina CPG cargada con 5-O-(DMTr)uridina
mediante un conector de succinilo u oxalilo con 1 % de TFA en CH2Cl2 (3 x 5 s) para la eliminacion del grupo 5'-O-
DMTr, se lava con CH2Cl2 y piridina seca y se seca a vacio. El alargamiento de cadena se realiza repitiendo las
siguientes etapas (a) y (b). (a) Reaccion de acoplamiento usando una solucion que contiene el monémero pre-
activado* correspondiente (0,2 M) en piridina seca (10 min) bajo argén. Después de la condensacioén, el soporte
solido se lava con piridina seca y CH2Cl2. (b) Eliminacién del grupo 5'-O-DMTr y el auxiliar quiral simultaneamente
mediante tratamiento con 1 % de TFA en CH2Cl>-EtsSiH (1:1, v/v) (3 x 5 s), y lavados posteriores con CH2Clz y
piridina seca. Los H-fosfonatos de oligonucleosido resultantes en la resina se convierten en analogos de ARN
modificados en el esqueleto como se describe a continuacion.

*preparacion de monémero pre-activado

Se seca 5-0-(DMTr)-2'-O-(TBS)-ribonucleésido-3'-ilfosfonato de  1,8-diazabiciclo[5.4.0lundec-7-enio  por
coevaporaciones repetidas con piridina seca y entonces se disuelve en piridina seca. Se afiade BopCl a la solucién,
y la mezcla se agita durante 5 min. A la mezcla se afiade gota a gota una solucién de aminoalcohol (L-6 o D-6), que
se seca por coevaporaciones repetidas con piridina seca y se disuelve en piridina seca, mediante una jeringa, y la
mezcla se agita durante 5 min bajo argén.

Fosforotioato (X = S°).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de succinilo obtenido
como antes con 10 % en peso de Ss en CSq-piridina-trietilamina (35:35:1, v/v/v) a TA durante 3 h, y se lava
sucesivamente con CSg, piridina y EtOH. La resina se trata entonces con una solucién acuosa al 25 % de NHs-EtOH
(3:1, v/v) durante 2 h a temperatura ambiente y se elimina por filtracion. El filtrado se diluye con una solucién acuosa
al 25 % de NHs-EtOH (3:1, v/v) y se pone en un matraz herméticamente sellado durante 12 h a temperatura
ambiente. La solucion se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC. Se recogen vy liofilizan
las fracciones que contienen los ARN de fosforotioato protegidos con 2'-O-TBS deseados. El residuo se trata con
una solucion 1 M de TBAF en THF seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una solucion de tampoén
TEAA 0,05 M (pH 6,9), y se elimina el THF mediante evaporacion. El residuo se desala con un cartucho Sep-pak
C1s, y se purifica por RP-HPLC proporcionando ARN de fosforotioato estereoregular.

Boranofosfato (X = BH3).

Se afiaden DMF seca, N,O-bis(trimetilsilil)acetamida (BSA) y BHs-SMe2 al H-fosfonato de oligonucleésido cargado
en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como antes a TA. Después de 15 min, la resina se lava
sucesivamente con DMF, CHsCN y EtOH. La resina se trata entonces con una soluciéon acuosa al 25 % de NHs-
EtOH (3:1, v/v) durante 2 h a temperatura ambiente y se elimina por filtracion. El filtrado se diluye con una solucion
acuosa al 25 % de NHs-EtOH (3:1, v/v) y se pone en un matraz herméticamente sellado durante 12 h a temperatura
ambiente. La solucion se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC. Se recogen vy liofilizan
las fracciones que contienen los ARN de boranofosfato protegidos con 2'-O-TBS deseados. El residuo se trata con
una solucion 1 M de TBAF en THF seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una solucion de tampén
TEAA 0,05 M (pH 6,9), y el THF se elimina mediante evaporacion. El residuo se desala con un cartucho Sep-pak
C1s, y se purifica por RP-HPLC proporcionando ARN de boranofosfato estereoregular.
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Hidroximetilfosfonato (X = CH20H).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido como
antes con cloruro de trimetilsililo 0,1 M (TMSCI) en piridina-1-metil-2-pirrolidona (NMP) (1:9, v/v) a TA durante 10
min, y con formaldehido gaseoso a TA durante 30 min, y entonces se lava con NMP y EtOH. La resina se trata
entonces con una solucion acuosa al 25 % de NHs-EtOH (3:1, v/v) durante 2 h a temperatura ambiente y se elimina
por filtracion. El filtrado se diluye con una solucién acuosa al 25 % de NHs-EtOH (3:1, v/v) y se pone en un matraz
herméticamente sellado durante 12 h a temperatura ambiente. La solucién se concentra a presion reducida, y el
residuo se purifica por RP-HPLC. Se recogen y liofilizan las fracciones que contienen los ARN de
hidroximetilfosfonato protegidos con 2'-O-TBS deseados. El residuo se trata con una solucién 1 M de TBAF en THF
seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una solucién de tampén TEAA 0,05 M (pH 6,9), y el THF se
elimina mediante evaporacién. El residuo se desala con un cartucho Sep-pak C1s, y se purifica por RP-HPLC
proporcionando ARN de hidroximetilfosfonato estereoregular.

Fosforamidato (X = NHz).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido con
una solucién saturada de NHs en CCls-1,4-dioxano (4:1, v/v) a 0 °C durante 30 min, y se lava con 1,4-dioxano. Las
soluciones organicas combinadas se concentran a sequedad a presion reducida. El filtrado se diluye con una
solucién acuosa al 25 % de NHs-EtOH (3:1, v/v) y se pone en un matraz herméticamente sellado durante 12 h a
temperatura ambiente. La solucion se concentra a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC. Se
recogen Yy liofilizan las fracciones que contienen los ARN de fosforamidato protegidos con 2'-O-TBS deseados. El
residuo se trata con una solucion 1 M de TBAF en THF seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una
solucion de tampon TEAA 0,05 M (pH 6,9), y el THF se elimina mediante evaporacion. El residuo se desala con un
cartucho Sep-pak C1s, y se purifica por RP-HPLC proporcionando ARN de fosforamidato estereoregular.

N-propilfosforamidato (X = NHPr).

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido con
CCls-propilamina (9:1, v/v) a TA durante 1 h, y se lava con CHsOH. Las soluciones organicas combinadas se
concentran a sequedad a presion reducida. El filtrado se diluye con una solucién acuosa al 25 % de NHs-EtOH (3:1,
v/v) y se pone en un matraz herméticamente sellado durante 12 h a temperatura ambiente. La soluciéon se concentra
a presion reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC. Se recogen y liofilizan las fracciones que contienen los
ARN de N-propilfosforamidato protegidas con 2'-O-TBS deseados. El residuo se trata con una solucién 1 M de TBAF
en THF seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una solucién de tampéon TEAA 0,05 M (pH 6,9), y el
THF se elimina mediante evaporacion. El residuo se desala con un cartucho Sep-pak C1s, y se purifica por RP-HPLC
proporcionando ARN de N-propilfosforamidato estereoregular.

N-[(2-dimetilamino)etil]fosforamidato [X = NH(CH2)2NMe:].

Se trata H-fosfonato de oligonucleésido cargado en una resina CPG mediante un conector de oxalilo obtenido con
CCls-2-dimetilaminoetilamina (9:1, v/v) a TA durante 1 h, y se lava con CHsCN. Las soluciones organicas
combinadas se concentran a sequedad a presion reducida. El filirado se diluye con una solucion acuosa al 25 % de
NHs-EtOH (3:1, v/v) y se pone en un matraz herméticamente sellado durante 12 h a temperatura ambiente. La
solucién se concentra a presioén reducida, y el residuo se purifica por RP-HPLC. Se recogen y liofilizan las fracciones
que contienen los ARN de N-[(2-dimetilamino)etillfosforamidato protegidos con 2'-O-TBS deseados. El residuo se
trata con una solucion 1 M de TBAF en THF seco durante 24 h a temperatura ambiente. Se afiade una solucién de
tampoén TEAA 0,05 M (pH 6,9), y el THF se elimina mediante evaporacién. El residuo se desala con un cartucho
Sep-pak Cis, y se purifica por RP-HPLC proporcionando ARN de N-[(2-dimetilamino)etil]fosforamidato
estereoregular.

Ejemplo 77: Sintesis en fase sélida; Procedimiento general para la preparacion de solucién de mondémero pre-
activado

Se sec6 monoéster de H-fosfonato apropiado por coevaporaciones repetidas con piridina seca y tolueno seco,
entonces se disolvioé en disolvente seco. A la solucion se afadié gota a gota reactivo de condensacion, y se agitd
durante 10 min. Entonces se afiadié6 aminoalcohol y se agité durante 10 min adicionales dando la solucion de
mondmero pre-activado.
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Ejemplo 78: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, timidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Se)-

amonio [(Sp)-5tt] mediante la Ruta A.
RN i \(ﬁ\NH
stt i;:

Se traté resina HCP cargada con AP-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)timidina (16,4 mg; 30,5 umol/g, 0,5 umoles)
mediante un conector de succinilo con 3 % de DCA / DCM (3 x 1 ml), entonces se lavé con DCM (3 x 1 ml) y MeCN
seco (3 x 1 ml). Después de secarse la resina a presion reducida (>5 min), se afadié solucion de monémero pre-
activado (250 pul, 25 pmoles; que consistia en NC-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ifosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (25 pmoles, para monoéster de H-fosfonato), MeCN-piridina (9:1, v/v, para
disolvente), PhsPCl> (62,5 pmoles, para reactivo de condensacion) y L-2 (30 uymoles, para aminoalcohol).
Agitandose durante 2 min, la solucién de reaccion se elimind, y la resina se lavo con MeCN (3 x 1 ml) y se secé6 a
presion reducida (>5 min). Para la etapa de modificacion, el producto intermedio resultante sobre la resina se
sulfurizé mediante tratamiento con DTD 0,3 M / MeCN (500 pl, 150 ymoles) durante 5 min, la resina se lavo
entonces con MeCN (3 x 1 ml) y DCM (3 x 1 ml). El grupo 5-O-DMTr se eliminé mediante tratamiento con 3 % de
DCA / DCM (3 x 1 ml), y la resina se lavo con DCM (3 x 1 ml). El dimero de fosforotioato sobre la resina se trato
entonces con 25 % de NHs (1 ml) durante 12 h a 55 °C para eliminar el auxiliar quiral y los grupos protectores de las
nucleobases y también para liberar el dimero de la resina. La resina se eliminé por filtracion y se lavé con H20. El
filtrado se concentr6 a sequedad. El residuo se disolvié en H20 (2 ml), se lavé con Et20 (3 x 2 ml), y los lavados
combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml). Las fases acuosas combinadas se concentraron a sequedad. El
producto en bruto resultante se analizé por UPLC® de fase inversa con un gradiente lineal de 0-20 % de MeOH en
tampon acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 15 min a 55 °C a una tasa de 0,4 ml/min. El producto fue idéntico
al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sr)-5tt fue
del 97 % (Rp:Sp = 2:98). Tiempo de retencion: 13,4 min ((Re)-5tt: 12,3 min). El Esquema general se muestra en el
Esquema 18. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 5A. En otra sintesis de (Sp)-5tt, se us6 BTC (20 pmoles) en
lugar de PhsPCl2 (62,5 umoles). El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de
H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Se)-5tt fue del 95 % de rendimiento (Re:Sp = 3:97). Tiempo de
retencion: 13,5 min ((Re)-5tt: 12,4 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 5B.

Esquema 18. Sintesis en fase solida general de dimeros de fosforotioato mediante la Ruta A

DMTrO o grro
DMTO—) o B LoD b
—k y activaciéon  aminoalcohol

\spf disolvente seco L

0 HDBU ta i—b
Ph

040

MTrO Bpre
D O

HO o B
DMTrO Thbz HO Thbz
0 o o) 1) sulfurizacién
P, ) H
R e e

. —_— . NH 0" “O Thz | 2) 0,0
_%ps
0 O condensacién C’,\—l',, 0 3)NH; conc. s§7 "0 o Th
e Ph §5°C, 12 h
_ o .
:

Ejemplo 79: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, timidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Se)-
amonio [(Se)-5tt].

Se trat6 resina HCP cargada con NC-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidina (16,4 mg; 30,5 umol/g, 0,5 pymoles)
mediante un conector de succinilo con 3 % de DCA / DCM (3 x 1 ml), entonces se lavé con DCM (3 x 1 ml) y MeCN
seco (3 x 1 ml). Después de secarse la resina a presion reducida (>5 min), se afiadié solucion de monémero pre-
activado (200 pl, 25 pmoles; que consiste en N°-benzoil-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 pmoles, para monoéster de H-fosfonato), MeCN-CMP (9:1, v/v, para disolvente),
PhsPCl2 (62,5 uymoles, para reactivo de condensacion) y L-2 (30 pymoles, para aminoalcohol)), seguido de la adicion
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de CMPT 5 M / MeCN (50 pl, 250 pmoles, para reactivo de activacion). Agitandose durante 10 min, la solucién de
reaccion se elimino, y la resina se lavo con MeCN (3 x 1 ml), se sec6 a presion reducida (>5 min). El producto
intermedio resultante sobre la resina se sulfurizé6 mediante tratamiento con DTD 0,3 M / MeCN (500 pl, 150 ymoles)
durante 5 min, entonces la resina se lavé con MeCN (3 x 1 ml) y DCM (3 x 1 ml). El grupo 5'-O-DMTr se elimin6
mediante tratamiento con 3 % de DCA / DCM (3 x 1 ml), y se lavé con DCM (3 x 1 ml). El dimero de fosforotioato
sobre la resina se trat6 entonces con 25 % de NHs (1 ml) durante 12 h a 55 °C para eliminar el auxiliar quiral y los
grupos protectores de las nucleobases y también para liberar el dimero de la resina. La resina se eliminé por
filtracion y se lavd con H20. El filtrado se concentré a sequedad. El residuo se disolvié en H20 (2 ml), se lavé con
Et20 (3 x 2 ml), y los lavados combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml). Las fases acuosas combinadas se
concentraron a sequedad. El producto en bruto resultante se analizé por UPLC® de fase inversa con un gradiente
lineal de 0-20 % de MeOH en tampén acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 15 min a 55 °C a una tasa de 0,4
ml/min. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional.
El rendimiento de (Sp)-5tt tuvo un rendimiento del 98 % (Rp:Sp = 1:99). Tiempo de retencién: 13,5 min ((Re)-5tt: 12,4
min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 6A. Este compuesto también se obtuvo usando "BTC (16 umoles) y
L-2 (26 pmoles)" en lugar de "PhsPClz (62,5 umoles) y L-2 (30 ymoles)" en un modo similar descrito. El producto fue
idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sr)-
5tt fue del 95 % de rendimiento (Rp:Se = 1:99). Tiempo de retencién: 13,5 min ((Re)-5tt: 12,4 min). El perfil de UPLC
se muestra en la Figura 6B.

Ejemplo 80: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, timidin-3™il timidin-5'-ilfosforotioato de (Re)-
amonio [(Rr)-5tt] mediante la Ruta A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 pmoles)" en lugar de "L-2 (30 pmoles)" de un modo similar al "Ejemplo
78". El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Rp)-5tt fue del 98 % (Re:Sp = 97:3). Tiempo de retencion: 12,2 min ((Sp)-5tt: 13,5 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 7A. En otra sintesis de (Rp)-5tt, se us6 BTC (20 ymoles) en lugar de PhsPCl2 (62,5
pymoles). El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato
convencional. El rendimiento de (Rp)-5tt fue del 97 % (Re:Sp = 95:5). Tiempo de retencién: 12,3 min ((Se)-5tt: 13,6
min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 7B.

Ejemplo 81: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, timidin-3™il timidin-5'-ilfosforotioato de (Re)-
amonio [(Rp)-5tt] mediante la Ruta A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 pymoles)" en lugar de "L-2 (30 ymoles)" de un modo similar al "Ejemplo
79". El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Rp)-5tt fue del 98 % (Re:Sp = 98:2). Tiempo de retencién: 12,3 min ((Se)-5tt: 13,6 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 8.

Ejemplo 82: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxicitidin-3'-il timidin-5"-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5ct] mediante la Ruta A.

NH

(%,

Sct

Este compuesto se obtuvo usando "4-N-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxicitidin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (25 pymoles)" en lugar de "Né-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de
8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 78. El producto fue idéntico al de una
muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sp)-5ct fue
rendimiento del 98 % (Rp:Sp = 3:97). Tiempo de retencién: 9,7 min ((Rr)-5ct: 8,7 min). El perfil de UPLC se muestra
en la Figura 9A. Este compuesto también se obtuvo usando "BTC (16 pymoles) y L-2 (26 pymoles)" en lugar de
"PhsPCl2 (62,5 ymoles) y L-2 (30 umoles)" como se describi6. El producto fue idéntico al de una muestra de control
sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Se)-5ct fue del 94 % (Rp:Sp = 3:97).
Tiempo de retencién: 9,7 min ((Rp)-5ct: 8,7 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 9B.
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Ejemplo 83: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxicitidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Rp)-amonio [(Rp)-5ct] mediante la Ruta A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 pmoles)" en lugar de "L-2 (30 ymoles)" de un modo similar al
experimento para el Ejemplo 82, Figura 9A. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el
método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Re)-5ct fue del 98 % (Re:Sp = 97:3). Tiempo de retencion:
8,6 min ((Se)-5¢ct: 9,7 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 10A. Este compuesto también se obtuvo
usando "D-2 (30 pmoles)" en lugar de "L-2 (30 pymoles)" de un modo similar al Ejemplo 82, Figura 9B. El rendimiento
de (Rp)-5ct fue del 87 % (Rp:Sp = 98:2). Tiempo de retencion: 8,6 min ((Se)-5¢t: 9,8 min). El perfil de UPLC se
muestra en la Figura 10B.

Ejemplo 84: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiadenin-3"il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5at] mediante la Ruta A.

NH,

*N
H N¢'
. TS i \(?‘NH
NH, .,D_PN,LO
sat “H
Este compuesto se obtuvo usando "6-N,N-dibenzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxiadenin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (25 pymoles)" en lugar de "Né-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de
8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 78. El producto fue idéntico al de una
muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sp)-5at fue del 96 %

de rendimiento (Rp:Sp = 1:99). Tiempo de retencion: 14,0 min ((Rp)-5at: 12,6 min). El perfil de UPLC se muestra en
la Figura 11.

Ejemplo 85: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiadenin-3"il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Rp)-amonio [(Rr)-5at] mediante la Ruta A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 pmoles)" en lugar de "L-2 (30 ymoles)" de un modo similar al Ejemplo
83. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Re)-5at fue del 96 % (Rr:Sp = 96:4). Tiempo de retencién: 12,5 min ((Se)-5at: 14,1 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 12.

Ejemplo 86: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiguanin-3™-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5gt] mediante la Ruta A.

- - _P\ELNH

Este compuesto se obtuvo usando "OP-cianoetil-2-N-fenoxiacetil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxiguanin-3'-
ifosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (25 pmoles)" en lugar de " NP-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-
3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (25 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 78. El producto fue
idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sp)-
5gt fue del 96 % (Rp:Sp = 2:98). Tiempo de retencion: 11,5 min ((Re)-5gt: 10,3 min). El perfil de UPLC se muestra en
la Figura 13.

Ejemplo 87: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiguanin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Rp)-amonio [(Rr)-5gt] mediante la Ruta A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 pmoles)" en lugar de "L-2 (30 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo

86. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Rp)-5gt fue del 96 % (Rp:Sp = 97:3). Tiempo de retencion: 10,3 min ((Se)-5gt: 11,6 min). El perfil de
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UPLC se muestra en la Figura 14.

Ejemplo 88: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, timidin-3'-il timidin-5"-iffosforotioato de (Sr)-

amonio [(Sp)-5tt] mediante la Ruta B.
NH 0,9,, i
5t i“

Se traté resina HCP cargada con AC-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)timidina (16,4 mg; 30,5 umol/g, 0,5 umoles)
mediante un conector de succinilo con 1 % de TFA/DCM (3 x 1 ml) para la eliminacién del grupo 5'-O-DMTr, se lavd
con DCM (3 x 1 ml) y MeCN seco (3 x 1 ml), y se secd a vacio. Se afiadié solucién de monémero pre-activado (200
yl, 50 umoles; que consiste en NC-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-
7-enio (50 ymoles, para monoéster de H-fosfonato), MeCN-CMP (9:1, v/v, para disolvente), PhsPCl2 (125 pmoles,
para reactivo de condensacion) y L-6 (52 ymoles, para aminoalcohol)), seguido de la adicion de CMPT 5 M / MeCN
(50 pl, 250 ymoles). Agitandose durante 2 min, la solucion de reaccion se elimind, y la resina se lavé con MeCN (3 x
1 ml), DCM (3 x 1 ml) y se secé a presion reducida (>5 min). El grupo 5-O-DMTr y el auxiliar quiral se eliminaron
simultaneamente mediante tratamiento con 1 % de TFA en DCM (3 x 1 ml), se lavaron con DCM (3 x 1 ml) y MeCN
seco (3 x 1 ml), y se secaron a vacio. El producto intermedio resultante sobre la resina se sulfurizé mediante
tratamiento con la mezcla de solucion de reactivo de Beaucage 0,2 M / MeCN (200 pl, 40 pmoles) y BSA (25 pul, 100
pumoles) durante 20 min, la resina se lavé entonces con MeCN (3 x 1 ml). El dimero de fosforotioato sobre la resina
se traté entonces con 25 % de NHs-EtOH (2 ml, 4:1, v/v) durante 12 h a temperatura ambiente para eliminar los
grupos protectores de las nucleobases y también para liberar el dimero de la resina. La resina se eliminé por
filtracion y se lavd con H20. El filtrado se concentré a sequedad. El residuo se disolvié en H20 (2 ml), se lavé con
Et20 (3 x 2 ml) y los lavados combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml). Las fases acuosas combinadas se
concentraron a sequedad. El producto en bruto resultante se analiz6 por UPLC® de fase inversa con un gradiente
lineal de 0-20 % de MeOH en tampdn acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 15 min a 55 °C a una tasa de 0,4
ml/min. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional.
El rendimiento de (Sp)-5tt fue del 96 % (Rp:Sp = 4:96). Tiempo de retencién: 13,5 min ((Rp)-5tt: 12,4 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 15A.

En una sintesis alternativa, este compuesto también se obtuvo usando "BTC (32 ymoles)" en lugar de "PhsPClz (125
pmoles)" en una manera similar a como se describi6é. El producto fue idéntico al de una muestra de control
sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sr)-5tt fue del 96 % (Rp:Sp = 5:95).
Tiempo de retencién: 13,4 min ((Rp)-5tt: 12,3 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 15B.

Ejemplo 89: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, timidin-3'-il timidin-5"-iffosforotioato de (Sr)-
amonio [(Sp)-5tt] mediante la Ruta B.

En otra sintesis alternativa, se obtuvo [(Sp)-5tt) usando "NC-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 ymoles), BTC (16 umoles) y L-6 (26 pmoles))" en lugar de "N3-benzoil-5'-0-(4,4'-
dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (50 pmoles), PhsPCl2 (125 ymoles) y L-6 (52
pmoles)" de un modo similar a la Figura 15A, Ejemplo 88. El Esquema general se muestra en el Esquema 19. El
producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Sp)-5tt fue del 93 % (Rp:Sp = 6:94). Tiempo de retencion: 13,5 min ((Re)-5tt: 12,4 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 16A. Este compuesto se obtuvo usando "DTD 0,2 M / MeCN (200 pl, 80 pmoles)" en
lugar de "reactivo de Beaucage 0,2 M / MeCN (200 pl, 40 pmoles)" en una manera similar a como se describié. El
producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Sp)-5tt fue del 95 % (Rp:Sp = 6:94). Tiempo de retencion: 13,5 min ((Rp)-5tt: 12,4 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 16B.

67



10

15

20

25

30

35

ES2616051 T3

Esquema 19
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Ejemplo 90: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, timidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de (Rp)-
amonio [(Rp)-5tt] mediante la Ruta B.

Este compuesto se obtuvo usando "D-6 (52 umoles)" en lugar de "L-6 (52 pmoles)" de un modo similar a los
métodos en el Ejemplo 88, Figura 15A. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el
método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Re)-5tt fue del 95 % (Rp:Sp = 97:3). Tiempo de retencion:
12,3 min ((Sp)-5tt: 13,6 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 17A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-6 (52 pmoles)" en lugar de "L-6 (52 pymoles)" de un modo similar a los
métodos en el Ejemplo 88, Figura 15B. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el
método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Re)-5tt fue del 94 % (Rp:Sp = 97:3). Tiempo de retencion:
12,3 min ((Sp)-5tt: 13,6 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 17B.

Ejemplo 91: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxicitidin-3'-il timidin-5"-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5ct] mediante la Ruta B.

NH;

NH4 ofpb'r
5ct i”

Este compuesto se obtuvo usando "4-N-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxicitidin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (50 umoles)" en lugar de " NP-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3"-ilfosfonato de
8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (50 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 88. El producto fue idéntico al de una
muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sr)-5ct fue del 95 %
(RpP:Sp = 4:96). Tiempo de retencion: 9,7 min ((Rp)-5ct: 8,7 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 18.

Ejemplo 92: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxicitidin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Rp)-amonio [(Rr)-5ct] mediante la Ruta B.

Este compuesto se obtuvo usando "D-6 (52 pmoles)" en lugar de "L-6 (62 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo
91. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Re)-5ct fue del 96 % (Rp:Sp = 97:3). Tiempo de retencion: 8,6 min ((Se)-5ct: 9,8 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 19.
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Ejemplo 93: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiadenin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5at] mediante la Ruta B.

NH;

>N

H O. N¢I

. - i NH

N o \(ﬁcm*o
sat OH

Este compuesto se obtuvo usando "6-N,N-dibenzoil-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxiadenin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (50 pymoles)" en lugar de "N3-benzoil-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de
8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (50 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 88. El producto fue idéntico al de una
muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Se)-5at fue del 95 %
de rendimiento, Re:Sp = 5:95. Tiempo de retencién: 14,0 min ((Re)-5at: 12,5 min). El perfil de UPLC se muestra en la
Figura 20A.

Este compuesto también se obtuvo usando "BTC (32 pmoles)" en lugar de "PhsPCl> (125 ymoles)" de un modo
similar al método descrito en este ejemplo para la Figura 20A. El producto fue idéntico al de una muestra de control
sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sr)-5at fue del 94 % (Rr:Sp = 5:95).
Tiempo de retencién: 13,9 min ((Re)-5at: 12,5 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 20B.

Ejemplo 94: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiadenin-3"il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5at] mediante la Ruta B.

Este compuesto se obtuvo usando "6-N-((dimetilamino)metilene)-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxiadenin-3'-
ifosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-enio (50 pymoles)" en lugar de "N;-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-
3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (50 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 88. El producto fue
idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Se)-
5at fue del 91 % de rendimiento, Rp:Sp = 5:95. Tiempo de retencion: 13,9 min ((Re)-5at: 12,5 min). El perfil de UPLC
se muestra en la Figura 21.

Ejemplo 95: Sintesis en fase sélida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiadenin-3'-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Rp)-amonio [(Rp)-5at] mediante la Ruta B.

Este compuesto se obtuvo usando "D-6 (52 uymoles)" en lugar de "L-6 (62 ymoles)" de un modo similar al método
para el Ejemplo 93, Figura 20A. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-
fosfonato convencional. El rendimiento de (Rr)-5at fue del 96 % de rendimiento, Rp:Sp = 97:3. Tiempo de retencion:
12,5 min ((Se)-5at: 14,0 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 22A.

Este compuesto se obtuvo usando "D-6 (52 uymoles)" en lugar de "L-6 (52 ymoles)" de un modo similar al método
para el Ejemplo 93, Figura 20B. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-
fosfonato convencional. El rendimiento de (Rp)-5at fue del 94 % (Rp:Sp = 95:5). Tiempo de retencion: 12,4 min ((Rp)-
5at: 14,0 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 22B.

Ejemplo 96: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiguanin-3™-il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Sp)-amonio [(Sp)-5gt] mediante la Ruta B.

Este compuesto se obtuvo usando "OP-cianoetil-2-N-fenoxiacetil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxiguanin-3'-
ifosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0]lundec-7-enio (50 pymoles)" en lugar de "N;-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-
3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (50 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo 88. El producto fue
idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sr)-
5gt fue del 95 % (Rp:Sp = 6:94). Tiempo de retencion: 11,5 min ((Re)-5gt: 10,3 min). El perfil de UPLC se muestra en
la Figura 23.

Ejemplo 97: Sintesis en fase solida de un dimero de fosforotioato, 2'-desoxiguanin-3™il timidin-5'-ilfosforotioato de
(Rp)-amonio [(Rr)-5gt] mediante la Ruta B.

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (52 ymoles)" en lugar de "L-2 (52 ymoles)" de un modo similar al Ejemplo
96. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Rp)-5gt fue del 95 % (Rr:Sp = 94:6). Tiempo de retencién: 10,3 min ((Se)-5gt: 11,6 min). El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 24.
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Ejemplo 98: Sintesis en fase sélida de un dimero de boranofosfato, timidin-3'-il timidin-5'-il boranofosfato de (Sp)-
amonio [(Sp)-71t] mediante la Ruta B

Se trato resina HCP cargada con NB-benzoil-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)timidina (16,4 mg; 30,5 umol/g, 0,5 umoles)
mediante un conector de succinilo con 1 % de TFA / DCM (3 x 1 ml) para la eliminacion del grupo 5-O-DMTTr, se lavo
con DCM (3 x 1 ml) y MeCN seco (3 x 1 ml), y se seco a vacio. Se anadio solucion de mondémero pre-activado (200
yl, 50 umoles; que consiste en NC-benzoil-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-
7-enio (50 pmoles, para monoéster de H-fosfonato), MeCN-CMP (9:1, v/v, para disolvente), BTC (32 pymoles, para
reactivo de condensacion) y D-6 (52 ymoles, para aminoalcohol)), seguido de la adicién de CMPT 5 M / MeCN (50
pl, 250 pmoles). Agitandose durante 2 min, la solucién de reaccion se elimind, y la resina se lavoé con MeCN (3 x 1
ml), DCM (3 x 1 ml) y se secd a presion reducida (>5 min). El grupo 5-O-DMTr y el auxiliar quiral se eliminaron
simultaneamente mediante tratamiento con 1 % de TFA en DCM (3 x 1 ml), y la resina se lavo con DCM (3 x 1 ml) y
MeCN seco (3 x 1 ml), y se secOd a vacio. El producto intermedio resultante sobre la resina se bor6 mediante
tratamiento con una mezcla de BHs-SMe2-BSA-DMAc (1 ml, 1:1:8, v/v/v) durante 15 min, la resina se lavo entonces
con DMAc (3 x 1 ml), MeCN (3 x 1 ml) y MeOH (3 x 1 ml). El dimero de boranofosfato sobre la resina se traté
entonces con NH3 2 M / EtOH (2 ml) durante 12 h a temperatura ambiente para eliminar los grupos protectores de
las nucleobases y también para liberar el dimero de la resina. La resina se eliminé por filtracién y se lavé con MeOH.
El filtrado se concentr6 a sequedad. El residuo se disolvié en H20 (2 ml), se lavé con Et20 (3 x 2 ml) y los lavados
combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml). Las fases acuosas combinadas se concentraron a sequedad. El
producto en bruto resultante se analizdé por UPLC® de fase inversa con un gradiente lineal de 0-15 % de MeCN en
tampon acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 15 min a 60 °C a una tasa de 0,5 ml/min. El producto fue idéntico
al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sp)-7tt se
determin6 por una medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de extincidn molar de un valor
aproximado para el dimero TT natural (16800). El rendimiento de (Sp)-7tt fue del 89 % (Rpr:Sp = 4:96). Tiempo de
retencion: 9,6 min ((Re)-7tt: 9,8 min). El perfil de UPLC se muestra en la Figura 25.

Ejemplo 99: Sintesis en fase solida de un dimero de boranofosfato, timidin-3'-il timidin-5'-il boranofosfato de (Re)-
amonio [(Rp)-7tt] mediante la Ruta B

Este compuesto se obtuvo usando "L-2 (52 ymoles)" en lugar de "D-2 (52 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo
98. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Re)-7tt se determin6é por una medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de
extincion molar de un valor aproximado para el dimero TT natural (16800). El rendimiento de (Rp)-7tt fue del 90 %
de rendimiento, Rp:Sp = 95:5. Tiempo de retencién: 9,8 min ((Se)-7tt: 9,7 min). El perfil de UPLC se muestra en la
Figura 26.

Ejemplo 100: Sintesis en fase so6lida de un dimero de N-[(2-dimetilamino)etillfosforamidato, N-[(2-
dimetilamino)etil[fosforamidato de (Sp)-timidin-3'-il timidin-5'-ilo [(Sp)-8tt] mediante la Ruta B

Se traté resina HCP cargada con AC-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)timidina (16,4 mg; 30,5 umol/g, 0,5 umoles)
mediante un conector de succinilo con 1 % de TFA /DCM (3 x 1 ml) para la eliminacion del grupo 5-O-DMTTr, se lavo
con DCM (3 x 1 ml) y MeCN seco (3 x 1 ml), y se sec6 a vacio. Se anadio solucion de mondémero pre-activado (200
ul, 50 umoles; que consiste en Ne-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0]undec-
7-enio (50 pmoles, para monoéster de H-fosfonato), MeCN-CMP (9:1, v/v, para disolvente), BTC (32 pymoles, para
reactivo de condensacion) y L-6 (52 ymoles, para aminoalcohol)), seguido de la adicion de CMPT 5 M / MeCN (50 l,
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250 pymoles). Agitandose durante 2 min, la solucion de reaccion se eliming, y la resina se lavo con MeCN (3 x 1 ml),
DCM (3 x 1 ml) y se sec6 a presion reducida (>5 min). El grupo 5-O-DMTr y el auxiliar quiral se eliminaron
simultdneamente mediante tratamiento con 1 % de TFA en DCM (3 x 1 ml), y la resina se lavé con DCM (3 x 1 ml) y
MeCN seco (3 x 1 ml), y se secd a vacio. El producto intermedio resultante sobre la resina se amidé mediante
tratamiento con una mezcla de CCls-Me2N(CH2)2NHz (1 ml, 1:9, v/v) durante 30 min, la resina se lavé entonces con
DCM (3 x 1 ml). El dimero de fosforamidato sobre la resina se trat6 entonces con NHz 2 M / EtOH (2 ml) durante 12
h a temperatura ambiente para eliminar los grupos protectores de las nucleobases y también para liberar el dimero
de la resina. La resina se eliminé por filtraciéon y se lavo con MeOH. El filtrado se concentré a sequedad. El residuo
se disolvio en H20 (2 ml), se lavo con Et20 (3 x 2 ml), y los lavados combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml).
Las fases acuosas combinadas se concentraron a sequedad. El producto en bruto resultante se analizé por UPLC®
de fase inversa con un gradiente lineal de 0-20 % de MeOH en tampén acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 15
min a 55 °C a una tasa de 0,4 ml/min. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método
de H-fosfonato convencional. El rendimiento de (Sp)-8tt se determiné por una medicién de absorbancia de UV a 260
nm con el coeficiente de extincion molar de un valor aproximado para el dimero TT natural (16800). El rendimiento
de (Se)-8tt fue del 90 % (Rp:Sp = 6:94). Tiempo de retencion: 10,3 min ((Re)-8tt: 9,6 min). El perfil de UPLC se
muestra en la Figura 27.

Ejemplo 101: Sintesis en fase so6lida de un dimero de N-[(2-dimetilamino)etillfosforamidato, N-[(2-
dimetilamino)etillffosforamidato de (Rp)-timidin-3'-il timidin-5'-ilo [(Rr)-8tt] mediante la Ruta B

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (52 pmoles)" en lugar de "L-2 (52 pmoles)" de un modo similar al Ejemplo
100. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de H-fosfonato convencional. El
rendimiento de (Re)-8tt se determin6é por una medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de
extincion molar de un valor aproximado para el dimero TT natural (16800). El rendimiento de (Rp)-8tt fue del 86 %
de rendimiento, Rp:Sp = 96:4. Tiempo de retencién: 9,6 min ((Se)-8tt: 10,3 min). El perfil de UPLC se muestra en la
Figura 28.

Ejemplo 102: Sintesis en fase solida de un tetramero de fosforotioato, All-(Sp)-[Trs]sT (fosforotioato) mediante la
Ruta A

Se uso resina HCP cargada con 5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidina (0,5 ymoles) mediante un conector de succinilo para
la sintesis. Repitiendo las etapas en la Tabla 3 se realiza el alargamiento de cadena. Después del alargamiento de
cadena, el grupo 5-O-DMTr se eliminé mediante tratamiento con 3 % de DCA / DCM (3 x 1 ml) y se lavo con DCM
(3 x 1 ml). El tetramero de fosforotioato sobre la resina se traté entonces con 25 % de NHs durante 12 h a 55 °C para
eliminar los auxiliares quirales y los grupos protectores de las nucleobases y también para liberar el tetramero de la
resina. La resina se eliminé por filtracién y se lavé con H20. El filtrado se concentré a sequedad. El residuo se
disolvié en H20 (2 ml), se lavé con Et20 (3 x 2 ml), y los lavados combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml). Las
fases acuosas combinadas se concentraron a sequedad. El producto en bruto resultante se analizé por UPLC® de
fase inversa con un gradiente lineal de 0-30 % de MeOH en tampén acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 30
min a 55 °C a una tasa de 0,4 ml/min. El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método
de fosforamidito convencional. El rendimiento del producto se determiné por una mediciéon de absorbancia de UV a
260 nm con el coeficiente de extincidn molar de un valor aproximado para el tetramero T4 natural (33000). El
rendimiento del acoplamiento promedio fue del 96 %, la pureza éptica fue del 96 % (promedio: 99 %). Tiempo de
retencion: 23,0 min; EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para C4oHs2NsO23P3Ss [M-H]1201,15, hallado 1200,97. El perfil
de UPLC se muestra en la Figura 29.

Tabla 3.

etapa operacién reactivos y disolventes tiempo
1 destritilacion 3 % de DCA/DCM 3x30s
2 lavado (i) DCM (ii) MeCN seco (iii) secar a vacio. -
3 acoplamiento  CMPT 5 M/ MeCN (50 pl, 250 uymoles) solucién de monémero (Re) o 5 min

(Sp) pre-activado (200 pl, 25 ymoles)*

4 lavado (i) MeCN (ji) secar a vacio. -
5 terminacion (i) CF3COIm 0,5 M/ THF seco (ii)) DMAN 1 M / THF seco 30s
6 lavado (i) MeCN seco (ii) secar a vacio. -
7 sulfurizacién DTD 0,3 M/ MeCN 5 min
8 lavado (i) MeCN (ii) DCM -

* Preparacion de "solucion de monémero (Rp) o (Sp) pre-activado”

Se secd NB-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3'-ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 pmoles) por
coevaporaciones repetidas con piridina seca y tolueno seco, entonces se disolvié en MeCN seco-CMP (9:1, v/v). A la
solucién se afadié PhsPClz (62,5 pmoles) y se agité durante 10 min. Entonces se afiadioé L-2 (30 uymoles; D-2 para
solucién "Sp") y se agitdé durante 10 min adicionales para dar una solucién de monémero pre-activado.
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Ejemplo 103: Sintesis en fase sélida de un tetramero de fosforotioato, (Se, Rp, Sp)-[Trs]sT (fosforotioato) mediante la
Ruta A

Este compuesto se obtuvo de un modo similar a All-(Sp)-[Tes]sT en el Ejemplo 102. El rendimiento del producto se
determin6é por una medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de extinciéon molar de un valor
aproximado para el tetramero T4 natural (33000). El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada
por el método de fosforamidito convencional. El rendimiento del acoplamiento promedio es del 96 %, la pureza
optica es del 94 % (promedio: 98 %). Tiempo de retencion: 22,3 min; EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para
C40Hs52N8023P3S3 [M-H]- 1201,15, hallado 1200,97. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 30.

Ejemplo 104: Sintesis en fase sélida de un tetramero de fosforotioato, (Re, Sp, Rp)-[Trs]sT (fosforotioato) mediante
la Ruta A

Este compuesto se obtuvo de un modo similar a All-(Se)-[Tes]sT en el Ejemplo 102. El rendimiento del producto se
determin6é por una medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de extinciéon molar de un valor
aproximado para el tetramero T4 natural (33000). El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada
por el método de fosforamidito convencional. El rendimiento del acoplamiento promedio es del 97 %, la pureza
optica es del 96 % (promedio: 99 %). Tiempo de retencion: 21,7 min; EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para
C40Hs52N8023P3S3 [M-H]- 1201,15, hallado 1200,96. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 31.

Ejemplo 105: Sintesis en fase sélida de un tetrdmero de fosforotioato, All-(Rp)-[Trs]sT (fosforotioato) mediante la
Ruta A

Este compuesto se obtuvo de un modo similar a All-(Sp)-[Trs]sT. El rendimiento del producto se determiné por una
medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de extincion molar de un valor aproximado para el
tetramero T4 natural (33000). El producto fue idéntico al de una muestra de control sintetizada por el método de
fosforamidito convencional. El rendimiento del acoplamiento promedio es del 95 %, la pureza o6ptica es del 92 %
(promedio: 97 %). Tiempo de retenciéon: 19,1 min; EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para C4oHs2NgO23P3S3 [M-H]-
1201,15, hallado 1200,92. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 32.

Ejemplo 106: Sintesis en fase sélida de un tetramero de fosforotioato de ARN, 2'-O-metiluridin-3™-il uridin-5'-
ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sp)-9umu] mediante la Ruta A

e

NH

H 0

0
. M(kNH
NHa oS;P & N0

H H
u,u

Se trat6 resina CPG cargada con 2'-O-acetil-Né-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)uridina (21,4 mg; 23,4 umol/g, 0,5
pumoles) mediante un conector de succinilo con 3 % de DCA / DCM (3 x 1 ml), entonces se lavé con DCM (3 x 1 ml)
y MeCN seco (3 x 1 ml). Después de secarse la resina a presién reducida (>5 min), se afadié solucion de
monémero pre-activado (250 pl, 25 pymoles; que consiste en N°-benzoil-5'-O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-O-metiluridin-3'-
ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (25 pmoles, para monoéster de H-fosfonato), MeCN-piridina (9:1, v/v,
para disolvente), PhsPCl> (62,5 ymoles, para reactivo de condensacién) y L-2 (30 pmoles, para aminoalcohol)).
Agitandose durante 5 min, la solucién de reaccion se elimind, y la resina se lavé con MeCN (3 x 1 ml), se sec6 a
presion reducida (>5 min). El producto intermedio resultante se sulfuriz6 mediante tratamiento con DTD 0,3 M /
MeCN (500 pl, 150 pymoles) durante 5 min, entonces se lavo con MeCN (3 x 1 ml) y DCM (3 x 1 ml). El grupo 5'-O-
DMTr se eliminé mediante tratamiento con 3 % de DCA / DCM (3 x 1 ml) y se lavé con DCM (3 x 1 ml). El dimero de
fosforotioato sobre la resina se traté entonces con 25 % de NHs (1 ml) durante 12 h a 55 °C para eliminar el auxiliar
quiral y los grupos protectores de las nucleobases y también para liberar el dimero de la resina. La resina se elimin6
por filtracién y se lavé con H20. El filtrado se concentré a sequedad. El residuo se disolvié en H20 (2 ml), se lavé con
Et20 (3 x 2 ml), y los lavados combinados se retro-extrajeron con H20 (2 ml). Las fases acuosas combinadas se
concentraron a sequedad. El producto en bruto resultante se analizé por UPLC® de fase inversa con un gradiente
lineal de 0-20 % de MeOH en tampén acetato de amonio 0,1 M (pH 7,0) durante 15 min a 55 °C a una tasa de 0,4
ml/min. El rendimiento de (Sp)-9umu fue del 95 % (Rp:Sp = 2:98). Tiempo de retencion: 10,2 min ((Re)-9umu: 9,3 min);
EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para C19H24N4O13PS [M-H]- 579,08, hallado 578,92. El perfil de UPLC se muestra
en la Figura 33.
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Ejemplo 107: Sintesis en fase solida de un tetramero de fosforotioato de ARN, 2'-O-metiluridin-3"-il uridin-5'-
ilfosforotioato de (Rp)-amonio [(Rpr)-9umu] mediante la Ruta A

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 ymoles)" en lugar de "L-2 (30 pymoles)" de un modo similar al Ejemplo
106. El rendimiento de (Rp)-9umu fue del 94 % (Rp:Sp = 95:5). Tiempo de retencion: 9,3 min ((Sp)-9umu: 10,3 min);
EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para C19H24N4013PS [M-H]'579,08, hallado 578,97. El perfil de UPLC se muestra en
la Figura 34.

Ejemplo 108: Sintesis en fase solida de un tetramero de fosforotioato de ARN, 2'-desoxi-2'-fluorouridin-3'-il uridin-5'-
ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sr)-10uru] mediante la Ruta A

EtNH
Ho—ﬁw"o

- NH

"NH“ (S);P-: H o

H H
10upu

Este compuesto se obtuvo usando "N°-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-desoxi-2'-fluorouridin-3'-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-enio (25 pmoles)" en lugar de "N°-benzoil-5'-0O-(4,4'-dimetoxitritil)-2'-O-metiluridin-3'-
ilfosfonato de 8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 pymoles)" de un modo similar al Ejemplo 106. El rendimiento de
(Sp)-10uru fue del 93 % (Rp:Sp = 1:99). Tiempo de retencién: 10,6 min ((Rp)-10uru: 8,5 min); EM (EM-MALDI TOF)
m/z Calcd para C1sH21FN4O12PS [M-H] 567,06, hallado 566,96. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 35.

Ejemplo 109: Sintesis en fase sélida de un tetramero de fosforotioato de ARN, 2'-desoxi-2'-fluorouridin-3'-il uridin-5'-
ilfosforotioato de (Rp)-amonio [(Rp)-10uru] mediante la Ruta A

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 ymoles)" en lugar de "L-2 (30 pymoles)" de un modo similar al Ejemplo
108. El rendimiento de (Rp)-10uru fue del 92 % de rendimiento, Rp:Sp = 96:4. Tiempo de retencién: 8,4 min ((Sp)-
10uru: 10,7 min); EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para C1sH21FN4O12PS [M-H]- 567,06, hallado 566,97. El perfil de
UPLC se muestra en la Figura 36.

Ejemplo 110: Disolucién-fase sintesis de nucleobase no natural, 1-(3-nitropirrol-1-il)-2-desoxiribofuranos-3-il timidin-
5'-ilfosforotioato de (Sp)-amonio [(Sp)-11nt] mediante la Ruta A

doz

‘*P o
*NH, -(S,;P - \fl\m;
EH

11int

Este compuesto se obtuvo usando "5-0O-(4,4'-dimetoxitritil)-1-(3-nitropirrol-1-il)-2-desoxiribofuranos-3-ilfosfonato de 8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-enio (25 umoles)" en lugar de " NP-benzoil-5'-0-(4,4'-dimetoxitritil)timidin-3"-ilfosfonato de
8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-enio (25 pymoles)" de un modo similar al Ejemplo 78. El rendimiento del producto se
determin6 por una medicion de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente de extincidn molar de un valor
aproximado para el dimero CT natural (15200). El rendimiento de (Sp)-11nt fue rendimiento del 98 %. Tiempo de
retencion: 16,3 min. (Re)-11nt no pudo resolverse; EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd para C1sH24N4O11PS [M-H]
547,09, hallado 547,02. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 37.

Ejemplo 111: Sintesis en fase de solucion de nucleobase no natural, 1-(3-nitropirrol-1-il)-2-desoxiribofuranos-3-il
timidin-5'-ilfosforotioato de (Rr)-amonio [(Rpr)-11nt] mediante la Ruta A

Este compuesto se obtuvo usando "D-2 (30 ymoles)" en lugar de "L-2 (30 ymoles)" de un modo similar al Ejemplo
110. El rendimiento del producto se determiné por una mediciéon de absorbancia de UV a 260 nm con el coeficiente
de extincién molar de un valor aproximado para el dimero CT natural (15200). El rendimiento de (Rp)-11nt fue del
97 % de rendimiento. Tiempo de retencién: 16,1 min. (Sp)-11nt no pudo resolverse; EM (EM-MALDI TOF) m/z Calcd
para C1sH24N4O11PS [M-H] 547,09, hallado 547,01. El perfil de UPLC se muestra en la Figura 38.
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Aunque se han mostrado y descrito realizaciones preferidas de la presente invencion en el presente documento,
sera obvio para aquellos expertos en la materia que tales realizaciones se proporcionan a modo de ejemplo solo. Se

pretende que las siguientes reivindicaciones definan el alcance de la invencién y que asi se cubran métodos y
estructuras dentro del alcance de estas reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para una sintesis de un acido nucleico que comprende un resto de fosfonato quiral, comprendiendo el
método:

hacer reaccionar un nucledésido que comprende un resto de H-fosfonato aquiral, un reactivo quiral y un
nucledsido que comprende un resto 5'-OH, para formar un producto intermedio de oligonucleoétido; y

convertir el producto intermedio de oligonucleétido en el acido nucleico que comprende un resto de fosfonato
quiral;

en el que:

el acido nucleico que comprende un resto de fosfonato quiral es un compuesto de férmula 1:
R? o Ba

R2
X O
e

OBa

R |n

OR®
Férmula 1

en la que:

R' es -OH, -SH, -NRYR¢, -Ns, halégeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(0)(R®)2, -HP(0)(R®), -OR? 0 -SR¢;

Y'es O, NRY, S o Se;

R2 es un resto de bloqueo;

R° es un grupo de bloqueo;

cada caso de R?Y es independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®);

cada caso de Re® es independientemente hidrogeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y?-,
alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y?-, o un cation que es Na*', Li*! o K*';

Y2 es O, S o NRY, en donde cada caso de R® en Y? es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato;

cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -OH, -SH, -NR9RY, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -ORP o -SR¢, en donde R es un resto de
bloqueo;

cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina,
uracilo o nucleobase modificada;

cada caso de X es independientemente alquilo, alcoxi, arilo, alquiltio, acilo, -NR'Rf, alqueniloxi, alquiniloxi,
alqueniltio, alquiniltio, -S-Z*, -Se’Z* o0 -BH3Z*;

cada caso de R es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o arilo;

Z* es ibn amonio, i6n alquilamonio, i6n imino heteroaromético o i6n imino heterociclico, cualquiera de los
cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o Z* es un ion metalico monovalente;

R3 es hidrégeno, un grupo de bloqueo, un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace
conectado a un acido nucleico; y n es un nimero entero de 1 a 200; y en donde cada resto estereogénico del
compuesto de férmula 1 tiene opcionalmente mas del 98 % de pureza diaestereomérica como se ha
determinado por espectroscopia de RMN 3'P o HPLC de fase inversa;

el nucledsido que comprende un resto de H-fosfonato aquiral es un compuesto de formula 2:

R1—| o Ba

Osp© R®
H™ Yo z*
Férmula 2

en la que:
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R' es -NR9RY, -Ns, halégeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y?-,
heteroaril-Y'-, -P(0)(Re)2, -HP(O)(R®), -OR? 0 -SR¢;

Y'es O, NRY, S o Se;

R3 es un resto de bloqueo;

R° es un grupo de bloqueo;

cada caso de R?Y es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®);

cada caso de R® es independientemente alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y2-, alquenil-Y2-, alquinil-Y?-,
aril-Y2- o heteroaril-Y?2-;

Y2 es O, S o NRY, en donde cada caso de R® en Y? es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato;

R? es hidrogeno, -NR9RY, -N3, haldégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-,
heteroaril-Y'-, -ORP 0 -SR¢, en donde RP es un resto de bloqueo; y

Ba es una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina, uracilo o nucleobase modificada; y

Z* es i6bn amonio, i6n alquilamonio, i6n imino heteroaromatico o ién imino heterociclico, cualquiera de los
cuales es primario, secundario, terciario o cuaternario, o un ién metalico monovalente;

el reactivo quiral es un compuesto de férmula 3:

H_W1 W2_H

G4 é :ll/,,//G1
G G2
Férmula 3

en la que:

W31 y W2 son independientemente -NG*-, -O- o -S-;

G', G% G% G* y G° son independientemente hidrogeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G2, G%, G* y G® son independientemente G, en donde dos G° se
toman conjuntamente para formar un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que
contiene un heteroatomo de hasta 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no
condensado, y

en donde no mas de cuatro de G', G?, G3, G*y G° son G¥;

el nucleésido que comprende un resto 5'-OH es un compuesto de formula 4:

HO Ba
R2

D._,0

JZ "0 Ba

R? m
Oa
Y
Férmula 4

en la que:

cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -NRYR¢, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-
Y-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -ORP o -SR¢, en donde RP es un resto de bloqueo;

Y'es O, NRY, S o Se;

R® es un grupo de bloqueo;

cada caso de R?Y es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®);

cada caso de Re es independientemente alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y2-, alquinil-Y?-,
aril-Y2- o heteroaril-Y2-;

Y2 es O, S o NRY; en donde cada caso de R® en Y? es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato;

cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina,
uracilo o nucleobase modificada;

m es un numero entero de 0 a n-1;
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n es un numero entero de 1 a 200;

Oa esta conectado a un resto de tritilo, un resto de sililo, un resto de acetilo, un resto de acilo, un resto de
arilacilo, un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace conectado a un &cido nucleico;
JesOyDesH,oJes S, SeoBHsyD es un ligando quiral o un resto de férmula A:

|

Wi W3~ <

G* é -y 1
G G2
Férmula A

en la que:

W31 y W2 son independientemente NHGS, OH o SH;

A es hidrégeno, resto de acilo, arilo, alquilo, aralquilo o sililo; y

en la que G', G? G3 G* y G5 son independientemente hidroégeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G?, G%, G* y G® son independientemente G¥, en
donde dos G°® se toman conjuntamente para formar un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o
insaturado, o que contiene un heteroatomo de hasta 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico,
condensado o no condensado, y en donde no mas de cuatro de G, G2, G3, G*y G° son G%; y

el producto intermedio de oligonucleétido tiene la estructura de:

H Ty,

W oge
4l ) Uy
S T A
G* G

OR?

en la que:

W31 y W2 son independientemente NHGS, OH o SH;

G4—:U1 U3-u”G1
s QéUﬁF .,
G es -CGG*—CG'G>;

G', G? G® G*y G® son independientemente hidrogeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G?, G%, G* y G® son independientemente G®, en donde dos G° se
toman conjuntamente para formar un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que
contiene un heteroatomo de hasta 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico, condensado o no
condensado, y en donde no mas de cuatro de G', G2, G3, G*y G° son G¥;

R' es -OH, -SH, -NRYR¢, -Ns, halégeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-
Y-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -P(0)(R®)2, -HP(0)(R®), -OR? 0 -SR¢;

Y'es O, NRY, S o Se;

R3 es un resto de blogqueo;

R° es un grupo de bloqueo;

cada caso de R?Y es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®);

cada caso de Re® es independientemente hidrogeno, alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y?-,
alquinil-Y2-, aril-Y2- o heteroaril-Y2-;

Y2 es O, S o NRY, en donde cada caso de R® en Y? es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato;

cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -OH, -SH, -NR9RY, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® o -SR®, en donde R’ es un resto de
bloqueo;
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cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina,
uracilo o nucleobase modificada; y

R3 es hidrdgeno, un grupo de bloqueo, un resto de enlace conectado a un soporte soélido o un resto de enlace
conectado a un acido nucleico.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de hacer reaccionar el nucleésido que comprende un resto de
H-fosfonato aquiral, un reactivo quiral y el nucle6sido que comprende un resto 5-OH para formar un producto
intermedio de oligonucleotido es una reaccion de una sola etapa.

3. El método de la reivindicaciéon 1, que comprende ademas proporcionar un reactivo de condensaciéon Cr por el cual
el nucleésido que comprende un resto de H-fosfonato aquiral se activa para reaccionar con el reactivo quiral para
formar un producto intermedio quiral, y opcionalmente que comprende ademas proporcionar un reactivo de
activacion Ar,

en el que Cr tiene una de las siguientes formulas generales: ArsPLz y (ArO)sPLo.

Z7 Q-

o) 0 0 725 Q |
2 f o VL PRl o Z%%—P—L
7N, Z—p—L  Z —ﬁ—L 7 7 : o w 5-W
. , 26 L
z8 0
CR 1 CR2 CR3 CR4 CRS CR6

en las que Z', 72, Z8, 74, Z5 Z8,6 Z7, Z8 Z° y Z'° estan seleccionados independientemente de alquilo,
aminoalquilo, cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o
heteroariloxi,

o en las que cualquiera de Z?y 73,75y 78,77 y 78,78y Z°,Z° y Z" 0 Z" y Z® y Z° se toman conjuntamente para
formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 20 miembros;

Q- es un contraion;

w es un numero entero de 0 a 3;

L es un grupo saliente; y

en las que Ar es arilo o heteroarilo, y opcionalmente esta unido al soporte de polimero;

en el que Ar tiene una de las siguientes férmulas generales:

Z12 Z12 _ N
Q Z'& N2 6 N 19 NG 720
14 J\ 11 + N 28\ Z 7
ZSNT™N ZSNTSINH >=Z/ N Y o _\—+NH
— ’ { i ’ N=n q 2
Z14 13 Z14 13
Agl AR2 A3 Agd AgS

Z', Z'2, 713, 714, Z'5, 7' 717, 718 Z7'°, 720 y 72" son independientemente hidrdégeno, alquilo, aminoalquilo,
cicloalquilo, heterociclico, cicloalquilalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo, alquiloxi, ariloxi o heteroariloxi,
o en donde cualquiera de Z''y Z'2, 72"y 713 7V y 714, 712 y 718, 712 y 714, 713 y 714, 75y 718 75y 717, 76 y
Z'7,Z'® y 7'® o Z?° y Z?" se toman conjuntamente para formar un anillo aliciclico o heterociclico de 3 a 20
miembros, o para formar un anillo aromatico de 5 0 20 miembros;

y Q" es un contraion.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que la reaccién se realiza en un disolvente organico aprético.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de convertir el producto intermedio de oligonucleétido en un
compuesto de férmula 1 comprende:

terminacion del producto intermedio de oligonucledtido y modificacion del producto intermedio de
oligonucleétido terminado para producir un compuesto de formula 5:
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Férmula 5
en la que:

R es -NR9R¢, -N3, halégeno, hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-,
heteroaril-Y'-,-P(O)(Re)2, -HP(O)(Re), -OR? 0 -SR¢,

Y'es O, NRY, S o Se;

R2 es un resto de bloqueo;

R® es un grupo de bloqueo;

cada caso de R?Y es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido,
carbamato, -P(O)(R®)2 o -HP(O)(R®);

cada caso de Re es independientemente alquilo, arilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y?-, alquenil-Y2-, alquinil-Y?-,
aril-Y2- o heteroaril-Y2-;

Y2 es O, S o NRY; en donde cada caso de R® en Y? es independientemente hidrogeno, alquilo, alquenilo,
alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido, carbamato;

cada caso de R? es independientemente hidrogeno, -NRYR¢, -Ns, halégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-
Y-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y'-, -OR® o SR°, en donde R® es un resto de bloqueo;

cada caso de Ba es independientemente una adenina bloqueada o no bloqueada, citosina, guanina, timina,
uracilo o nucleobase modificada;

cada caso de J es S, Se o BH3;

v es un numero entero de 2 a n-1;

Oa esta conectado a un resto de enlace conectado a un soporte sélido o un resto de enlace conectado a un
acido nucleico;

A es un resto de acilo, arilo, alquilo, aralquilo o sililo; y

G', G% G% G* y G° son independientemente hidrogeno, alquilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo,
heterociclilo, heteroarilo o arilo, o dos de G', G?, G3, G* y G® son independientemente G®, en donde dos G° se
toman conjuntamente para formar un anillo carbociclico saturado, parcialmente insaturado o insaturado, o que
contiene heteroatomo de hasta aproximadamente 20 atomos de anillo que es monociclico o policiclico,
condensado o no condensado, y en donde no mas de cuatro de G, G?, G%, G*y G® son G®.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que la etapa de convertir el producto intermedio de oligonucleétido en un
compuesto de formula 1 comprende acidificar el producto intermedio de oligonucleotido para producir un compuesto
de formula 4, en donde m es al menos uno, Jes Oy D es H.

7. El método de la reivindicacion 6, que comprende ademas la etapa de modificar el compuesto de férmula 4 para
introducir un resto X produciendo asi un compuesto de formula 1 en donde R® es un grupo de bloqueo o un resto de
enlace conectado a un soporte solido.

8. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de modificacion se realiza usando un agente de boracion, un
electrofilo de azufre o un electrofilo de selenio.

9. El método de la reivindicacion 7, en el que la etapa de modificacion se realiza:

(i) usando un reactivo de sililacion seguido de un electrofilo de azufre, un electréfilo de selenio, un agente de
boracién, un agente alquilante, un aldehido o un agente acilante, o
(i) haciendo reaccionar con un reactivo de halogenaciéon seguido de hacer reaccionar con un nucleéfilo.

10. El método de la reivindicacién 5, en el que R? es tritilo sustituido o sin sustituir o sililo sustituido; o en el que:

(i) R es tritilo sustituido o sin sustituir, sililo sustituido, acetilo, acilo o éter metilico sustituido,

(i) el grupo de blogueo del resto Ba es un resto de bencilo, acilo, formilo, dialquilformamidinilo, isobutirilo,
fenoxiacetilo o tritilo, cualquiera de los cuales puede estar sin sustituir o sustituido, o

(i) R? es -NR9RY, alquilo, alquenilo, alquinilo, alquil-Y'-, alquenil-Y'-, alquinil-Y'-, aril-Y'-, heteroaril-Y' y esta
sustituido con restos fluorescentes o de unién a biomolécula; o en donde:

(i) R® es un grupo de bloqueo que es tritilo sustituido, acilo, sililo sustituido o bencilo sustituido, o

(i) X es alquilo, alcoxi, -NR'R, -S-Z* 0 -BH3-Z*; 0 en donde:
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(i) R" es -N3, -NR9R9, alquiniloxi u -OH, o
(i) Z es i6n piridinio, i6n trietilamonio, ién N,N-diisopropiletilamonio, ién 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-
enio, ién sodio o i6n potasio.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que R' es -OH o -OR2.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada caso de RY es
independientemente hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, acilo, sililo sustituido o carbamato.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada caso de R® es
independientemente alquilo, arilo, alquenilo o alquinilo.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que Y2 es O 0 S.

156. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cada caso de X es
independientemente alquiltio, alqueniltio, alquiniltio o -SZ*.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que n es un nimero entero de 10 a 100.
17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que n es un numero entero de 15 a 25.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que W1 es NHG® y W2 es O y en el que el
reactivo quiral es el compuesto de formula 3.

19. El método de la reivindicacion 1, en el que el reactivo quiral es la férmula Q o la férmula R:

Ph Ph

Formula Q Férmula R

20. El método de la reivindicacién 1, en el que el reactivo quiral es la formula O o la férmula P:

H H PH
B 0~
Ph Ph
Férmula O Férmula P
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FIGURA 1
Espectro de RMN 'H de (Sp)-4tt (CDCla)

_

81

l

10

11

ppm



—LV'LS

ES2616051 T3

FIGURA 2
Espectro de RMN 3'P de (Sp)-4tt (CDCl3)
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FIGURA 3
Espectro de RMN 'H de (Rp)-4tt (CDCla)
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FIGURA 4
Espectro de RMN 3'P de (Rp)-4tt (CDCls)
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FIGURA 5A
Perfil de UPLC® en bruto de (Se)-5tt
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FIGURA 5B
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt usando BTC en lugar de Ph;PCl2
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FIGURA 6A.
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt
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FIGURA 6B
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt usando BTC en lugar de Ph;PCl»
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FIGURA 7A
Perfil de UPLC® en bruto de (Re)-5tt
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FIGURA 7B
Perfil de UPLC® en bruto de (Rr)-5tt
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FIGURA 8
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt
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FIGURA 9A
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5¢t
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FIGURA 9B

Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5¢t
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FIGURA 10A

Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5ct
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FIGURA 10B

Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5ct
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FIGURA 11
Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5at
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FIGURA 12
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5at
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FIGURA 13
Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5gt
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FIGURA 14
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5gt
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FIGURA 15A

Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt
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FIGURA 15B

Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt
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FIGURA 16A

Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt
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FIGURA 16B
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5tt
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FIGURA 17A
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5tt
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FIGURA 17B
Perfil de UPLC® en bruto de (Re)-5tt
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FIGURA 18
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5ct
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FIGURA 19

Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5ct
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FIGURA 20A
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5at
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FIGURA 20B

Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5at
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FIGURA 21
Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-5at
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FIGURA 22A
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5at
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FIGURA 22B
Perfil de UPLC® en bruto de (Re)-5at
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FIGURA 23

Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-5gt
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FIGURA 24
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-5gt
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FIGURA 25
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-7tt
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Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-7tt

FIGURA 26
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FIGURA 27

Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-8tt
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FIGURA 28

Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-8tt
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FIGURA 29A

Perfil de UPLC® en bruto de All-(Sp)-[Tes]3T
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FIGURA 29B
Espectro de EM-MALDI TOF de All-(Sp)-[Trs]sT
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FIGURA 30A
Perfil de UPLC® en bruto de (Se, Re, Sp)-[Tes]sT
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FIGURA 30B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp, Rp, Sp)-[Tes]sT
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FIGURA 314
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp, Sp, Rp)- [Tpg]sT
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FIGURA 31B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Re, Sp, Rp)-[Trs]aT

0°628e”

(z/w) esepy

zZ‘oogt 86611 ‘660

£2096°00Z1
[cz8z ‘0°10Z1 = d8lIAQ<=1 .'N J96efop d2ads3

pepisuajul ap %

124



ES2616051 T3

FIGURA 32A
Perfil de UPLC® en bruto de All-(Rp)-[Tes]sT
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FIGURA 32B
Espectro de EM-MALDI TOF de All-(Rp)-[Tes]sT
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FIGURA 33A
Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-9umu
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FIGURA 33B

Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp)-9umu
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FIGURA 34A
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-9umu
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FIGURA 34B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Rp)-9unu
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FIGURA 35A
Perfil de UPLC® en bruto de (Sr)-10uru
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FIGURA 35B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Sr)-10uru
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FIGURA 36A

Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-10uru
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FIGURA 36B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Re)-10uru

(z/w) esepy

2’089 8'619 v'65S

0'66¥

#+30°1

T | I R B ) ] 1 ____ i U T

LZ2.6'99S
[€8101 ‘0°29S = dGlIA<=1 .'N Jabefop 2ads3

0

pepisuajul ap %

134



ES2616051 T3

FIGURA 37A
Perfil de UPLC® en bruto de (Sp)-11nt
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FIGURA 37B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Sp)-11nt
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FIGURA 38A
Perfil de UPLC® en bruto de (Rp)-11nt
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FIGURA 38B
Espectro de EM-MALDI TOF de (Rr)-11nt
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