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DESCRIPCION
Analogos de guanina como sustratos de telomerasa y afectores de la longitud de los telémeros
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos Utiles para inhibir el alargamiento de los telomeros. De manera mas
especifica, la invenciéon proporciona analogos de nucledtidos que se incorporan a los telomeros mediante la
telomerasa, inhibiendo asi el alargamiento de los telémeros. Los compuestos son Utiles en el tratamiento del cancer y
otras enfermedades de proliferacién celular.

Antecedentes

La telomerasa es una ribonucleoproteina que cataliza la adicion de secuencias repetidas teloméricas a los extremos
de los cromosomas que causan el alargamiento del telomero. Véase Blackburn, 1992, Ann. Rev. Biochem., 61: 113-
129. Existe una extensa bibliografia que describe la conexién entre los teldmeros, la telomerasa, la senescencia celular
y el cancer (para una revision general, véase Oncogene, vol. 21, January 2002, que es un tema completo de la revista
centrada en la telomerasa).

Los genes que codifican tanto la proteina como los componentes del ARN de la telomerasa humana se han clonado
y secuenciado (véanse las patentes de Estados Unidos n.° 6.261.836 y 5.583.016, respectivamente) y se ha realizado
un gran esfuerzo en la busqueda de inhibidores de la telomerasa. Los inhibidores de la telomerasa identificados hasta
la fecha incluyen compuestos de moléculas pequefias y oligonucledtidos. Varias publicaciones describen el uso de
oligonucledtidos para inhibir la telomerasa, ya sea dirigida contra el ARNm que codifica el componente proteico de la
telomerasa (cuya forma humana se conoce como transcriptasa inversa de la telomerasa humana o hTERT) o el
componente de ARN de la holoenzima telomerasa (la forma humana de la cual se conoce como ARN telomerasa
humana o hTR). En general, se cree que los oligonucledtidos dirigidos al ARNm de hTERT actuan como farmacos
antisentido convencionales en el sentido de que se unen al ARNm, dando como resultado la destruccion del ARNm vy,
por lo tanto, impidiendo la produccion de la proteina hTERT (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.°
6.444.650). Ciertos oligonucledtidos que estan dirigidos a la hTR estan disefiados para unirse a las moléculas de hTR
presentes en la holoenzima de la telomerasa y, por lo tanto, interrumpir la funcién de la enzima (véase, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos n.° 6.548.298).

Dada la estrecha conexion entre la telomerasa y los trastornos de proliferacion celular como el cancer, lo que se
necesita, por lo tanto, son compuestos Utiles para inhibir el alargamiento de los teldmeros en células proliferativas y
usos de los mismos para tratar enfermedades.

A lo largo de la presente memoria descriptiva, se hace referencia a varias patentes, solicitudes de patentes y otros
tipos de publicaciones (por ejemplo, articulos de revistas).

Miroslav Hajek et al., European Journal of Pharmacology, 2010, Vol. 643, pp. 6 -12, describen estudios de la capacidad
de PMEG y PMEDAP (que se muestra a continuacion) para inducir el acortamiento de los telomeros y la inhibicién de
la telomerasa tanto a nivel transcripcional como a nivel de actividad en células de leucemia linfoblastica T CCRF-CEM
y MOLT-4. Los autores descubrieron que PMEG y PMEDAP tienen diferentes efectos en diferentes lineas celulares:
especificamente, los autores descubrieron que PMEG y PMEDAP inducen el acortamiento de telémeros en células
CCRF-CEM, pero inducen el alargamiento de los telémeros en células MOLT-4.

HN 4 {7
HEN/@N N> Hzm’k\m
vF{wDE& i
PMEG OH PMEDAP OH

Sumario de la invenciéon

Un primer aspecto de la invencién es un compuesto de formula (1):
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X
N
RSE R7 / | NH
O 3b R4
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Rl N N NH,

I W

R2 R5a R5b (I)

o una sal, hidrato, solvato o tautémero del mismo;
en la que:

R'y R? se seleccionan independientemente entre -NR'?R'® y -OR'¢;

R'@ y R'® se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo C1-20 opcionalmente sustituido, poliamina
y -CH(R"9)-C(O)OR'¢, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C1.7, oxo,
formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi, oxicarboniloxi, amido, acilamido, amino o poliamina;

R'd se selecciona entre hidrogeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido,
heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heteroarilalquilo y heteroarilalquilo
sustituido; en el que alquilo, arilo, arilalquilo, heteroalquilo, heteroarilo y heteroarilalquilo, si estan sustituidos, estan
independientemente sustituidos con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C47, oxo, formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi,
oxicarboniloxi, amido, acilamido, amino o poliamina;

R'e es hidrogeno o alquilo Ci.;

R'c se selecciona entre hidrégeno, alquilo y arilo; en el que al menos uno de R' y R? es -NR'@R";

R32 y R%® se seleccionan independientemente de hidrégeno y halo;

W es O, SoNH;

R* se selecciona entre -OH, -NH,, N3, -CH=CH,, y alquilo C1» opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta
sustituido, esta sustituido con -OH, -NH>, N3 o halégeno;

R% y R% se seleccionan independientemente entre hidrégeno, -OH, -NH,, Ns, -CH=CH,, y alquilo Ci»
opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con -OH, -NH;, N3 o halégeno;

R” es hidrégeno o fltor; y

Xes O, SoNH.

En una realizacion, el compuesto de formula (I) es el enantiomero (R) enriquecido o aislado en el estereocentro
vehiculo de R*.

En una realizacion, R* es -OH.

En una realizacion, R* es alquilo C1.2 opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con
-OH, -NH2 o N3.

En una realizacion, R* es alquilo C1..
En una realizacion:

R* se selecciona de entre -NH; y N3; 0
R* es -CH=CH..

En una realizacion:

R" es diferente de R% o
uno de R'y R? lleva una carga positiva y el otro lleva una carga negativa.

En una realizacion, R' es -NR'2R'™ y R? es OR'°.
En una realizacion:

uno de Ry R'™ es alquilo C120; y R? es -OH; o

uno de R'@y R'™ es una poliamina; y R? es -OH; o

uno de Ry R™ es -(CH)nNH(CH,),NHRX; en el que R* es hidrégeno o -(CH2).NHz; y n es independientemente
un nimerode 2 a4; o0

uno de R'@y R'™ es -(CH2),NHRX; en el que R* es hidrégeno o -(CH2)nNHz; y n es independientemente un nimero
de2a4;o0

uno de R'?y R™ es -CH(R')-C(O)OR’e, y R? es OH.

En una realizacion:
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uno de Ry R™ es -CH(R')-C(O)OR’, y R? es OH;
y:
R'd se selecciona entre hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido; o

R'd es una cadena lateral de aminoacidos cargada positivamente; o
-CH(R')-C(O)OR'® es un aminoacido seleccionado de lisina, arginina e histidina.

En una realizacion:

R32 y R® son hidrégeno; o
uno de R% y R es halo.

En una realizacion, W es O.

En una realizacion, R% y R% son hidrégeno.
En una realizacion, R7 es hidrégeno.

En una realizacion, R7 es fluor.

En una realizacion, X es O.

Un segundo aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende un compuesto del primer
aspecto y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Un tercer aspecto de la invencion es un procedimiento no terapéutico para inhibir el alargamiento del telémero que
comprende poner en contacto una célula (por ejemplo, una célula cancerosa), in vitro, con un compuesto del primer
aspecto o una composicion farmacéutica del segundo aspecto.

Un cuarto aspecto de la invencion es un procedimiento no terapéutico para acortar la longitud del telébmero en una
célula o tejido que comprende poner en contacto la célula o tejido, in vitro, con un compuesto del primer aspecto o una
composicion farmacéutica del segundo aspecto.

Un gquinto aspecto de la invencion es un compuesto del primer aspecto o una composicién farmacéutica del segundo
aspecto para su uso en un procedimiento de tratamiento de un trastorno de proliferacion celular en un individuo,
opcionalmente en el que el trastorno proliferativo celular es:

cancer;

cancer metastasico; o

un cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén, higado, estdmago, pancreas, ovario, cuello del
utero, utero, rifién, vejiga, colon, colorrectal, prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro o retina, o un tumor
hematolégico (por ejemplo, mieloma, leucemia y linfoma).

En una realizacién del quinto aspecto, el compuesto o composicion farmacéutica se administra por las vias oral,
intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o transdérmica.

Descripcion

La presente invencion se refiere a, entre otros, analogos de fosfonometoxi guanosina, incluyendo profarmacos,
adecuados para su uso en la administracion oral eficiente de tales analogos, asi como a los usos de analogos de
fosfonometoxi-guanosina para la inhibicién del alargamiento de la cadena de telémeros y el tratamiento de trastornos
de proliferacion celular en individuos que lo necesitan.

Las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento inhiben la extension de los telomeros por la
telomerasa. Los compuestos y procedimientos también inhiben la proliferacion de células cancerosas.

En el presente documento se describen compuestos que tienen la férmula (VIII):
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G VIII

by |

en el que G se selecciona de guanina-9-ilo, o sus analogos de 1-deaza o 3-deaza, Y independientemente es -OH, -
NH(CH2)aNH(CH2)nNHR?; o -N[(CH2)nNH,](CH2)»-NHR?3; R® es -H o -(CHz).NHz; n independientemente es 2-4; con la
condicion de que al menos un Y es -NH(CH2),NH(CH2)nNHR3; o -N[(CH2)sNH2](CH2).NHR?; y las sales, hidratos,
tautémeros y solvatos de los mismos. En algunos compuestos, G es guanina-9-ilo.

En algunos compuestos, al menos un Y es -NH(CH2)»NH(CH2).NHR?, R3® es -H o -(CHz):\NHz y n es,
independientemente, 2-4.

En algunos compuestos, al menos un Y es -NH(CH2)sNH(CHz)sNH2 o -NH(CH2)sNH(CH)sNH(CH.)3NH.. En algunos
compuestos, un Y es -NH(CH2)sNH(CH2)sNH2 y el otro Y es -OH. En algunos compuestos, un Y es -
NH(CH2)3sNH(CH2)4sNH(CH)3sNH. y el otro Y es -OH. En algunos compuestos, ambos Y son -NH(CH2)sNH(CHz)4sNHa.
En algunos compuestos, ambos Y son -NH(CH2)3NH(CH2)sNH(CH3)3sNH..

En algunos compuestos, al menos un Y es -N[(CH2)n.NH2](CH2).NHR?, R3® es -H o -(CH2).NHz y n es,
independientemente, 2-4.

El compuesto de formula VIII puede ser el enantiémero (R) enriquecido o aislado. El compuesto de formula VIl puede
ser el enantiomero (S) enriquecido o aislado.

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
Férmula VIl con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir el alargamiento de los teldmeros, que
comprenden poner en contacto una célula con los compuestos de Formula VIII o las composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de Férmula VIII. La célula puede ser una célula cancerosa.

En el presente documento también se describen procedimientos para acortar la longitud del telémero en una célula o
tejido que comprende poner en contacto la célula o el tejido con los compuestos de Férmula VIl o las composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos de Férmula VIII.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar el cancer en un paciente administrando
una cantidad eficaz de los compuestos de Férmula VIII o las composiciones farmacéuticas que comprenden los
compuestos de Férmula VIl al paciente. El cancer puede ser cancer metastasico. El cancer puede ser un cancer de
piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmon, higado, estdbmago, pancreas, ovario, cuello del utero, ttero, rifién,
vejiga, colon, colorrectal, prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina y tumores hematolégicos (tales
como mieloma, leucemia y linfoma).

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar a un paciente administrando una cantidad
eficaz de los compuestos de Formula VIII o las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
Férmula Vil en el que el procedimiento implica administracion oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, subcutanea o transdérmica del compuesto o la composicion farmacéutica.

En el presente documento también se describen procedimientos que utilizan compuestos de férmula (1X):

G X
|

LF>—x
[

CHj;
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en el que G se selecciona de guanina-9-ilo, o sus analogos de 1-deaza o 3-deaza, X independientemente es -OH, un
monofosfato, un difosfato o -OCH(R'")OC(O)OR’, R' es independientemente H o alquilo C+-Cs; y las sales, hidratos,
sus tautdomeros y solvatos; en condiciones en las que se inhibe el alargamiento del teldémero. En algunos compuestos,
al menos un X es -OCH,OC(O)OR' y R! es alquilo C4-Cs. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es -
OCH,OC(0O)OR'y R es alquilo C4-Cs. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es -OCH,OC(O)OCH(CHjs)2.
En algunos compuestos, ambos X son -OCH,OC(O)OCH(CHs).. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es
difosfato. Un compuesto especifico de Formula IX es el éster de diisopropiloxi 9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Un compuesto especifico de Férmula VIl es el éster diisopropiloxi
de (R)-9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Un compuesto
especifico de Formula IX es éster de (S)-9-[2-(fosfonometoxi)propil]l-guanina diisopropiloxi, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. Un compuesto especifico de Férmula IX es 9-[2-(fosfonometoxi)propil]-
guanina difosfato; PMPGpp, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Un compuesto especifico de Formula
IX es (R)-9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina difosfato; (R)-PMPGpp o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo. Un compuesto especifico de Férmula IX es (S)-9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina difosfato; (S)-PMPGpp, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de Férmula IX puede ser el enantiomero (R) enriquecido o aislado. EI compuesto de féormula IX puede
ser el enantiomero (S) enriquecido o aislado.

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir el alargamiento de los teldmeros, que
comprenden poner en contacto una célula con los compuestos de Férmula IX o las composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de Formula IX. La célula puede ser una célula cancerosa.

En el presente documento también se describen procedimientos para acortar la longitud del teldmero en una célula o
tejido que comprende poner en contacto la célula o el tejido con los compuestos de Férmula 1X o las composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos de Férmula IX.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar el cancer en un paciente administrando
una cantidad eficaz de los compuestos de Férmula IX o las composiciones farmacéuticas que comprenden los
compuestos de Férmula IX al paciente. El cancer puede ser cancer metastasico. El cancer puede ser un cancer de
piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén, higado, estbmago, pancreas, ovario, cuello del utero, ttero, rifién,
vejiga, colon, colorrectal, prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina y tumores hematolégicos (tales
como mieloma, leucemia y linfoma).

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar a un paciente administrando una cantidad
eficaz de los compuestos de Formula IX o las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
Férmula IX en el que el procedimiento implica administracion oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, subcutanea o transdérmica del compuesto o la composicion farmacéutica.

En el presente documento también se describe el uso de los compuestos de Férmula VIII en medicina.

En el presente documento también se describe el uso de los compuestos de Férmula VIl y Formula IX para tratar el
cancer.

Los compuestos descritos en el presente documento inhiben el alargamiento o la extension de los telémeros en las
células por la telomerasa, incluyendo células cancerosas, cuyo efecto resultante es inhibir la proliferaciéon de las
células. Por consiguiente, una aplicacion principal de los compuestos descritos en el presente documento es como
agentes terapéuticos contra el cancer, y las formulaciones farmacéuticas de los compuestos se describen en el
presente documento que pueden utilizarse de esta manera.

Se muestra que los compuestos descritos en el presente documento, incluyendo estos compuestos de ejemplo, tienen
propiedades superiores de absorcion celular, en comparacion con los nucleétidos no modificados correspondientes y,
por lo tanto, son inhibidores mas efectivos del alargamiento de los teldbmeros. Como consecuencia de estas
propiedades, los compuestos descritos en el presente documento son inhibidores altamente efectivos de la
proliferacién de células cancerosas.

Se ha descubierto que los compuestos descritos en el presente documento actian como sustratos para la enzima
telomerasa y compiten con éxito con dGTP por el sitio de unién a nucleétidos de la enzima telomerasa. Los compuestos
no inhiben la actividad de la enzima telomerasa. Mas bien, los compuestos se incorporan en el telémero por la enzima
telomerasa, terminando asi la cadena del teldmero. Una vez incorporado, la enzima telomerasa no puede unir otros
dNTP de origen natural, tal como dGTP o dTTP al telomero. De esta manera, el alargamiento de los telomeros de los
cromosomas en células que expresan telomerasa se detiene o inhibe. El fallo de las células para alargar sus telomeros
pondra a las células en crisis o apoptosis.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse en procedimientos para inhibir el alargamiento
de los teldbmeros. Tales procedimientos comprenden poner en contacto una célula o tejido con un compuesto descrito
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en el presente documento.

Los compuestos descritos en el presente documento también se pueden usar para inhibir el alargamiento de los
teldmeros en células que expresan telomerasa, inhibiendo asi la proliferacion de tales células. Tales procedimientos
comprenden poner en contacto una célula o células que tienen actividad telomerasa con un compuesto descrito en el
presente documento. Las células tratadas de esta manera, que pueden ser células in vitro, o células in vivo, o células
ex vivo, generalmente sufrira acortamiento de los telomeros y dejara de proliferar. Dado que las células cancerosas
requieren el alargamiento de los telémeros para la proliferacion a largo plazo, los compuestos descritos en el presente
documento son particularmente Utiles para inhibir el crecimiento de células cancerosas y pueden usarse en
aplicaciones terapéuticas para tratar el cancer.

En el presente documento también se describen compuestos como se describen en el presente documento para su
uso en medicina y, en particular, para su uso en el tratamiento del cancer.

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto como
se describe en el presente documento formulado con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se describen compuestos que comprenden la férmula (VIII),

G VIl

CHj

en el que G se selecciona de guanina-9-ilo, o sus anadlogos de 1-deaza o 3-deaza, Y independientemente es -OH, -
NH(CH2)nNH(CH2)sNHR3; 0 -N[(CH2)nNH2](CH2)sNHR3?; R3? es -H o -(CH2)nNHa; n independientemente es 2-4; con la
condicion de que al menos un Y es -NH(CH2),NH(CH2)nNHR3; o -N[(CH2),NH2](CH2).NHR?3; y las sales, hidratos,
tautémeros y solvatos de los mismos. En algunos compuestos, G es guanina-9-ilo. En algunos compuestos, al menos
un 'Y es -NH(CH2),NH(CH2),NHRS3, R3? es -H o -(CH).NH; y n es, independientemente, 2-4. En algunos compuestos,
al menos un Y es -NH(CH2)3sNH(CHz2)4sNH2 o -NH(CH;)sNH(CH2)4sNH(CH2)sNH-. En algunos compuestos, al menos un
Y es -N[(CH2),NH2](CH2)nNHR3, R3 es -H o -(CH3),NH2 y n es, independientemente, 2-4. En algunos compuestos, el
compuesto de formula VIl es el enantiomero (R) enriquecido o aislado. El compuesto de formula VIII puede ser el
enantiomero (S) enriquecido o aislado.

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los
compuestos desvelados en el presente documento con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir el alargamiento de los teldmeros, que
comprenden poner en contacto una célula con cualquiera de los compuestos o las composiciones farmacéuticas
desveladas en el presente documento. En algunas realizaciones, la célula es una célula cancerosa.

En el presente documento también se describen procedimientos para acortar la longitud del teldmero en una célula o
tejido que comprende poner en contacto la célula o el tejido con cualquiera de los compuestos descritos en el presente
documento o cualquiera de las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar el cancer en un paciente administrando al
paciente una cantidad eficaz de cualquiera de los compuestos descritos en el presente documento o cualquiera de las
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, el cancer es cancer
metastasico. En algunas realizaciones, el cancer es un cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén,
higado, estdbmago, pancreas, ovario, cuello del utero, Utero, rifién, vejiga, colon, colorrectal, préstata, sistema nervioso
central (SNC), cerebro, retina y tumores hematolégicos (tales como mieloma, leucemia y linfoma). En algunas
realizaciones, de cualquiera de las realizaciones desveladas en el presente documento, el procedimiento implica
administracion oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o transdérmica.

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir el alargamiento de los teldmeros, que
comprenden poner en contacto una célula con un compuesto de féormula (1X)
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en el que G se selecciona de guanina-9-ilo, o sus analogos de 1-deaza o 3-deaza, X independientemente es -OH, un
monofosfato, un difosfato o -OCH(R'")OC(O)OR', R' es independientemente H o alquilo C+-Cs; y las sales, hidratos,
sus tautdmeros y solvatos; en condiciones en las que se inhibe el alargamiento del teldmero. En algunos compuestos,
al menos un X es -OCH,OC(O)OR; y R es alquilo C4-Cs. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es -
OCH,OC(O)OR' y R" es alquilo C4-Cs. El compuesto de férmula IX puede ser 9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina
difosfato, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. El compuesto de férmula IX puede ser el enantidmero
(R) enriquecido o aislado. El compuesto de férmula IX puede ser el enantiomero (S) enriquecido o aislado. La célula
puede ser una célula cancerosa. El cancer puede ser cancer metastasico. El cancer puede ser un cancer de piel, tejido
conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén, higado, estbmago, pancreas, ovario, cuello del utero, utero, rifidn, vejiga,
colon, colorrectal, prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina y tumores hematolégicos (tales como
mieloma, leucemia y linfoma). El procedimiento puede implicar administracion oral, intraarterial, intranasal,
intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea o transdérmica.

En el presente documento también se describen procedimientos para acortar la longitud del teldmero en una célula o
tejido, que comprenden poner en contacto la célula o el tejido con cualquiera de los compuestos desvelados en el
presente documento.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar el cancer en un paciente administrando
una cantidad eficaz del compuesto de cualquiera de los compuestos desvelados en el presente documento al paciente.

También se describen en el presente documento usos de cualquiera de los compuestos proporcionados en el presente
documento en medicina.

También se describen en el presente documento usos de cualquiera de los compuestos proporcionados en el presente
documento para tratar el cancer.

En el presente documento se describen compuestos que comprenden la formula (1):

X
N
3 NH
0O R 3b 4 R |
[ =
RI_p N NT NH,
| w
R2 RSa R5b (I)

en la que
R'y R? se seleccionan independientemente de entre -NR'@R'® y OR'S; en la que

R'@ y R se seleccionan independientemente de entre hidrogeno, alquilo Ci.20 opcionalmente sustituido,
poliamina y -CH(R'?)-C(O)OR?'¢, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con halo, hidroxilo, éter,
alcoxi C+.7, oxo, formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi, oxicarboniloxi, amido, acilamido, amino o poliamina; en la
que

R'd se selecciona entre hidrogeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, heteroalquilo,
heteroarilo y heteroarilalquilo, en la que alquilo y arilo, si estd sustituido, estan independientemente
sustituidos con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C4.7, oxo, formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi, oxicarboniloxi,
amido, acilamido, amino o poliamina; y

R'e es hidrogeno o alquilo C1.;

R'c se selecciona entre hidrogeno, alquilo y arilo;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734495 T3

en el que al menos uno de R' y R? es -NR'?R?;

R32 y R%® se seleccionan independientemente de hidrégeno y halo;

W es O, SoNH;

R* se selecciona de entre-OH, -NH, N3, -CH=CHj, y alquilo C1., opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta
sustituido, esta sustituido con -OH, -NH,, N3 o halégeno;

R% y R% se seleccionan independientemente entre hidrégeno, -OH, -NH,, N, -CH=CH,, y alquilo Ci»
opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con-OH, -NH,, N3 o halégeno;

R” es hidrégeno o fltor; y

Xes O, SoNH;

y sales, hidratos, solvatos y tautémeros, de los mismos.

En algunas realizaciones, R' es diferente de R?. En algunas realizaciones, uno de R' y R? lleva una carga positiva y
el otro lleva una carga negativa. En algunas realizaciones, el compuesto de formula (I) es el enantidmero (R)
enriquecido o aislado en el estereocentro vehiculo de R*.

En algunas realizaciones, R' es -NR"R'™ y R? es OR'°. En algunas realizaciones, uno de R'@ y R'™ es alquilo C120; y
R? es OH. En algunas realizaciones, uno de R' y R'® es una poliamina; y R? es OH. En algunas realizaciones, uno de
R'@ y R es -(CH2),NH(CH.),NHRX, en el que R* es hidrogeno o -(CH2).NHa; y n es, independientemente, un nimero
de 2 a 4. En algunas realizaciones, uno de R'? y R'® es -(CH2),NHRX; en el que R* es hidrégeno o -(CHz2)nNHz; y n es,
independientemente, un nimero de 2 a 4. En algunas realizaciones, uno de R'? y R'® es -CH(R'Y)-C(O)OR"¢, y R? es
OH. En algunas realizaciones, R'? se selecciona entre hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido y heteroarilo. En algunas
realizaciones, en las que R' es una cadena lateral de aminoacido cargada positivamente. En algunas realizaciones,
en las que donde -CH(R')-C(O)OR'® es un aminoacido seleccionado de lisina, arginina e histidina.

En algunas realizaciones, R3 y R son hidrogeno. En algunas realizaciones, uno de R3 y R3® es halo. En algunas
realizaciones, W es O. En algunas realizaciones, R* es -OH. En algunas realizaciones, R* se selecciona de entre -NH;
y Ns. En algunas realizaciones, R* es -CH=CH,. En algunas realizaciones, R* es alquilo C+-2. En algunas realizaciones,
R* es alquilo C+ opcionalmente sustituido, en el que el alquilo esta sustituido con -OH, -NH, o Ns. En algunas
realizaciones, R% y R% son hidrogeno. En algunas realizaciones, R” es hidrogeno. En algunas realizaciones, R” es
fldor. En algunas realizaciones, X es O.

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los
compuestos de Formula (I) con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se describe un procedimiento para inhibir el alargamiento de los telémeros, que
comprende poner en contacto una célula con cualquiera de los compuestos de Férmula (I) o composiciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de Férmula (l). En algunas realizaciones, la célula es una célula
cancerosa.

En el presente documento también se describe un procedimiento para acortar la longitud del telémero en una célula o
tejido, que comprende poner en contacto la célula o el tejido con cualquiera de los compuestos de Formula (1) o
composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de Férmula ().

También se describe en el presente documento un procedimiento para tratar un trastorno de proliferaciéon celular en
un individuo administrando una cantidad eficaz de cualquiera de los compuestos de Férmula (I) o composiciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de Férmula (I). En algunas realizaciones, el trastorno de proliferacion
celular es cancer. En algunas realizaciones, el cancer es cancer metastasico. En algunas realizaciones, el cancer es
un cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén, higado, estbmago, pancreas, ovario, cuello del
utero, utero, rifidn, vejiga, colon, colorrectal, préstata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina y tumores
hematolégicos (tales como mieloma, leucemia y linfoma). En algunas realizaciones, el compuesto o composicion
farmacéutica se administra por las vias oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa, intramuscular,
subcutanea o transdérmica.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una fotografia de un gel de poliacrilamida al 15 % que contiene urea 7 M que muestra los productos
de extension del cebador en presencia de compuestos. Las reacciones que contienen dGTP 50 o 100 uM, (carriles
1 y 2) muestran una escalera caracteristica de 6 nucledtidos. Los carriles 8-11 contienen concentraciones
crecientes de PMPGpp (n.° ID 142692) ademas de dGTP 50 puM. El carril 12 contiene solo PMPGpp 50 uM de (n.°
ID 142692). Los carriles 3-7 muestran una comparacion utilizando el terminador de cadena conocido, 3'-azido-
dGTP.

La figura 2A muestra que las células U87 gb se trataron con éster de PMPG diisopropiloxi (n.° ID 142715) (carril
4), 2' desoxi, 3' fenilamida C6, 5' tiofosfato de guanosina (carril 3), 2' desoxi, 3 'azido, 5' tiofosfato de guanosina
(carril 2) o sin tratar (carril 1).

La figura 2B muestra células Caki 1 tratadas durante cinco semanas con éster de PMPG diisopropiloxi 10 uM o
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20 pM (N.° ID 142715) (carriles 3 y 4) en comparacion con células no tratadas o tratadas con DMSO (carriles 1y
2).

La Figura 2C muestra el tratamiento de las células A549 durante siete semanas usando éster de PMPG
diisopropiloxi 10 yM o0 20 yM (N.° de ID 142715) (carriles 3 y 4) en comparacion con células no tratadas o tratadas
con DMSO (carriles 1y 2).

La figura 3A muestra las curvas de crecimiento de las células de glioblastoma U87 tratadas con éster de PMPG
diisopropiloxi 10 uM o 20 pM (n.° ID 142715) durante 47 dias.

La figura 3B muestra células de glioblastoma U87 tratadas con éster de PMPG diisopropiloxi 10 uM o 20 pM (N.°
de ID 142715) durante cinco semanas y luego se sembraron en numeros de células iguales (75.000/pocillo). Se
tomaron fotos 6 dias después de la siembra.

La Figura 4A es una fotografia de un gel resultante de un ensayo de extension de cebador ejecutado en modo de
competicion. De izquierda a derecha, los carriles 1y 2 (marcados con "-") muestran una escalera caracteristica de
6 nucleotidos. Los carriles 3-8 contienen concentraciones crecientes de difosfato de acido (R)-(((Guanina-9-il)
propan-2-oxi)metil)fosfénico (R-PMPGpp) (n.° de ID (142692), de 0,25 uM a 50 pM.

La Figura 4B muestra la actividad de inhibicion de la telomerasa del difosfato de acido (R)-(((Guanina-9-il)propan-
2-oxi)metil)fosfénico (R-PMPGpp) (n.° ID 142692). El porcentaje de actividad se determind en funcion de los valores
obtenidos mediante el analisis Phospholmager de la intensidad de las bandas de gel en la Figura 4A.

La Figura 5 muestra un ensayo Ex Vivo TRAP con un profarmaco DE PMPG (n.° DE ID 142715). Se muestran los
resultados de dos ensayos independientes para el mismo compuesto.

La Figura 6 muestra las curvas de crecimiento de las células Caki-1 tratadas con el profarmaco PMPG 10 uM o
20 uM éster diisopropiloxi de acido [R-(((Guanina-9-il)propan-2-oxi)metil)fosfonico] (n.° de ID 142715).

La Figura 7 muestra las curvas de crecimiento para las células A549 tratadas con el profarmaco PMPG 10 uM o
20 uM de éster diisopropiloxi de acido [R-(((Guanina-9-il)propan-2-oxi)metil)fosfénico (n.° de ID 1427150)
comparado con Imetelstat 5 uM o 10 uM (163 1).

La Figura 8A es una fotografia de un gel resultante de un ensayo de extension de cebadores. De izquierda a
derecha, el carril 1 (marcado con "-") muestra una escalera caracteristica de 6 nucleétidos. Los carriles 2-5
contienen concentraciones crecientes de difosfato de acido (R)-(((Guanina-9-il) propan-2-oxi)metil)fosfénico (R-
PMPGpp) (n.° de ID 142692), de 0,4 uM a 50 uM. Los carriles 6-9 contienen de 0,4 uM a 50 uM de PMIBeGpp (n.°
DE ID 142810).

La Figura 8B muestra la inhibicion de la dosis de telomerasa de respuesta a la dosis para R-PMPGpp (n.° de ID
142692) en comparacion con PMIBeGpp (n.° de ID 142810). El porcentaje de actividad se determind en funcion
de los valores obtenidos mediante el analisis Phospholmager de la intensidad de las bandas de gel en la Figura
8A.

La Figura 9 muestra las curvas de crecimiento para las células Caki-1 tratadas con éster diisopropiloxi de PMIBeG
10 0 20 uM (n.° de ID 142820) o acido libre de PMPG (N.° de ID 142693).

La Figura 10 muestra el gel resultante de un ensayo de fragmentos de repeticion de telémeros utilizando células
A549. El carril 1 es una escalera de 21,2 kb a 1,9 kb. Los carriles 2 y 3 tienen 10 uM y 5 pM, respectivamente, de
acido libre de PMPG (n.° DE ID 142693). Los carriles 4 a 6 tienen 10 uM, 5 uM y 2,5 uM, respectivamente, del
profarmaco PMPG (n.° de ID 142715). El carril 7 tiene 2 uyM de Imetelstat (163 I). El carril 8 tiene 2 uM de un
apareamiento incorrecto. Los carriles 9 y 10 tienen 20 uM y 10 uM, respectivamente, del acido libre de PMIBeG
[(((2 - ((2-amino-6-oxo-1H-purin-9 (6H)-il)metil)alil)oxi)metil) fosfonico] (n.° DE ID 142811). Las cantidades
indicadas de cada compuesto se afiadieron a las células A549. Después de aproximadamente 70 duplicaciones
de poblacion, se cosecharon las células y las longitudes de los teldémeros se determinaron utilizando TRF.

La Figura 11 muestra la grafica de las curvas de crecimiento ajustadas (dia de Imetelstat < 41) obtenidas cuando
se inyectaron células Caki-1 de pase bajo por via subcutanea en el flanco de ratones SCID sin pelo exogamicos
(SHO) que recibieron 30 mg/kg de vehiculo (PBS con 0,4 % de Tween 20), Imetelstat, acido libre de PMPG (N.°
de ID 142693) o profarmaco de PMPG (N.° de ID 142715) mediante inyeccion intraperitoneal.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a, entre otros, compuestos utiles para inhibir el alargamiento de los teldmeros. De
manera mas especifica, la invencion proporciona analogos de nucleétidos que se incorporan a los teldmeros mediante
la telomerasa, inhibiendo asi el alargamiento de los teldmeros. Los compuestos son utiles en el tratamiento del cancer
y otras enfermedades de proliferacion celular.

I. Técnicas generales

La practica de la invenciéon empleara, salvo que se indique lo contrario, técnicas convencionales en quimica de acidos
nucleicos, biologia molecular, microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que son bien conocidas por
los expertos en la materia. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia, tales como, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicién (Sam Brook et al., 1989) y Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
tercera edicion (Sam Brook y Russel, 2001), (conjuntamente denominado en el presente documento "Sambrook™);
Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987, incluyendo los suplementos hasta 2001); PCR:
The Polymerase Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994). Los acidos nucleicos pueden sintetizarse in vitfro mediante
técnicas de sintesis quimica bien conocidas, como se describe en, por ejemplo, Carruthers (1982) Cold Spring Harbor
Symp. Quant. Biol. 47:411-418; Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic Acids Res. 5
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25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Biochemistry 33:7886-7896;
Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra. Lett. 22:1859;
Komberg y Baker, DNA Replication, 22 Ed. (Freeman, San Francisco, 1992); Scheit, Nucleotide Analogs (John Wiley,
Nueva York, 1980); Uhimann y Peyman, Chemical Reviews, 90:543-584, 1990).

Salvo que se indique lo contrario, los procedimientos y técnicas de las presentes realizaciones se realizan
generalmente de acuerdo con procedimientos convencionales ya conocidos en la técnica y como se describe en
diversas referencias generales y mas especificas que se mencionan y analizan a lo largo de la presente memoria
descriptiva. Véase, por ejemplo, Loudon, Organic Chemistry, 42 edicion, New York: Oxford University Press, 2002, pp.
360-361,1084-1085; Smith y March, March’s Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, 52
edicién, Wiley-Interscience, 2001.

Il. Definiciones

Los siguientes términos tienen los siguientes significados a menos que se indique otra cosa. Cualquier término sin
definir tiene su significado reconocido en la técnica.

El término "saturado" como se utiliza en el presente documento, se refiere a compuestos y/o grupos que no tienen
dobles enlaces carbono-carbono ni triples enlaces carbono-carbono.

El término "insaturado”, como se utiliza en el presente documento, pertenece a compuestos y/o grupos que tienen al
menos un doble enlace carbono-carbono o triple enlace carbono-carbono.

El término "ciclico" como se utiliza en el presente documento, pertenece a compuestos y/o grupos que tienen un
anillo, o dos o mas anillos (por ejemplo, espiro, fusionado, en puente).

El término "anillo" como se utiliza en el presente documento, pertenece a un anillo cerrado de 3 a 10 atomos unidos
covalentemente, mas preferentemente de 3 a 8 atomos unidos covalentemente.

La frase "opcionalmente sustituido" como se utiliza en el presente documento, se refiere a un grupo principal que
puede estar no sustituido o que puede estar sustituido.

A menos que se especifique de otro modo, el término "sustituido”, como se utiliza en el presente documento, se
refiere a un grupo principal que porta uno o mas sustituyentes. El término "sustituyente" se usa en el presente
documento en el sentido convencional y se refiere a un resto quimico que esta unido covalentemente a, colgado o, si
es apropiado, fusionado a, un grupo principal.

Los sustituyentes se describen con mas detalle a continuacion.

Alquilo C1.7: La expresion "alquilo C4.7", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto monovalente
obtenido eliminando un atomo de hidrégeno de un compuesto de hidrocarburo Ci.7 que tiene de 1 a 7 atomos de
carbono, que puede ser alifatico o aliciclico, o una combinacién de los mismos, y que puede estar saturado,
parcialmente insaturado o completamente insaturado. La expresion "alquilo C,4" (y similares), como se utiliza en el
presente documento, pertenece a restos analogos que tienen de 2 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos son -CH>CHg;
-CHzCHzCHg,; -CH(CH3)2; -CHzCHzCHzCHs,}-CHzCH(CH3)2; -CH(CH3)CH2CH3; -C(CH3)3; -CHzCHzCHzCHzCHs,} -
CHzCHzCH(CHs,)z} -CHzCH(CH3)CH2CH3; -CH(CH3)CH2CH2CH3; -CH(CH2CH3)2; -C(CH3)2CH2CH3;-
CH(CHs)CH(CHz3)2; -CH2C(CHas)s; ciclopropilo; ciclobutilo; ciclopropilmetilo; ciclobutilmetilo; 1-ciclopropil-1-etilo; 2-
ciclopropil-1-etilo; y ciclopentilo.

Alquilo C1.n: La expresion "alquilo C1.n", como se utiliza en el presente documento, pertenece a un resto monovalente
obtenido eliminando un atomo de hidrégeno de un compuesto de hidrocarburo C1., que tiene de 1 a n atomos de
carbono, que puede ser alifatico o aliciclico, o una combinacién de los mismos, y que puede estar saturado,
parcialmente insaturado o completamente insaturado, en el que n es un ndmero mayor que uno. Asimismo, alquilo
C1-20: La expresion "alquilo C1.20," como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto monovalente obtenido
eliminando un atomo de hidrogeno de un compuesto de hidrocarburo C1.29 que tiene de 1 a 20 atomos de carbono,
que puede ser alifatico o aliciclico, o una combinaciéon de los mismos, y que puede estar saturado, parcialmente
insaturado o completamente insaturado.

Los ejemplos de grupos alquilo C+.7 lineales saturados (no sustituidos) incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, n-
propilo, n-butilo y n-pentilo (amilo).

Los ejemplos de grupos alquilo C1.7 ramificados saturados (no sustituidos) incluyen, pero sin limitacién, iso-propilo,
isobutilo, sec-butilo, terc-butilo y neo-pentilo.

Los ejemplos de grupos alquilo C.7 aliciclicos (carbociclicos) saturados (también denominados grupos "cicloalquilo
Cs.7") incluyen, pero sin limitacion, grupos no sustituidos, tales como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo,
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asi como grupos sustituidos (por ejemplo, grupos que comprenden tales grupos), tales como metilciclopropilo,
dimetilciclopropilo, metilciclobutilo, dimetilciclobutilo, metilciclopentilo, dimetilciclopentilo, metilciclohexilo,
dimetilciclohexilo, ciclopropilmetilo y ciclohexilmetilo.

Los ejemplos de grupos alquilo C+.7 insaturados (no sustituidos) que tienen uno o mas dobles enlaces carbono-carbono
(también denominados grupos "alquenilo C,.7") incluyen, pero sin limitacion, etenilo (vinilo, --CH=CH), 2-propenilo
(alilo, --CH-CH=CHpy), isopropenilo (--C(CH3)=CHy>), butenilo, pentenilo, y hexenilo.

Los ejemplos de grupos alquilo C4.7 insaturados (no sustituidos) que tienen uno o mas triples s enlaces carbono-
carbono (también denominados grupos "alquinilo C.7") incluyen, pero sin limitacion, etinilo (etinilo) y 2-propinilo
(propargilo).

Los ejemplos de grupos alquilo C1.7 insaturados aliciclicos (carbociclicos) que tienen uno o mas dobles enlaces
carbono-carbono (también denominados grupos "cicloalquenilo Cs7") incluyen, pero sin limitacién, grupos no
sustituidos, tales como ciclopropenilo, ciclobutenilo, ciclopentenilo y ciclohexenilo, asi como grupos sustituidos (por
ejemplo, grupos que comprenden tales grupos), tales como ciclopropenilmetio y ciclohexenilmetilo.

Heterociclilo C320: El término "heterociclilo Cs20", como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto
monovalente obtenido mediante la eliminacion de un atomo de hidrégeno de un atomo en el anillo de un compuesto
heterociclico Cs.20, teniendo dicho compuesto un anillo o dos o mas anillos (por ejemplo, espiro, condensado, en
puente) y teniendo de 3 a 20 atomos en el anillo, atomos, de los cuales de 1 A 10 son heteroatomos en el anilloy en
el que al menos uno de dicho(s) anillo(s) es un anillo heterociclico. Preferentemente, cada anillo tiene de 3 a 7 atomos
en el anillo, de los que de 1 a 4 son heteroatomos en el anillo. "Cs.2" indica atomos en el anillo, ya sean atomos de
carbono o heteroatomos.

Los ejemplos de grupos heterociclilo monociclicos (no aromatico) incluyen, pero sin limitacion, los procedentes de:

N1: aziridina (Cs), azetidina (Cs), pirrolidina (tetrahidropirrol) (Cs), pirrolina (por ejemplo, 3-pirrolina, 2,5-dihidropirrol)
(Cs), 2H-pirrol o 3H-pirrol (isopirrol, isoazol) (Cs), piperidina (Cs), dihidropiridina (Ce), tetrahidropiridina (Cs), azepina
(Cr);

O1: oxirano (Cs), oxetano (C4), oxolano (tetrahidrofurano) (Cs), oxol (dihidrofurano) (Cs), oxano (tetrahidropirano)
(Ce), dihidropirano (Cs), pirano (Cs), oxepina (C7); S+: tiirano (Cs), tietano (Ca), tiolano (tetrahidrotiofen) (Cs), tiano
(tetrahidrotiopiran) (Cs), tiepano (C7);

O2: dioxolano (Cs), dioxano (Cs), y dioxepano (Cy);

Og: trioxano (Cs);

N2: imidazolidina (Cs), pirazolidina (diazolidina) (Cs), imidazolina (Cs), pirazolina (dihidropirazol) (Cs), piperazina
(C6);

N101: tetrahidrooxazol (Cs), dihidrooxazol (Cs), tetrahidroisoxazol (Cs), dihidroisoxazol (Cs), morfolina (Cs),
tetrahidrooxazina (Cs), dihidrooxazine (Cs), oxazina (Cs);

N1S+: tiazolina (Cs), tiazolidina (Cs), tiomorfolina (Ce);

N20+: oxadiazina (Ce);

01S;: oxatiol (Cs) y oxatiano (tioxano) (Cs); v,

N101S+: oxatiazina (Ce).

Los ejemplos de grupos heterociclilo monociclicos sustituidos (no aromaticos) incluyen sacaridos, en forma ciclica, por
ejemplo, furanosas (Cs), tales como arabinofuranosa, lixofuranosa, ribofuranosa y xilofuransa, y piranosas (CCs), tales
como alopiranosa, altropiranosa, glucopiranosa, manopiranosa, gulopiranosa, idopiranosa, galactopiranosa y
talopiranosa.

Los ejemplos de grupos heterociclilo que también son grupos heteroarilo se describen a continuacién con grupos arilo.

Arilo Cs.20: El término "arilo Cs.20”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un resto monovalente obtenido
mediante la eliminacion de un atomo de hidrégeno de un atomo en el anillo aromatico de un compuesto aromatico Cs.
20, teniendo dicho compuesto un anillo o dos o mas anillos (por ejemplo, fusionados) y teniendo de 5 a 20 atomos de
anillo y en el que al menos uno de dicho(s) anillo(s) es un anillo aromatico. Preferentemente, cada anillo tiene de 5 a
7 atomos en el anillo.

Los atomos en el anillo pueden ser todos atomos de carbono, como en "grupos carboarilo”, en cuyo caso,
convenientemente, se puede hacer referencia al grupo como grupo "carcararilo Cs.2g".

Los ejemplos de grupos carboarilo incluyen, pero sin limitacion, los obtenidos a partir de benceno (es decir fenilo) (Cs),
naftaleno (C+o), azuleno (C1o), antraceno (C14), fenantreno (C14), naftaceno (Cis), y pireno (Cys).

Los ejemplos de grupos arilo que comprenden anillos condensados, siendo al menos uno de los cuales un anillo
aromatico, incluyen, pero sin limitacion, grupos derivados de indeno (Cy), isoindeno (Cy)), y fluoreno (C13).
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Como alternativa, los atomos en el anillo pueden incluir uno o mas heteroatomos, incluyendo, pero sin limitaciones,
oxigeno, nitrégeno y azufre, como en "grupos heteroarilo". En este caso, convenientemente se puede hacer referencia
al como un grupo "heteroarilo Cs20", en el que "Cs.2" indica atomos en el anillo, ya sean atomos de carbono o
heteroatomos. Preferentemente, cada anillo tiene de 5 a 7 atomos en el anillo, de los que de 0 a 4 son heteroatomos
en el anillo.

Los ejemplos de grupos heteroarilo monociclicos incluyen, pero sin limitacion, los procedentes de:
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N1 pirrol (azol) (Cs), piridina (azina) (Cs);

Oq+: furano (oxol) (Cs);

S;: tiofeno (tiol) (Cs);

N101: oxazol (Cs), isoxazol (Cs), isoxazina (Cs);

N201: oxadiazol (furazano) (Cs);

N3O1: oxatriazol (Cs);

N1S+: tiazol (Cs), isotiazol (Cs); N2: imidazol (1,3-diazol) (Cs), pirazol (1,2-diazol) (Cs), piridazina (1,2-diazina) (Cs),
pirimidina (1,3-diazina) (Cs) (por ejemplo, citosina, timina, uracilo), pirazina (1,4-diazina) (Cs);

Nas: triazol (Cs), triazina (Cs); y, N4: tetrazol (Cs).

El alquilo C47 anterior, heterociclilo Cso y arilo Cs.2, bien solos o como parte de otro sustituyente, opcionalmente
pueden ellos mismos estar sustituidos con uno o mas grupos seleccionados entre ellos mismos y los sustituyentes
adicionales enumerados a continuacion.

Hidrégeno: --H. Tenga en cuenta que si el sustituyente en una posiciéon particular es hidrogeno, puede ser
conveniente hacer referencia al compuesto como "no sustituido" en esa posicion.

Halo: --F, --ClI, --Bry --I.

Hidroxi: --OH.

Eter: --OR, donde R es un sustituyente de éter, por ejemplo, un grupo alquilo C17 (también denominado como
grupo alcoxi C+.7 descrito mas adelante), un grupo heterociclilo Cs.2o (también denominado grupo heterocicliloxi Cs.
20), 0 un grupo arilo Cs.zo (también denominado grupo ariloxi Cs.20), preferentemente un grupo alquilo C+7.

alcoxi Ci.7: --OR, en e que R es un grupo alquilo C47. Los ejemplos de grupos alcoxi C4.7 incluyen, pero sin
limitacién, --OCHs (metoxi), --OCH2CHj3 (etoxi) and-OC(CHzs)s (terc-butoxi).

Oxo (ceto, -ona): =0.

Formilo (carbaldehido, carboxaldehido): --C(=O)H.

Acilo (ceto): --C(=O)R, donde R es un sustituyente de acilo, por ejemplo, un grupo alquilo Cs7 (también
denominado alquilacilo C+.7 0 alcanoilo C1.7), un grupo heterociclilo Cs.29 (también denominado heterociclilacilo Cs.
20) 0 un grupo arilo Cs.2o (fambién denominado arilacilo Cs.20), preferentemente un grupo alquilo C1.7. Los ejemplos
de grupos acilo incluyen, pero sin limitacion, --C(=0)CHs (acetilo), --C(=0O)CH.CHs (propionilo), --C(=0O)C(CHs)3
(butirilo) y -C(=O)Ph (benzoilo, fenona).

Carboxi (acido carboxilico): --COOH.

Ester (carboxilato, éster de acido carboxilico, oxicarbonilo): --C(=O)OR, donde R es un sustituyente de éster, por
ejemplo, un grupo alquilo C+.7, un grupo heterociclilo Cs-20 0 un grupo arilo Cs.z, preferentemente un grupo alquilo
C1.7. Los ejemplos de grupos éster incluyen, pero sin limitacion, --C(=0)OCHSz, --C(=0)OCH2CHg, --C(=0)OC(CHj3)3
y --C(=0)OPh. Aciloxi (éster inverso): --OC(=O)R, donde R es un sustituyente de aciloxi, por ejemplo, un grupo
alquilo C 17, un grupo heterociclilo C329 0 un grupo arilo Cs.2g, preferentemente un grupo alquilo C1.7. Los ejemplos
de grupos aciloxi incluyen, pero sin limitaciones,-OC(=0)CHs; (acetoxi), --OC(=0)CH2CHj3, --OC(=0)C(CHa)3, --
OC(=0)Ph y - OC(=0O)CH2Ph.

Oxicarboniloxi: --OC(=0)OR, donde R es un sustituyente de éster, por ejemplo, un grupo alquilo C1.7, un grupo
heterociclilo Cz 20 0 un grupo arilo Csz, preferentemente un grupo alquilo Cq.7. Los ejemplos de grupos éster
incluyen, pero sin limitacion, --OC(=0)OCHs,-OC(=0)OCH,CHjs, --OC(=0)OC(CHs3)3 y --OC(=0)OPh.

Amido (carbamoilo, carbamilo, aminocarbonilo, carboxamida): --C(=O)NR:Rz, en el que Ry y Rz son
independientemente sustituyentes amino, como se define para los grupos amino. Los ejemplos de grupos amido
incluyen, pero sin limitacién, --C(=O)NH,, --C(=O)NHCHs;,-C(=O)N(CHs3)2, --C(=O)NHCH.CH3; vy --
C(=0O)N(CH2CHj3)2, asi como grupos amido en los que R y Ry, junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos,
forman una estructura heterociclica como en, por ejemplo, piperidincarbonilo, morfolincarbonilo,
tiomorfolincarbonilo y piperazincarbonilo.

Acilamido (acilamino): --NR,C(=0)Rz, en el que R' es un sustituyente de amida, por ejemplo, un grupo alquilo
C+.7, un grupo heterociclilo C3.20 0 un grupo arilo Cs.20, preferentemente, un grupo alquilo C17 y R% es un sustituyente
acilo, por ejemplo, un grupo alquilo a C1.7, un grupo heterociclilo Cz.20 0 un grupo arilo Cs.29, preferentemente un
grupo alquilo C47. Los ejemplos de grupos acilamido incluyen, pero sin limitacién, --NHC(=O)CHs, --
NHC(=0O)CH,CHs y--NHC(=O)Ph. Ry y Rz pueden formar juntos una estructura ciclica, como en, por ejemplo,
succinimidilo, maleimidilo y ftalimidilo, tetrazolilo: (un anillo aromatico de cinco miembros que tiene cuatro atomos
de nitrégeno y un atomo de carbono).

Amino: --NR1Rz, en el que R1 y Rz son independientemente sustituyentes amino, por ejemplo, hidrégeno, un grupo
alquilo C1.7 (también denominado alquilacilo C+.7 o dialquilamino C4.7), un grupo heterociclilo C3-20 0 un grupo arilo
Cs-20, preferentemente H o un grupo alquilo C+.7, 0, en el caso de un grupo amino "ciclico", Ry y R, tomados junto
con el atomo de nitrégeno al que estan unidos, forman un anillo heterociclico que tiene de 4 a 8 atomos en el anillo.
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Los ejemplos de grupos amino incluyen, pero sin limitacion, --NHz, -NHCHa, --NHC(CHzs)2,-N(CHs)2, --N(CH2CHj3)
y --NHPh. Los ejemplos de grupos amino ciclicos incluyen, pero sin limitacion, aziridino, azetidino, pirrolidino,
piperidino, piperazino, morfolino y tiomorfolino.

Poliamina se refiere a polimeros que tienen una funcionalidad amina en la unidad monomeérica, ya sea incorporada
en la estructura, como en las polialquileniminas, o en un grupo colgante como en las polivinilaminas.

Como se ha mencionado anteriormente, un grupo alquilo C+.7 puede estar sustituido con, por ejemplo, hidroxi (también
denominado un grupo hidroxialquilo C4.7), alcoxi C+.7 (también denominado un grupo alquilalcoxi C+.7), amino (también
denominado un grupo aminoalquilo C1.7), halo (también denominado un grupo haloalquilo Ci.7), carboxi (también
denominado un grupo carboxialquilo C1.7), y arilo Cs.20 (también denominado un grupo aril Cs.xpalquilo -C1.7).

De forma similar, un grupo arilo Cs.»o puede estar sustituido con, por ejemplo, hidroxi (también denominado un grupo
hidroxiarilo Cs.2), halo (también denominado un grupo haloarilo Csz0), amino (también denominado un grupo
aminoarilo Cs.2, por ejemplo, como en anilina), alquilo C47 (fambién denominado un grupo alquil C1.7arilo-Cs.2o, por
ejemplo, como en tolueno), y alcoxi C1.7 (fambién denominado un grupo alcoxi C1.7-arilo Cs.2, por ejemplo, como en
anisol).

Incluidos en lo anterior se encuentran las formas ionicas, de sal y protegidas bien conocidas de estos sustituyentes.
Por ejemplo, una referencia al acido carboxilico (--COOH) también incluye la forma (carboxilato) aniénica (--COO-),
una sal o un solvato de la misma, asi como las formas protegidas convencionales. De forma similar, una referencia a
un grupo amino incluye la forma protonada (-N+HR'R?), una sal o un solvato del grupo amino, por ejemplo, una sal
de clorhidrato, asi como las formas protegidas convencionales de un grupo amino. De forma similar, una referencia a
un grupo hidroxilo también incluye la forma aniénica (--O°), una sal o un solvato de la misma, asi como formas
protegidas convencionales de un grupo hidroxilo.

Ademas de la divulgacion del presente documento, en una determinada realizacién, un grupo que esta sustituido tiene
1, 2, 3 0 4 sustituyentes, 1, 2 o 3 sustituyentes, 1 o 2 sustituyentes, o 1 sustituyente.

Se entiende que en todos los grupos sustituidos definidos anteriormente, los polimeros resultado de la definicion de
sustituyentes con sustituyentes adicionales para los mismos (por ejemplo, arilo sustituido que tiene un grupo arilo
sustituido como un sustituyente que se sustituye con un grupo arilo sustituido, que esta ademas sustituido con un
grupo arilo sustituido, etc.) no estan destinados a su inclusion en el presente documento. En dichos casos, el numero
maximo de tales sustituciones es tres. Por ejemplo, las sustituciones en serie de los grupos arilo sustituidos
contemplados especificamente en el presente documento se limitan a aril-(arilo sustituido)-arilo sustituido.

A menos que se indique otra cosa, la nomenclatura de los sustituyentes que no se definen explicitamente en el
presente documento se obtiene nombrando la porcidon terminal de la funcionalidad seguida por la funcionalidad
adyacente hacia el punto de unién. Por ejemplo, el sustituyente "arilalquiloxicarbonilo" se refiere al grupo (aril)-(alquil)-
0-C(O)-.

En cuanto a cualquiera de los grupos desvelados en el presente documento que contienen uno o mas sustituyentes,
se entiende, por supuesto, que dichos grupos no contienen patrones de sustitucién o sustitucion que sean
estéticamente no practicos y/o sintéticamente no factibles. Ademas, los compuestos objeto incluyen todos los isomeros
estereoquimicos que surgen de la sustitucion de estos compuestos.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "dosificacién eficaz" o "cantidad eficaz" de farmaco, compuesto, o
composicion farmacéutica es una cantidad suficiente para efectuar resultados beneficiosos o deseados. Para uso
profilactico, los resultados beneficiosos o deseados incluyen resultados tales como la eliminacion o la reduccion del
riesgo, la disminucién de la gravedad, o el retraso del inicio de la enfermedad, incluyendo los sintomas bioquimicos,
histolégicos y/o de comportamiento de la enfermedad, sus complicaciones y los fenotipos patoldgicos intermedios que
se presentan durante el desarrollo de la enfermedad. Para uso terapéutico, los resultados beneficiosos o deseados
incluyen resultados clinicos tales como la disminuciéon de uno o mas sintomas resultantes de la enfermedad, aumentar
la calidad de vida de aquellos que padecen la enfermedad, reducir la dosis de otras medicaciones necesarias para
tratar la enfermedad, potenciar el efecto de otra medicacion tal como dirigir, o retrasar la progresion de la enfermedad,
y/o prolongar la supervivencia. En el caso de cancer o tumor, una cantidad eficaz del medicamento puede tener el
efecto de reducir el nUmero de células cancerosas; reducir el tamafio del tumor; inhibir (es decir, ralentizar hasta cierto
punto y preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en oérganos periféricos; inhibir (es decir,
ralentizar hasta cierto punto y preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, hasta cierto punto, el crecimiento
tumoral; y/o aliviar en cierta medida uno o mas de los sintomas asociados con el trastorno. Se puede administrar una
cantidad eficaz en una o mas administraciones. Para los fines de la presente descripcién, una dosificacion eficaz de
farmaco, compuesto, o composicién farmacéutica es una cantidad suficiente para llevar a cabo el tratamiento
profilactico o terapéutico tanto directa como indirectamente. Como se entiende en el contexto clinico, una dosificacion
eficaz de un farmaco, compuesto o composicion farmacéutica puede conseguirse o no junto con otro farmaco,
compuesto, o composicién farmacéutica. Por lo tanto, se puede considerar una "dosificacién eficaz" en el contexto de
la administracion de uno o mas agentes terapéuticos, y se puede considerar que un Unico agente se administra en
una cantidad eficaz si, junto con uno o mas de otros agentes, puede darse o se consigue un resultado deseable.
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Tal como se utiliza en el presente documento, "junto con" se refiere a la administracion de una modalidad de
tratamiento ademas de otra modalidad de tratamiento. Como tal, "junto con" se refiere a la administracion de una
modalidad de tratamiento antes, durante o después de la administracién de otra modalidad de tratamiento al individuo.

Tal como se utiliza en el presente documento, "tratamiento" o "tratar" es una solucién para obtener resultados
beneficiosos o deseados incluyendo preferentemente resultados clinicos. Para los fines de la presente descripcion,
los resultados clinicos beneficiosos o deseados incluyen, pero sin limitacion, uno o mas de los siguientes: reducir la
proliferacion de (o destruir) células cancerosas, disminuir los sintomas resultantes de la enfermedad, aumentar la
calidad de vida de aquellos que padecen la enfermedad, reducir la dosis de otras medicaciones necesarias para tratar
la enfermedad, retrasar la progresion de la enfermedad, y/o prolongar la supervivencia de los individuos.

Tal como se utiliza en el presente documento, "retrasar el desarrollo de una enfermedad" significa diferir, impedir,
ralentizar, retardar, estabilizar y/o posponer el desarrollo de la enfermedad (como el cancer). Este retraso puede ser
de diferentes periodos de tiempo, dependiendo de los antecedentes de la enfermedad y/o del individuo que se trate.
Como es evidente para un experto en la materia, un retraso suficiente o significativo puede, en efecto, incluir la
prevencion, en el sentido de que el individuo no desarrolla la enfermedad. Por ejemplo, un cancer en etapa tardia, tal
como el desarrollo de metastasis, puede retrasarse.

Un "individuo" o un "sujeto" o un "paciente" es un mamifero. Los mamiferos también incluyen, pero sin limitacion,
animales de granja, animales para el deporte, mascotas (tales como gatos, perros, caballos), primates, ratones y ratas.
En algunas realizaciones, un individuo es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un", "uno", "una",
y "el" o "la", incluyen referencias en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, la
referencia a un "anticuerpo” es una referencia de uno a muchos anticuerpos, tales como cantidades molares, e incluyen
equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

La referencia a "aproximadamente" un valor o parametro en el presente documento incluye (y describe) realizaciones
que se refieren a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, una descripcion que hace referencia a "aproximadamente
X" incluye la descripcion de "X."

Se entiende que aspectos y variaciones de la divulgaciéon descrita en el presente documento incluyen "que consiste
en" y/o "que consiste esencialmente en" aspectos y variaciones.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que el que entiende cominmente una persona normalmente experta en la materia a la cual
pertenece la presente invencion. Aunque también pueden usarse en la puesta en practica o el ensayo de la presente
invencion cualquier procedimiento y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento, ahora se
describen los procedimientos y materiales preferidos.

La nomenclatura usada en el presente documento para nombrar los presentes compuestos se ilustra en los ejemplos
del presente documento. Esta nomenclatura generalmente se ha derivado utilizando el software AutoNom disponible
comercialmente.

Se apreciara que determinadas caracteristicas de la divulgacion, que son, para mayor claridad, se describen en el
contexto de realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinaciéon en una Unica realizacion. Por
el contrario, varias caracteristicas de la divulgacién, que son, para mayor brevedad, se describen en el contexto de
una unica realizacién, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacion adecuada. Todas
las combinaciones de las realizaciones que pertenecen a los grupos quimicos representados por las variables estan
abarcadas especificamente por la presente divulgacion y se divulgan en el presente documento como si se hubiesen
divulgado de manera individual y explicita todas y cada una de las combinaciones, en la medida en que tales
combinaciones incluyen compuestos que son compuestos estables (es decir, compuestos que pueden aislarse,
caracterizarse y probase para determinar la actividad biolégica). Ademas, también se encuentran abarcadas por la
presente divulgacion todas las subcombinaciones de los grupos quimicos enumerados en las realizaciones que
describen dichas variables y se divulgan en el presente documento como si se hubiesen divulgado de manera
individual y explicita todas y cada una de dichas subcombinaciones de grupos quimicos.

lll. Compuestos
A. Férmula |

La presente divulgacién proporciona un compuesto de Férmula (1):
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en la que

R'y R? se seleccionan independientemente de entre -NR'@R'® y OR'S; en la que

R'@ y R'® se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo C1.20 opcionalmente sustituido, poliamina
y -CH(R"9)-C(O)ORe, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C1.7, oxo,
formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi, oxicarboniloxi, amido, acilamido, amino o poliamina; en la que

R'Y se selecciona entre hidrogeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, heteroalquilo,
heteroarilo y heteroarilalquilo, en la que alquilo y arilo, si esta sustituido, estan independientemente sustituidos
con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C1.7, oxo, formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi, oxicarboniloxi, amido, acilamido,
amino o poliamina; y

R'e es hidrogeno o alquilo Ci.;

R'c se selecciona entre hidrogeno, alquilo y arilo;

en el que al menos uno de R' y R? es -NR'?R?;

R32 y R%® se seleccionan independientemente de hidrégeno y halo;

W es O, SoNH;

R* se selecciona entre -OH, -NH,, N3, -CH=CH,, y alquilo C1» opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta
sustituido, esta sustituido con -OH, -NH>, N3 o halégeno;

R% y R% se seleccionan independientemente entre hidrégeno, -OH, -NH,, Ns, -CH=CH,, y alquilo Ci-
opcionalmente sustituido, en el que alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con-OH, -NH,, N3 o halégeno;

R” es hidrégeno o fltor; y

Xes O, SoNH;

y sales, hidratos, solvatos y tautébmeros, de los mismos.

En determinadas realizaciones, R es diferente de R2. En determinadas realizaciones, uno de R' y R? lleva una carga
positiva y el otro lleva una carga negativa. En determinadas realizaciones, el compuesto de Férmula () es un zwitterion.

En determinadas realizaciones, el compuesto de féormula (l) es el enantidmero (R) enriquecido o aislado en el
estereocentro vehiculo de R*.

En la Férmula (1), R' y R? se seleccionan independientemente de entre -NR'2R'™® y OR'; en el que al menos uno de
R' y R? es -NR'"@R'™. En determinadas realizaciones, R'! es -NR'"?R'™ y R? es OR'®. En determinadas realizaciones,
uno de R'@y R es alquilo C120; y R? es OH. En determinadas realizaciones, uno de R'@ y R'® es una poliamina; y R?
es OH.

En determinadas realizaciones, uno de R'® y R'™ es hidrogeno. En determinadas realizaciones, uno de R'? y R'™® es
alquilo C1-20. En ciertos casos, uno de R'@ y R'® es alquilo Cs.20, alquilo C1o-20, alquilo C1s.20, alquilo Cy.15, Ci-ioalquilo,
alquilo C1.5 0 alquilo Cs.15. En ciertos casos, uno de R'@ y R es alquilo Cs, alquilo-Co, Cioalquilo, alquilo C4+ 0 alquilo
C12.

En determinadas realizaciones, uno de R'@ y R'® es -(CH),NH(CH.),NHRX; en el que R* es hidrogeno o -(CHz),NHy;
y n es, independientemente, un nimero de 2 a 4. En determinadas realizaciones, uno de R'@ y R'™ es -(CHy),NHRX,
en el que RXes hidrogeno o -(CH2)nsNH2; y n es, independientemente, un nimero de 2 a 4. En determinadas
realizaciones, uno de R'? y R'® es -(CH,),NH, en el que n es un nimero de 2 a 4.

En determinadas realizaciones, uno de R'@ y R™ es -CH(R')-C(O)OR"¢, y R? es OH. En ciertos casos, R' se
selecciona entre hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, heteroalquilo, heteroarilo y
heteroarilalquilo. En ciertos casos, R'® se selecciona entre hidrégeno, alquilo, alquilo sustituido y heteroarilo. En ciertos
casos, R' es alquilo o alquilo sustituido.

En ciertos casos, R' es una cadena lateral de aminoacido. En ciertos casos, -CH(R'¥)-C(O)OR"® es un aminoacido
seleccionado de alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutamico, glutamina, glicina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina. En ciertos casos,
R'Y es una cadena lateral de aminoacidos cargada positivamente. En ciertos casos, -CH(R'Y)-C(O)OR'™ es un
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aminoacido seleccionado de lisina, arginina e histidina.

Aminoacido se refiere a los aminoacidos naturales (codificados genéticamente) o no naturales o sintéticos y sus
derivados comunes, conocido para los expertos en la técnica. Cuando se aplica a los aminoacidos, "natural" se refiere
a los 20 aminoacidos codificados genéticamente en su configuracion natural. Los "aminoacidos no naturales" se han
modificado después de la sintesis de proteinas y/o tienen una estructura quimica en su cadena o cadenas laterales
diferentes de la de los aminoacidos estandar. Los aminoacidos no naturales se pueden sintetizar quimicamente o
estan disponibles comercialmente.

En determinadas realizaciones, R'® es hidrégeno. En determinadas realizaciones, R'® es alquilo C1.6.

En determinadas realizaciones, R'® es hidrégeno. En determinadas realizaciones, R'¢ es alquilo. En determinadas
realizaciones, R'° es arilo.

En la Formula (1), R% y R%® se seleccionan independientemente de entre hidrogeno y halo. En determinadas
realizaciones, R%Y R son hidrégeno. En determinadas realizaciones, uno de R3 y R® es halo.

En la Férmula (I), W es O, S o NH. En determinadas realizaciones, W es O. En determinadas realizaciones, W es S.
En determinadas realizaciones, W es NH.

En la Férmula (1), R* se selecciona entre -OH, -NH,, N3, -CH=CH_, y alquilo C+, opcionalmente sustituido, en el que
el alquilo esta sustituido con -OH, -NH,, N3, o halégeno. En determinadas realizaciones, R* es -OH. En determinadas
realizaciones, R* es NH» o Ns. En determinadas realizaciones, R* es -CH=CH.. En determinadas realizaciones, R* es
alquilo C1.2. En determinadas realizaciones, R* es alquilo C+.» sustituido, en la que alquilo esta sustituido con -OH. En
determinadas realizaciones, R* es alquilo Ci» sustituido, en el que alquilo esta sustituido con -NH, o Ns. En
determinadas realizaciones, R* es alquilo C+.; sustituido, en el que el alquilo esta sustituido con haldgeno.

En la Férmula (1), R% y R® se seleccionan independientemente entre hidrégeno, -OH,-NHz, N3, -CH=CH,, y alquilo C+.
2 opcionalmente sustituido, en la que alquilo esta sustituido con -OH, -NH», N3, o halégeno. En determinadas
realizaciones, R% y R® son hidrogeno. En determinadas realizaciones, uno de R% y R% es -OH. En determinadas
realizaciones, uno de R y R% se selecciona de entre -NH;, y N3. En determinadas realizaciones, uno de R% y R% es
-CH=CH,. En determinadas realizaciones, uno de R% y R% es alquilo C1.,. En determinadas realizaciones, uno de R%
y R% es alquilo C1.2 opcionalmente sustituido, en el que el alquilo esta sustituido con -OH, -NH; o N3. En determinadas
realizaciones, uno de R% y R% es alquilo Cs» opcionalmente sustituido, en el que el alquilo esta sustituido con
halégeno.

En determinadas realizaciones, R% es hidrogeno. En determinadas realizaciones, R es-OH. En determinadas
realizaciones, R52 es NH, o N3. En determinadas realizaciones, R52 es -CH=CH,. En determinadas realizaciones, R%2
es alquilo C1.2. En determinadas realizaciones, R% es alquilo C1.» sustituido, en la que alquilo esta sustituido con -OH.
En determinadas realizaciones, R% es alquilo C+.2 sustituido, en el que alquilo esta sustituido con -NH> o N.

En determinadas realizaciones, R® es hidrogeno. En determinadas realizaciones, R es-OH. En determinadas
realizaciones, R5 es NH, o N3. En determinadas realizaciones, R es -CH=CH,. En determinadas realizaciones, R°"
es alquilo C1.2. En determinadas realizaciones, R® es alquilo C1.» sustituido, en la que alquilo esta sustituido con -OH.
En determinadas realizaciones, R% es alquilo C+.; sustituido, en el que alquilo esta sustituido con -NH> o N.

En la Férmula (I), R” es hidrégeno o fllor. En determinadas realizaciones, R” es hidrégeno. En determinadas
realizaciones, R’ es fluor.

En la Formula (1), X es O, S o NH. En determinadas realizaciones, X es O. En determinadas realizaciones, X es S. En
determinadas realizaciones, X es NH.

La presente divulgacion proporciona compuestos como se muestra en las Tablas 9y 10 y su uso en los procedimientos
descritos en el presente documento.

La presente divulgacion proporciona compuestos de la siguiente férmula y su uso en los procedimientos descritos en
el presente documento:
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La presente divulgacion proporciona compuestos de las siguientes formulas y su uso en los procedimientos descritos
en el presente documento:

(@)
S
OH N" N7 TNH;
|
HO—P—~
(@)
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Nl)LNH
7
<N | 4L\NH2

N

5 La presente divulgacion proporciona compuestos de las siguientes formulas y su uso en los procedimientos descritos
en el presente documento:

0
ST
N" N7 NH,
H,N e
N NSNS NP
H H u
o)
o)
a0
oH N N7 TNH,
|
HNT NSNS SN
H H H I
10
0
a0
OH N“ N TNH,
HZN\/\/N\/\/\N/\/\N__FE_/O\[J
H AT

La presente divulgacion proporciona compuestos de las siguientes formulas y su uso en los procedimientos descritos
15 en el presente documento:

0]
STy
N~ R OH o )TN
N \/\/\H/\/\H_ﬁ_/

(PMPG-espermina)
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0
N

NH
/
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(PMPG espermidina)

O
N

NH
/
<N | NéL‘NHz

OH
HzN\/\/\N/\/\N__l'D_/O/Wr‘
H Hoo

(PMIBeG espermidina)

(conjugado de PMPG decilamina)

Los compuestos de los descritos en el presente documento se pueden preparar y/o formular como sales
farmacéuticamente aceptables. Las sales farmacéuticamente aceptables son sales no téxicas de una forma de base
libre de un compuesto que posee la actividad farmacolégica deseada de la base libre. Estas sales pueden derivar de
acidos inorganicos u organicos. Los ejemplos no limitantes de sales farmacéuticamente aceptables incluyen sulfatos,
pirosulfatos, bisulfatos, sulfitos, bisulfitos, fosfatos, monohidrogeno-fosfatos, dihidrogenofosfatos, metafosfatos,
pirofosfatos, cloruros, bromuros, yoduros, acetatos, propionatos, decanoatos, caprilatos, acrilatos, formiatos,
isobutiratos, caproatos, heptanoatos, propiolatos, oxalatos, malonatos, succinatos, suberatos, sebacatos, fumaratos,
maleatos, butin-1,4-dioatos, hexin-1,6-dioatos, benzoatos, clorobenzoatos, metilbenzoatos, dinitrobenzoatos,
hidroxibenzoatos, metoxibenzoatos, ftalatos, sulfonatos, metilsulfonatos, propilsulfonatos, besilatos, xilenosulfonatos,
naftaleno-1-sulfonatos, naftaleno-2-sulfonatos, fenilacetatos, fenilpropionatos, fenilbutiratos, citratos, lactatos, y-
hidroxibutiratos, glicolatos, tartratos, y mandelatos. Las listas de otras sales farmacéuticamente aceptables adecuadas
se encuentran en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 Edicion, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985.

Para un compuesto descrito en el presente documento que contiene un nitrégeno basico, se puede preparar una sal
farmacéuticamente aceptable mediante cualquier procedimiento adecuado disponible en la técnica, por ejemplo,
tratamiento de la base libre con un acido inorganico, tal como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico,
acido sulfamico, acido nitrico, acido borico, acido fosforico y similares o con un acido organico, tal como acido acético,
acido fenilacético, acido propidnico, acido estearico, acido lactico, acido ascorbico, acido maleico, acido
hidroximaleico, acido isetidnico, acido succinico, acido valérico, acido fumarico, acido maldnico, acido piravico, acido
oxalico, acido glicdlico, acido salicilico, acido oleico, acido palmitico, acido laurico, un acido piranosidilico, tal como
acido glucurénico o acido galacturénico, un alfa-hidroxiacido, tal como acido mandélico, acido citrico o acido tartarico,
un aminoacido, tal como acido aspartico o acido glutamico, un acido aromatico, tales como acido benzoico, acido 2-
acetoxibenzoico, acido naftoico o acido cinamico, un acido sulfénico, tal como acido laurilsulfénico, acido p-
toluenosulfénico, acido metanosulfénico o acido etanosulfénico, o cualquier mezcla compatible de acidos como los
que se dan como ejemplos en el presente documento, y cualquier otro acido y mezcla de los mismos que se consideren
equivalentes o sustitutos aceptables a la luz del nivel ordinario de habilidad en esta tecnologia.

G. Sintesis de los Compuestos

Las realizaciones también se dirigen a procedimientos e intermedios Utiles para preparar los compuestos objeto o
sales o solvatos o estereoisomeros de los mismos.

Estan disponibles muchas referencias generales que proporcionan esquemas de sintesis quimica cominmente

conocidos y condiciones Utiles para sintetizar los compuestos desvelados (véase, por ejemplo, Smith y March, March’s
Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, Quinta edicion, Wiley-Interscience, 2001.)
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Los compuestos como se describen en el presente documento se pueden purificar por cualquiera de los medios
conocidos en la técnica, incluyendo medios cromatograficos, tal como cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC), cromatografia preparativa de capa fina, cromatografia en columna ultrarrapida y cromatografia de intercambio
iénico. Puede utilizarse cualquier fase estacionaria adecuada, incluyendo fases normales e inversas, asi como resinas
idnicas. Mas normalmente, los compuestos desvelados se purifican a través de cromatografia sobre gel de silice y/o
alumina. Véase, por ejemplo, Introduction to Modern Liquid Chromatography, 22 ed., ed. L. R. Snyder y J. J. Kirkland,
John Wiley and Sons, 1979; y Thin Layer Chromatography, E. Stahl (ed.), Springer-Verlag, Nueva York, 1969.

Durante cualquiera de los procedimientos para la preparacion de los compuestos en cuestion, puede ser necesario
y/o deseable proteger grupos sensibles o reactivos en cualquiera de las moléculas involucradas. Esto se puede lograr
por medio de grupos protectores convencionales como se describe en trabajo estandar, tales como T. W. Greene y P.
G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis," 42 ed., Wiley, New York 2006. Los grupos protectores pueden
ser eliminados en una fase posterior conveniente usando procedimientos conocidos en la técnica.

Las entidades quimicas de ejemplo Utiles en los procedimientos del presente documento se describiran ahora por
referencia a esquemas sintéticos ilustrativos para su preparacion general en el presente documento y los ejemplos
especificos que siguen. Los expertos reconoceran que, para obtener los diversos compuestos del presente
documento, los materiales de partida se pueden seleccionar adecuadamente de manera que los sustituyentes
finalmente deseados se llevaran a través del esquema de reaccién con o sin proteccion, segun sea apropiado, para
producir el producto deseado. Como alternativa, puede ser necesario o deseable emplear, en lugar del sustituyente
finalmente deseado, un grupo adecuado que pueda usarse a través del esquema de reaccion y reemplazarse segun
sea apropiado con el sustituyente deseado. Adicionalmente, un experto en la técnica reconocera que las
transformaciones mostradas en los esquemas siguientes se pueden realizar en cualquier orden que sea compatible
con la funcionalidad de los grupos pendientes particulares. Cada una de las reacciones representadas en los
esquemas generales se realiza preferiblemente a una temperatura de aproximadamente 0 °C a la temperatura de
reflujo del disolvente organico utilizado. A menos que se especifique de otro modo, las variables son las definidas
anteriormente en referencia a la Férmula (1).

Las sintesis representativas de compuestos se describen en los esquemas siguientes y los ejemplos particulares que
siguen.

El esquema 1 muestra una sintesis representativa de los compuestos descritos en el presente documento.

Esquema 1
Y Y
Y
0.__0 N— XN S
</ | \N \ﬂ/ </N | /)\ ORY Pl </ | /)N\
A —» HO N™ “NH I o NT SN NH,
NTSNTNH, — ORY 7_/
1-A 1-B 1-C
Y 0
N X
N N
l ¢ | Q y N
— [l
— HOTR N N/)\NHQ — > HO—P— <N lN/)\NHz
1-D 1-E
X i
R0 0 S
—_—
Rzo\n/ovo' N—g N">NZTNH;
O 1-F

En el Esquema 1, el compuesto 1-A esta disponible comercialmente o puede ser sintetizado por un experto en la
técnica. En el compuesto 1-A, Y es un grupo saliente. En ciertos casos, Y es un halégeno, tal como cloro. El compuesto
1-A reacciona con R-(+)-carbonato de propileno en presencia de una base para formar el compuesto 1-B. En el
Esquema 1, el carbonato de propileno se muestra con la estereoquimica R-(+). Sin embargo, la estereoquimica se
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muestra con fines representativos. En el esquema de reaccién también se puede usar otra estereoquimica o una
mezcla racémica para carbonato de propileno.

Con referencia continua al Esquema 1, el compuesto 1-B reacciona con un agente de fosfonilacion para formar el
compuesto 1-C. La reaccion de fosfonilacion se puede realizar en presencia de una base fuerte, tal como terc-butédxido
de litio. En el compuesto 1-C, RY es un grupo alquilo, tales como metilo, etilo, o propilo. Después, los grupos alquilo
en el grupo fosfonato se eliminan para producir el compuesto 1-D. Las condiciones para eliminar el grupo alquilo
incluyen reacciones estandar para eliminar los grupos protectores de alquilo en los fosfonatos. Las condiciones
adecuadas incluyen la reaccion con hidrdlisis acida, TMSBr, LiBr o hidroxido de amonio.

Con referencia continua al Esquema 1, el grupo saliente Y del compuesto 1-D se convierte en un heteroatomo para
producir el compuesto 1-E. Las condiciones adecuadas para convertir el compuesto 1-D en el compuesto 1-E incluyen
hidrélisis, tal como calentamiento en una solucién acida.

Después, el grupo fosfato del compuesto 1-E se alquila para formar el compuesto 1-F. En el Esquema 1, a efectos
representativos, el reactivo de alquilacion afade el resto -CH,-O-C(O)-OR? al Compuesto 1-E. En determinadas
realizaciones, R? es un grupo alquilo, tales como metilo, etilo, propilo o isopropilo. Las condiciones adecuadas para la
alquilacion del compuesto 1-E incluyen la reaccion en condiciones basicas con el uso de bases, tales como trietilamina
y TBAF.

Un ejemplo de un procedimiento experimental para sintetizar un compuesto descrito en el presente documento es el
siguiente. Un milimol de un compuesto de fosfonato que comprende un resto -O-CH,-P(O)(OH), se secé con
coevaporacion y se suspendié en 30 ml de NMP. Se afadié un equivalente de bromuro de tetrabutilamonio, 4
equivalentes de trietilamina y 5 equivalentes de isopropilcarbonato de clorometilo (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA) y la mezcla de reaccion se calent6 durante 5 horas a 50 °C. Después del enfriamiento, se afiadio cloruro de
metileno y la solucidn se lavd con salmuera. Después de secar sobre sulfato de sodio, la fase organica se evaporo
hasta aproximadamente 30 ml. EIl NMP se elimind mediante trituracion con ciclohexano y hexano. El residuo solido se
purificé por cromatografia ultrarrapida en gel de silice en cloruro de metileno que contenia metanol al 15 por ciento.

El producto también se puede purificar usando una columna HPLC C18, acetato de TEA 50 mM, acetonitrilo, el
gradiente de 20-90 por ciento de acetonitrilo.

El esquema 2 muestra una sintesis representativa de los compuestos descritos en el presente documento.

Esquema 2
O 0 O
HO o NIu‘NH N N NH
L ./ HCI'\ O g NH HO‘ 9] i
Ko A W T RO
HO Q N 2 J M \—D M N NH; R \\_0 M N >
- ‘;} —_— ?_.‘
M «;
2-A 2-B 2-C

H
M MNH-g= i
R= HzNMﬁm — E espermina

H
R = HmeNWNH'E' espermidina

En el esquema 2, el compuesto 2-A se puede sintetizar como se muestra en el Esquema 1. El compuesto 2-A se hace
reaccionar con carbonildiimidazol para formar el compuesto 2-B que comprende un resto imidazol. Con un resto
imidazol como grupo saliente, el compuesto 2-B puede reaccionar con compuestos amino para formar el compuesto
2-C. A efectos representativos, el esquema 2 muestra la reaccién con espermina o espermidina para formar el
compuesto 2-C. Sin embargo, se puede usar cualquier compuesto amino adecuado en el Esquema 2.

El esquema 3 muestra una sintesis representativa de los compuestos descritos en el presente documento.
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Esquema 3
z 1
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El esquema 3 muestra una sintesis de un compuesto fosfonato de nucledsido aciclico. En el Esquema 3, R es un
grupo alquilo; X', X? y X3 son grupos salientes. Los ejemplos de grupos salientes incluyen haluro, arilsulfonato,
alquilsulfonato y perfluoroalquilsulfonato.

En referencia al esquema 3, el compuesto 3-A se hace reaccionar con paraformaldehido para formar el compuesto 3-
B. La reaccion puede producirse en presencia de una base, tal como trietilamina o diisopropiletilamina. EI compuesto
3-B reacciona con un derivado de metilpropeno con dos grupos salientes. En una primera reaccién, uno de los grupos
salientes es desplazado por el grupo hidroxilo del compuesto 3-B para formar el compuesto 3-C. En una segunda
reaccion, el grupo saliente en el compuesto 3-C reacciona con el grupo amino de un derivado de purina para formar
el compuesto 3-D. Después, el grupo saliente del compuesto 3-D se convierte en un heteroatomo para producir €l
compuesto 3-E. Las condiciones adecuadas para convertir el compuesto 3-D en el compuesto 3-E incluyen hidrdlisis,
tal como calentamiento en una solucion acida, cuando el grupo saliente es un halégeno. Después, los grupos alquilo
del compuesto 3-E se eliminan para formar el compuesto 3-F. Las condiciones adecuadas para eliminar el grupo
alquilo de un fosfonato incluyen el uso de TMS-Br.

El esquema 4 muestra una sintesis representativa de los compuestos descritos en el presente documento.
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Esquema 4
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En el Esquema 4, -X-CH>- es un representante de -W-CH(R*)-C(R52)(CR®")- o -W-CH(R*)-C(R52)(CR5P)-C(R®2)(CR?®®)-
en las formulas del presente documento.

Con referencia al Esquema 4, el procedimiento A muestra una sintesis de un compuesto de poliamina fosfonato de
nucledsido aciclico utilizando un derivado de imidazolilo como intermedio. En el procedimiento A, el compuesto 4-A,
un acido acido libre de fosfonato de nucledsido, se hace reaccionar con carbonildiimidazol para formar el compuesto
4-B. Las condiciones para la reaccion con carbonildiimidazol incluyen la reaccion en un disolvente apropiado a
temperatura ambiente. EI compuesto 4-B reacciona luego con una poliamina para producir el compuesto 4-D. El grupo
amino de la poliamina puede desplazar el resto imidazol. Las condiciones para la reaccion con poliamina incluyen la
reaccion en un disolvente apropiado a temperatura ambiente.

Con referencia continua al Esquema 4, el procedimiento B muestra una sintesis de un compuesto de poliamina
fosfonato de nucledsido aciclico utilizando un derivado de piridiniminio como intermedio. En el procedimiento B, el
compuesto 4-A, un acido acido libre de fosfonato de nucledsido, se hace reaccionar con 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
para formar el compuesto 4-C. Las condiciones para la reaccion con DMAP incluyen la reaccion con una base en un
disolvente apropiado a temperaturas desde ambiente a calientes. Un ejemplo de una base adecuada es la
trifenilfosfina. EI compuesto 4-C reacciona luego con una poliamina para producir el compuesto 4-D. El grupo amino
de la poliamina puede desplazar el resto piridiniminio. Las condiciones para la reaccion con poliamina incluyen la
reaccion en un disolvente apropiado a temperatura ambiente.

El esquema 5 muestra una sintesis representativa de los compuestos descritos en el presente documento.
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Esquema 5

Procedimiento C
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En el esquema 5, -X-CH,- es un representante de -W-CH(R*)-C(R5%2)(CR®®)- o -W-CH(R*)-C(R5%)(CR5P)-C(R®2)(CR®b)-
en las féormulas del presente documento. En el esquema 5, Y es representativo de una porcion del sustituyente en el
grupo fosfonato de los compuestos del presente documento.

Con referencia al Esquema 5, el procedimiento C muestra la sintesis de un compuesto de poliamina fosfonato
nucledsido aciclico y un compuesto de poliamina fosfonato bisnucledsido aciclico. En el procedimiento C, con el uso
de un reactivo de acoplamiento, pueden formarse ambos compuestos. En el esquema 5, el compuesto 5-A reacciona
con una poliamina en presencia de un reactivo de acoplamiento para formar los compuestos 5-B y 5-C. Los reactivos
de acoplamiento adecuados incluyen benzotriazol-1-il-oxi-tris(dimetilamino)fosfonio hexafluorofosfato (BOP), N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-hidroxibenzotriazol anhidro (HOBt), N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida
(EDC) y similares.

H. Isbmeros, sales, solvatos, formas protegidas y profarmacos

Un compuesto determinado puede existir en una o mas formas geométricas, Opticas, enantioméricas,
diastereoméricas, epiméricas, estereoisoméricas, tautoméricas, conformacionales o anoméricas particulares,
incluyendo, pero sin limitacién, formas cis y trans; formas E y Z; formas c, t, y r; formas endo y exo; formas R, Sy
meso; formas D y L; formas (+) y (-); formas ceto, enol y enolato; formas sin y anti; formas sinclinal y anticlinal; formas
alfa y beta; formas axiales y ecuatoriales; formas barco, silla, torsién, sobre, y media silla; y combinaciones de los
mismos, colectivamente denominadas en lo sucesivo "isomeros" (o "formas isoméricas").

Cabe destacar que, excepto como se analiza a continuacién para formas tautémeras, especificamente excluidas del
término "isdbmeros", como se utiliza en el presente documento, son isémeros estructurales (o constitucionales) (es
decir, isémeros que difieren en las conexiones entre atomos en lugar de simplemente por la posicion de los atomos
en el espacio). Por ejemplo, una referencia a un grupo metoxi, --OCHs, no debe interpretarse como una referencia a
su isébmero estructural, un grupo hidroximetilo, --CH,OH. De forma similar, una referencia al orto-clorofenilo no debe
interpretarse como una referencia a su isémero estructural, metaclorofenilo. Sin embargo, una referencia a una clase
de estructuras bien puede incluir formas estructuralmente isoméricas que pertenecen a esa clase (por ejemplo, alquilo
Ci1.7 incluye n-propilo e iso-propilo; butilo incluye n-, iso-, sec-, y terc-butilo; metoxifenilo incluye orto-, meta y
parametoxifenilo).

La exclusion anterior no se refiere a formas tautoméricas, por ejemplo, formas ceto, enol y enolato, como en, por
ejemplo, los siguientes pares tautoméricos: ceto/enol (ilustrado a continuacion), imina/enamina, amida/imino alcohol,
amidina/amidina, nitroso/oxima, tiocetona/enetiol, N-nitroso/hidroxiazo y nitro/aci-nitro.

Tenga en cuenta que se incluyen especificamente en el término «isdbmero» los compuestos con una o mas
sustituciones isotdpicas. Por ejemplo, H puede estar en cualquier forma isotopica, incluyendo 'H, 2H (D) y °H (T); C
puede estar en cualquier forma isotdpica, incluyendo '?C, 3C y "C; O puede estar en cualquier forma isotopica,
incluyendo 80 y '80; y similares.

A menos que se especifique de otro modo, una referencia a un compuesto particular incluye todas las formas
isoméricas, incluyendo mezclas racémicas y otras mezclas de los mismos. Los procedimientos para la preparacion
(por ejemplo, sintesis asimétrica) y la separacion (por ejemplo, cristalizacion fraccionada y medios cromatograficos)
de dichas formas isoméricas son conocidas en la técnica o se obtienen facilmente adaptando los procedimientos
ensefados en el presente documento de una manera conocida.

A menos que se especifique de otro modo, una referencia a un compuesto particular también incluye formas iénicas,
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sal, solvato (por ejemplo, hidrato), protegidas y profarmacos de los mismos, por ejemplo, como se analiza a
continuacion.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular una sal correspondiente del compuesto activo, por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Se tratan ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables en Berge
et al., 1977, "Pharmaceutically Acceptable Salts," J. Pharm. Sci., Vol. 66, pp. 1 19.

Por ejemplo, si el compuesto es anionico o tiene un grupo funcional que puede ser aniénico (por ejemplo, -COOH
puede ser -COO"), entonces puede formarse una sal con un catién adecuado. Ejemplos de cationes inorganicos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, iones de metal alcalino, tales como Na* y K*, cationes alcalinotérreos tales
como Ca? y Mg?*, y otros cationes, tales como Al*3. Ejemplos de cationes organicos adecuados incluyen, pero sin
limitacion, ion de amonio (es decir, NH4*) e iones de amonio sustituido (por ejemplo, NH3R*, NH2Rz2*, NHR3*, NR4*).
Ejemplos de algunos iones amonio sustituido adecuados son aquellos derivados de: etilamina, dietilamina,
diciclohexilamina, trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina, bencilamina,
fenilbencilamina, colina, meglumina y trometamina, asi como aminoacidos, tales como lisina y arginina. Un ejemplo
de un ion amonio cuaternario comun es N(CHs)4*.

Si el compuesto es catidnico o tiene un grupo funcional que pueda ser catiénico (por ejemplo, --NH; puede ser --NH3*),
entonces puede formarse una sal con un anién adecuado. Ejemplos de aniones inorganicos adecuados incluyen, pero
sin limitacion, los obtenidos a partir de los acidos inorganicos siguientes: clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, sulfurico,
sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico y fosforoso. Ejemplos de aniones organicos adecuados incluyen, pero sin limitacion,
los obtenidos a partir de los acidos organicos siguientes: acético, propidnico, succinico, gliclico, estearico, palmitico,
lactico, malico, pamoico, tartarico, citrico, gluconico, ascorbico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico,
aspartico, benzoico, cinamico, piravico, salicilico, sulfanilico, 2-acetioxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico,
metanosulfénico, etanosulfénico, etano disulfénico, oxalico, isetionico, valérico y glucénico. Los ejemplos de aniones
poliméricos adecuados incluyen, pero sin limitacion, los obtenidos a partir de los acidos poliméricos siguientes: acido
tanico, carboximetilcelulosa.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manejar un solvato correspondiente del compuesto activo.
El término "solvato" se usa en el presente documento en el sentido convencional para referirse a un complejo de soluto
(por ejemplo, compuesto activo, sal de compuesto activo) y disolvente. Si el disolvente es agua, el solvato se puede
definir oportunamente como un hidrato, por ejemplo, un mono-hidrato, un di-hidrato, un tri-hidrato, etc.

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular el compuesto activo en una forma protegida
quimicamente. La expresion "forma quimicamente protegida" como se utiliza en el presente documento, pertenece a
un compuesto en el que uno o mas grupos funcionales reactivos estan protegidos de reacciones quimicas indeseables,
es decir, tienen la forma de un grupo protegido o protector (también conocido como grupo enmascarado o de
enmascaramiento). Mediante la proteccion de un grupo funcional reactivo, pueden realizarse reacciones que implican
otros grupos funcionales reactivos no protegidos, sin afectar al grupo protegido; el grupo protector puede ser eliminado,
usualmente en una etapa posterior, sin afectar sustancialmente al resto de la molécula. Véase, por ejemplo, Protective
Groups in Organic Synthesis (T. Green and P. Wuts, Wiley, 1991) y Protective Groups in Organic Synthesis (T. Green
and P. Wuts; 32 Edicion; John Wiley and Sons, 1999).

Por ejemplo, un grupo hidroxi puede estar protegido como un éter (--OR) o un éster (--OC(=0)R), por ejemplo, como:
un éter t-butilico; un éter de bencilo, benzhidrilo (difenilmetilo), o tritilo (trifenilmetilo); un éter de trimetilsililo o t-
butildimetilsililo; o un éster de acetilo (--OC(=0)CHs, --OAc).

Por ejemplo, un grupo aldehido o cetona puede estar protegido como acetal o cetal, respectivamente, en el que el
grupo carbonilo (>C=0) se convierte en un diéter (>C(OR),), por reaccion con, por ejemplo, un alcohol primario. El
grupo aldehido o cetona se regenera facilmente mediante hidrdlisis utilizando un gran exceso de agua en presencia
de acido.

Por ejemplo, un grupo amina puede estar protegido, por ejemplo, como una amida (-NRCO--R) o un uretano (--NRCO-
- OR), por ejemplo, como: una metilamida (--NHCO--CHz); una benciloxiamida (--NHCO--OCH,CsHs, --NH-Cbz); como
una t-butoxiamida (--NHCO-OC(CHs)s, --NH-Boc); una 2-bifenil-2-propoxiamida (--NHCO-OC(CHz3)2CsH4CsHs,-NH-
Bpoc), como una 9-fluorenilmetoxiamida (--NH-Fmoc), como una 6-nitroveratriloxiamida (-NH-Nvoc), como una 2-
trimetilsililetiloxiamida (--NH-Teoc), como una 2,2,2-tricloroetiloxiamida (--NH-Troc), como una aliloxiamida (--NH-
Alloc), como una 2(-fenilsulfonil)etiloxiamida (--NH-Psec); o, en casos adecuados (por ejemplo, aminas ciclicas), como
un radical nitréxido (> N--O).

Por ejemplo, un grupo acido carboxilico puede estar protegido como un éster, por ejemplo, como: un éster alquilico
Ci7 (por ejemplo, un éster de metilo; un éster t-butilico); un éster de haloalquilo C1.7 (por ejemplo, un éster de
trihaloalquilo C+1.7); un éster de trialquil C1.7silil-alquilo C+17; 0 un éster de aril Cs.z0-alquilo C1.7 (por ejemplo, un éster de
bencilo; un éster de nitrobencilo); o en forma de una amida, por ejemplo, en forma de una metilamida.

|. Composiciones farmacéuticas
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En el presente documento se describen compuestos que pueden inhibir de manera especifica y potente el
alargamiento de los telémeros, y que, por lo tanto, pueden usarse para inhibir la proliferacion de células positivas para
telomerasa, tal como células tumorales. Se demostrado que una amplia variedad de células cancerosas son positivas
para la telomerasa, incluyendo células de cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén, estémago,
pancreas, ovario, cuello del utero, Utero, rifidn, vejiga, colon, prostata, sistema nervioso central (SNC), retina y tumores
hematolégicos (tales como mieloma, leucemia y linfoma).

Por consiguiente, los compuestos proporcionados en el presente documento son ampliamente Utiles para tratar una
amplia gama de neoplasias malignas. Mas importante aun, los compuestos descritos en el presente documento
pueden ser eficaces para proporcionar tratamientos que discriminan entre células malignas y normales en un alto
grado, evitando muchos de los efectos secundarios nocivos presentes en la mayoria de los regimenes
quimioterapéuticos actuales que se basan en agentes que matan las células en divisién indiscriminadamente. En el
presente documento también se describe un procedimiento para tratar el cancer en un paciente, que comprende
administrar al paciente una dosis terapéuticamente eficaz de un compuesto como se describe en el presente
documento. Los compuestos descritos en el presente documento pueden emplearse junto con otros enfoques de
tratamiento del cancer, incluyendo extirpacion quirargica de tumores primarios, agentes quimioterapéuticos y
radioterapia.

Para aplicacién terapéutica, un compuesto como se describe en el presente documento se formula en una cantidad
terapéuticamente eficaz con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Uno o mas de los compuestos descritos en el
presente documento pueden incluirse en cualquier formulacién dada. El vehiculo farmacéutico puede ser sélido o
liquido. Los vehiculos liquidos se pueden utilizar en la preparacion de soluciones, emulsiones, suspensiones y
composiciones presurizadas. Los compuestos se disuelven o suspenden o diluyen en un excipiente solido, semi-soélido
o liquido farmacéuticamente aceptable, que actia como vehiculo, vehiculo o medio para el principio activo. Los
ejemplos adecuados de vehiculos liquidos para la administracion parenteral de los compuestos incluyen agua (que
puede contener aditivos, por ejemplo, derivados de celulosa, preferentemente, solucion de carboximetilcelulosa de
sodio), solucién salina tamponada con fosfato (PBS), alcoholes (incluidos los alcoholes monohidricos y los alcoholes
polihidricos, por ejemplo, glicoles) y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco fraccionado y aceite de
cacahuete). El vehiculo liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados, incluyendo, pero sin limitacion,
los siguientes: solubilizantes, agentes de suspension, emulsionantes, tampones, agentes espesantes, colores,
reguladores de viscosidad, conservantes, estabilizadores y reguladores de la osmolaridad.

Para la administracién parenteral de los compuestos, el vehiculo también puede ser un éster oleoso, tal como oleato
de etilo y miristato de isopropilo. Los vehiculos estériles son utiles en composiciones en forma liquida estéril para
administracion parenteral.

Las composiciones farmacéuticas liquidas estériles, soluciones o suspensiones pueden usarse mediante, por ejemplo,
inyeccion intraperitoneal, inyeccion subcutanea, por via intravenosa o por via tépica. Los compuestos también pueden
administrarse por via intravascular o por medio de una endoproétesis vascular.

El vehiculo liquido para composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propelente
farmacéuticamente aceptable. Dichas composiciones presurizadas también pueden estar encapsuladas en lipidos
para su administracién por inhalacion. Para la administracion por inhalacién o insuflacion intranasal o intrabronquial,
los compuestos pueden formularse en una solucidon acuosa o parcialmente acuosa, que luego pueden usarse en forma
de un aerosol.

Las composiciones descritas en el presente documento también pueden estar en forma de comprimidos, pildoras,
polvos, pastillas, sobrecitos, sellos, elixires, suspensiones, emulsiones, soluciones, jarabes, aerosoles (en forma de
un sélido o en un medio liquido), pomadas que contienen, por ejemplo, hasta el 10 % en peso del compuesto activo,
capsulas de gelatina blanda y dura, supositorios, soluciones inyectables estériles y polvos envasados estériles. Los
compuestos pueden administrarse topicamente como una solucién, crema o locién, mediante formulacién con
vehiculos farmacéuticamente aceptables que contienen el compuesto activo. Algunos ejemplos de excipientes o
vehiculos adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma de acacia, fosfato de
calcio, alginatos, tragacanto, gelatina, silicato calcico, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua
estéril, jarabe y metil celulosa. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente: agentes de lubricacion tales como
talco, estearato de magnesio, y aceite mineral; agentes humectantes; agentes emulsionantes y de suspension;
agentes conservantes, tales como metil y propilhidroxi-benzoatos; agentes edulcorantes; y agentes saporiferos. Las
composiciones descritas en el presente documento pueden formularse para proporcionar una liberaciéon rapida,
sostenida o retardada del principio activo después de la administracién al paciente empleando procedimientos
conocidos en la técnica.

En la preparacién de una formulaciéon, puede ser necesario moler el compuesto activo liofilizado para proporcionar el
tamafio de particulas apropiado, antes de la combinacion con los demas ingredientes. Si el compuesto activo es
sustancialmente insoluble, se puede moler normalmente hasta un tamafo de particula de malla de menos de 200. Si
el compuesto activo es sustancialmente soluble en agua, el tamafio de particula se ajusta normalmente por molienda
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para proporcionar una distribucion sustancialmente uniforme en la formulacion, por ejemplo, malla de
aproximadamente 40.

Estas composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse por diversas rutas,
incluyendo oral, rectal, transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular e intranasal. Estos compuestos son
efectivos como composiciones tanto inyectables como orales. Dichas composiciones se preparan de una manera bien
conocida en la técnica farmacéutica y comprenden al menos un compuesto activo. En algunas realizaciones, las
composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse por via oral en cualquier dosis
aceptable, incluyendo, pero sin limitacion, formulaciones en capsulas, comprimidos, polvos o granulos, y como
suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos. Las composiciones farmacéuticas y/o formulaciones que
comprenden los compuestos pueden incluir vehiculos, lubricantes, diluyentes, espesantes, agentes aromatizantes,
emulsionantes, auxiliares de dispersion o aglutinantes. En el caso de los comprimidos para uso oral, los vehiculos
comunmente utilizados incluyen lactosa y almidon de maiz. Los agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio, también se afiaden normalmente. Para la administracion oral en forma de capsula, los diluyentes utiles
incluyen lactosa y almidén de maiz deshidratado. Cuando se necesitan suspensiones acuosas para uso oral, el
principio activo se combina con agentes emulsionantes y de suspension. Si se desea, también pueden afadirse
determinados agentes edulcorantes, aromatizantes o colorantes.

Cuando se emplean como composiciones orales, los compuestos descritos en el presente documento (tales como
cualquiera de los compuestos utiles para inhibir el alargamiento de los telémeros descritos en el presente documento)
pueden protegerse de la digestion acida en el estomago mediante un protector farmacéuticamente aceptable. Por
ejemplo, el comprimido o pildora puede comprender una dosificacion interna y un componente de dosificacion exterior,
estando esta ultima en forma de una envoltura sobre la primera. Los dos componentes pueden separarse por una
capa entérica que sirve para resistir la desintegracion en el estdmago y permitir que el componente interior pase intacto
al duodeno o se retrase en su liberacidon. Pueden usarse diversos materiales para tales capas entéricas o
recubrimientos, incluyendo dichos materiales una serie de acidos poliméricos y mezclas de acidos poliméricos con
dichos materiales tales como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Las composiciones para inhalacién o insuflacion incluyen soluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos farmacéuticamente aceptables, o mezclas de los mismos, y polvos. Las composiciones liquidas o sélidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados como se ha descrito anteriormente. Las
composiciones pueden administrarse por via oral o nasal por efecto local o sistémico. Las composiciones en
disolventes farmacéuticamente aceptables pueden nebulizarse mediante el uso de gases inertes. Las soluciones
nebulizadas se pueden inhalar directamente desde el dispositivo de nebulizacién o el dispositivo de nebulizaciéon se
puede unir a una mascara facial, o una maquina de respiracién de presion positiva en tienda o intermitente. Las
composiciones en solucién, suspension, o0 composiciones en polvo también se pueden administrar por via oral o nasal,
a partir de dispositivos que administran la formulacién de una manera apropiada.

Aunqgue los compuestos descritos en el presente documento tienen caracteristicas superiores para la penetracion
celular y tisular, pueden formularse para proporcionar un beneficio ain mayor, por ejemplo en vehiculos liposémicos.
Se describe el uso de liposomas para facilitar la captacion celular, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.°
4.897.355 y la patente de Estados Unidos n.° 4.394.448. Numerosas publicaciones describen la formulacion y
preparacion de liposomas. Los compuestos también pueden formularse mezclando con mejoradores de la penetracion
adicionales, tales como formas no conjugadas de los restos lipidicos descritos anteriormente, incluidos acidos grasos
y sus derivados. Los ejemplos incluyen acido oleico, acido laurico, acido caprico, acido miristico, acido palmitico, acido
estearico, acido linoleico, acido linolénico, dicaprato, tricaprato, recinleato, monooleina (también conocida como 1-
monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, acido caprilico, acido aricidénico, 1-monocaprato de glicerilo, 1-
dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, mono- y di-glicéridos y sales fisioldgicamente aceptables de
los mismos (es decir, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, etc.).

Se pueden usar formulaciones complejas que comprenden uno o mas agentes mejoradoras de la penetracion. Por
ejemplo, se pueden usar sales biliares en combinacion con acidos grasos para hacer formulaciones complejas. Las
combinaciones de ejemplo incluyen acido quenodesoxicélico (CDCA), generalmente utilizado en concentraciones de
aproximadamente 0,5 a 2 %, combinado con caprato de sodio o laurato de sodio, Generalmente se utiliza a
concentraciones de aproximadamente 0,5 a 5 %.

Las composiciones farmacéuticas y/o formulaciones que comprenden los compuestos descritos en el presente
documento también pueden incluir agentes quelantes, tensioactivos y no tensioactivos. Los agentes quelantes
incluyen, pero sin limitacion, etilendiaminotetraacetato disédico (EDTA), acido citrico, salicilatos (por ejemplo, salicilato
sodico, 5-metoxisalicilato y homovanilato), derivados N-acilo del colageno, derivados de laureth-9 y N-aminoacilo de
las beta-dicetonas (enaminas). Los tensioactivos incluyen, por ejemplo, lauril sulfato de sodio, éter de polioxietileno-9-
laurilo y éter de polioxietileno-20-cetilo; y emulsiones perfluoroquimicas, tal como FC-43. Los no tensioactivos incluyen,
por ejemplo, ureas ciclicas insaturadas, derivados de 1-alquil- y 1-alquenilazacicloalcano, y agentes antiinflamatorios
no esteroideos, tales como diclofenaco soédico, indometacina y fenilbutazona.

En el presente documento también se describe un procedimiento para formular una composiciéon farmacéutica,
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comprendiendo el procedimiento proporcionar un compuesto como se describe en el presente documento y combinar
el compuesto con un excipiente farmacéuticamente aceptable. Preferentemente, el compuesto se proporciona a
pureza farmacéutica, como se define a continuaciéon. El procedimiento puede comprender ademas afadir al
compuesto, ya sea antes o después de la adicion del excipiente, un agente mejorador de la penetracion.

La composiciéon farmacéutica normalmente cumplira los estandares de pureza farmacéutica. Para su uso como
principio activo en una preparaciéon farmacéutica, un compuesto como se describe en el presente documento
generalmente se purifica a partir de otros componentes reactivos o potencialmente inmunogénicos presentes en la
mezcla en la que se preparan. Normalmente, para lograr la pureza farmacéutica cuando un compuesto a base de
acido nucleico es el principio activo, el principio activo se proporciona en al menos aproximadamente un 50 % de
homogeneidad, y mas preferentemente, un 60 %, 70 %, 80 % o 90 % de homogeneidad, segun lo determinado por el
ensayo funcional, cromatografia o electroforesis en gel. El principio activo se combina luego en un medicamento de
acuerdo con los procedimientos generalmente aceptados para la preparacion de preparaciones farmacéuticas. Por lo
tanto, como se describe en el presente documento, proporcionar los compuestos con pureza farmacéutica requiere
que el compuesto se proporcione en al menos aproximadamente un 50 % de homogeneidad y, mas preferentemente,
al menos un 80 % o 90 % de homogeneidad.

La composicion farmacéutica también se dividird normalmente en alicuotas y se empaquetara en unidades de
monodosis o multidosis. Los requisitos de dosificacion para el tratamiento con el compuesto varian con las
composiciones particulares empleadas, la via de administracion, la gravedad de los sintomas presentados, la forma
del compuesto y el sujeto particular a tratar.

Las composiciones pueden formularse en una forma de dosificaciéon unitaria, conteniendo cada dosis de
aproximadamente 5 mg a aproximadamente 100 mg o mas, tal como cualquiera de aproximadamente 1 mg a
aproximadamente 5 mg, de 1 mg a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg,
de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 30 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 40 mg, de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 60 mg, de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 70 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 80 mg o de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 90 mg, inclusive, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores, del
principio activo. La expresion "formas farmacéuticas unitaria”" se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas
como dosis unitarias para individuos, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado, en asociacién con un excipiente o vehiculo farmacéutico
adecuado.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden administrarse a un sujeto en una
formulacién y en una cantidad eficaz para lograr un resultado clinicamente deseable. Para el tratamiento del cancer,
los resultados deseables incluyen reduccion de la masa tumoral (segun lo determinado por palpaciéon o imagen; por
ejemplo, por radiografia, exploracién con radionucleétidos, TAC o RMN), reduccion en la tasa de crecimiento del tumor,
reduccion en la tasa de formacién de metastasis (segun lo determinado, por ejemplo, mediante analisis histoquimico
de muestras de biopsia), reduccion en los marcadores bioquimicos (incluidos los marcadores generales como ESR y
marcadores especificos de tumores, tal como PSA en suero) y mejora en la calidad de vida (segun lo determinado
mediante evaluacion clinica, por ejemplo, puntuacion de Karnofsky), aumento del tiempo de progresion, supervivencia
libre de enfermedad y supervivencia global.

La cantidad de compuesto por dosis y el niUmero de dosis requeridas para lograr tales efectos variaran dependiendo
de muchos factores, incluida la indicaciéon de la enfermedad, las caracteristicas del paciente a tratar y modo de
administracion. Normalmente, la formulacion y la via de administracion proporcionaran una concentracion local en el
sitio de la enfermedad de entre 1 yM y 1 nM del compuesto. En general, los compuestos se administran a una
concentracion que proporciona resultados efectivos sin causar efectos secundarios nocivos o perjudiciales. Dicha
concentracion se puede lograr mediante la administracion de una sola monodosis o mediante la administracion de la
dosis dividida en subunidades convenientes a intervalos adecuados durante todo el dia. Los compuestos descritos en
el presente documento son eficaces en un amplio intervalo de dosificacion y generalmente se administran en una
cantidad terapéuticamente eficaz. Se entendera, sin embargo, que la cantidad de los compuestos administrados
realmente sera determinada por un médico, a la luz de las circunstancias pertinentes, incluyendo la afeccion a tratar,
la via de administracion elegida, el compuesto real administrado, la edad, el peso y la respuesta del paciente individual,
la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

IV. Procedimientos

Cualquiera de los compuestos utiles para inhibir el alargamiento del telomero (como en las composiciones
farmacéuticas) proporcionados en el presente documento son Utiles para modular estados de enfermedad asociados
con la regulacioén alterada de la longitud del teldmero. En algunas realizaciones, los estados de enfermedad asociados
con la regulacion alterada de la longitud del teldmero es un trastorno de proliferacion celular que se asocia con un
aumento de la expresién o la actividad de la telomerasa o el crecimiento celular. En otras realizaciones, el trastorno
de proliferacién celular es cancer.
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A. Procedimientos para inhibir el alargamiento de los telbmeros y ensayos de inhibicion del alargamiento de los
telébmeros

Los conjugados descritos en el presente documento pueden usarse para inhibir o reducir el alargamiento y/o la
proliferacion de los teldmeros de células que tienen actividad telomerasa. En estos contextos, la inhibicion o reduccién
de la extension de los teldmeros o la proliferacion celular se refieren a un nivel inferior de la longitud o actividad medida
en relacion con un experimento de control en el que la enzima o las células no se tratan con el conjugado. En
realizaciones particulares, la inhibicion o reduccion de la longitud o actividad medida es al menos una reduccién o
inhibicion del 10 %. Un experto en la materia apreciara que la reduccion o inhibicion de la longitud o actividad medida
de al menos un 20 %, un 50 %, un 75 %, un 90 % o el 100 % pueden ser preferentes para aplicaciones particulares.
La capacidad de los compuestos descritos en el presente documento para inhibir el alargamiento del teléomero puede
determinarse en un ensayo sin células (denominado ensayo bioquimico) y en células.

Por consiguiente, en el presente documento se proporcionan procedimientos para inhibir el alargamiento de los
teldmeros en una célula. En una realizacion, el procedimiento comprende poner en contacto la célula con cualquiera
de los compuestos Utiles para inhibir el alargamiento de los telémeros (incluyendo cualquiera de las composiciones
farmacéuticas) descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, la célula es una célula cancerosa.

En el presente documento también se proporcionan procedimientos para acortar la longitud de los teldGmeros en una
célula. En una realizacion, el procedimiento comprende poner en contacto la célula con cualquiera de los compuestos
utiles para inhibir el alargamiento de los telébmeros (incluyendo cualquiera de las composiciones farmacéuticas)
descritas en el presente documento. En algunas realizaciones, la célula es una célula cancerosa.

Los procedimientos para medir la inhibicion del alargamiento de los telémeros y el uso de tales procedimientos para
determinar la actividad inhibitoria de los compuestos se describen en el presente documento. Por ejemplo, el ensayo
TRAP es un procedimiento de ensayo estandar para medir la actividad de la telomerasa en un sistema de extracto
celular y se ha utilizado ampliamente en la busqueda de compuestos inhibidores de la telomerasa (Kim et al., Science
266:2011, 1997; Weinrich et al., Nature Genetics 17:498, 1997). El ensayo TRAP mide la cantidad de nucledtidos
radiactivos incorporados en los productos de alargamiento (polinucleétidos) formados por la adicion de nucledtidos a
un sustrato de telomerasa o cebador. La radioactividad incorporada se puede medir como la intensidad de una banda
en una pantalla de deteccion (por ejemplo, una pantalla de Phosphorimager) expuesta a un gel en el que se separan
los productos radiactivos. El ensayo TRAP también se describe con detalle en las patentes de Estados Unidos n.°
5.629.154, 5.837.453 y 5.863.726, y su uso para probar la actividad de los compuestos inhibidores de la telomerasa
se describe en varias publicaciones, incluyendo el documento WO 01/18015. Ademas, los siguientes kits estan
disponibles comercialmente con fines de investigacion para medir la actividad de la telomerasa: kit de deteccion de
telomerasa TRAPeze® XK (Cat. s7707; Intergen Co., Purchase NY); y TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA plus (Cat.
2.013.89; Roche Diagnostics, Indianapolis IN). El ensayo TRAP se puede usar para medir la inhibicion del alargamiento
de los telébmeros en lugar de la inhibicion de la actividad de la telomerasa. Si los presentes compuestos se incorporan
en los productos de alargamiento formados por la adicién de nucleétidos a un sustrato de telomerasa o cebador,
detendran o "taparan” el producto de alargamiento para que no se puedan afadir nucleétidos adicionales al producto
de alargamiento. De esta manera, el producto de alargamiento no se extiende mas alla del compuesto y los productos
de alargamiento son solo bandas muy cortas en un gel, en lugar de una escalera de diferentes longitudes de productos
de alargamiento.

Otro protocolo para medir la capacidad de los compuestos para inhibir el alargamiento del telémero en un ensayo
bioquimico es el ensayo directo de telomerasa sin células (no basado en PCR), denominado "Ensayo de Flashplate",
y descrito en Asai et al., Cancer Research, 63:3931-3939 (2003).

La capacidad de los compuestos descritos en el presente documento para inhibir el alargamiento del telémero en las
células se puede determinar incubando el compuesto con células que expresan telomerasa durante un periodo de
tiempo definido y luego determinando la longitud del telémero en las células. Las lineas celulares tumorales que
expresan telomerasa que son adecuadas para tales ensayos incluyen células epiteliales de mama humanas HMES50-
5E (proporcionadas por el Dr. Jerry Shay, University of Texas Southwestern Medical Center), las lineas celulares de
tumores de ovario OVCAR-5 (MIISB, Milan) y SK-OV-3 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo, ATCC), células Caki-
1 de carcinoma de rifidn humano (coleccién japonesa de Research Bioresources, JCRB), células 1549 de carcinoma
de pulmoén humano (ATCC), células A431 de carcinoma epidermoide humano (JCRB) y células DU145 de cancer de
prostata humano (ATCC).

B. Ensayos de proliferacién celular

Una aplicacion terapéutica clave de los compuestos descritos en el presente documento es la inhibicién del crecimiento
de células que expresan telomerasa, particularmente células tumorales. Los compuestos descritos en el presente
documento que inhiben el alargamiento de los telémeros en las células induciran crisis en lineas celulares positivas
para la telomerasa, lo que lleva al cese del crecimiento celular y la muerte. No obstante, es importante, en células
humanas normales que no expresan telomerasa, tales como las células BJ de origen fibroblastico, el tratamiento con
los compuestos descritos en el presente documento no induce ninguna crisis ni otra toxicidad. La capacidad de los
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compuestos para inhibir especificamente el crecimiento de células tumorales puede analizarse usando lineas de
células tumorales in vitro, 0 en modelos animales de xenoinjerto in vivo.

Un protocolo preferido para tales ensayos de curva de crecimiento es el ensayo de viabilidad celular a corto plazo
descrito en Asai et al. (2003). Al seleccionar un compuesto descrito en el presente documento para aplicaciones
terapéuticas, se prefiere que el compuesto no produzca efectos citotdxicos significativos a concentraciones por debajo
de aproximadamente 10 uM en células normales que no expresan telomerasa.

La capacidad de los compuestos descritos en el presente documento para inhibir el crecimiento de células tumorales
in vivo puede confirmarse utilizando modelos de xenoinjerto establecidos de tumores humanos, en el que el compuesto
de prueba se administra directamente al sitio del tumor o sistémicamente, y el crecimiento del tumor es seguido por
una medicién fisica. Se espera que los animales tratados con los compuestos descritos en el presente documento
tengan masas tumorales que, en promedio, pueden aumentar durante un periodo posterior a la dosificacion inicial,
pero comenzaran a reducirse en masa con el tratamiento continuo. Por el contrario, se espera que los ratones de
control sin tratar tengan masas tumorales que continien aumentando. Un ejemplo preferido de un ensayo de
xenoinjerto tumoral in vivo adecuado se describe en Asai et al. (2003). Otros ejemplos se describen en Scorski et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 3966-3971 (1997) y Damm et al., EMBO J., 20:6958-6968 (2001).

C. Trastornos de proliferacién celular

Un "trastorno proliferativo" es cualquier trastorno celular en el cual las células proliferan mas rapidamente que el
crecimiento normal del tejido. Por lo tanto, una "célula en proliferacion" es una célula que prolifera mas rapidamente
que las células normales. El trastorno proliferativo incluye, pero sin limitacion, neoplasias. Una "neoplasia" es un
crecimiento anormal de tejido, que generalmente forma una masa distinta que crece por proliferacion celular mas
rapidamente que el crecimiento normal del tejido. Las neoplasias muestran una falta parcial o total de organizacion
estructural y coordinacion funcional con el tejido normal. Estos pueden clasificarse ampliamente en tres tipos
principales. Las neoplasias malignas que surgen de estructuras epiteliales se llaman carcinomas, las neoplasias
malignas que se originan a partir de tejidos conjuntivos, como musculo, cartilago, grasa o hueso, se denominan
sarcomas y tumores malignos que afectan a las estructuras hematopoyéticas (estructuras relacionadas con la
formacion de células sanguineas), incluidos los componentes del sistema inmunitario, se llaman leucemias y linfomas.
Un tumor es el crecimiento neoplasico de la enfermedad de cancer. Tal como se utiliza en el presente documento, una
neoplasia, también conocida como un "tumor", pretende abarcar tanto las neoplasias hematopoyéticas como las
neoplasias solidas. Otros trastornos proliferativos incluyen, pero no se limitan al mismo, neurofibromatosis.

Los utiles para inhibir el alargamiento de los teldmeros (como en las composiciones farmacéuticas) proporcionados
en el presente documento son utiles para modular estados de enfermedad asociados con la regulacion alterada de la
longitud de los telomeros en las células. La telomerasa interviene en multiples funciones bioldgicas y fisioldgicas,
incluyendo, por ejemplo, proliferacion celular y supervivencia celular. En algunas realizaciones, el trastorno de
proliferacion celular esta asociado con un aumento de la expresion o actividad de la telomerasa o el crecimiento celular,
o0 ambos. En algunas realizaciones, la proliferacion celular es cancer.

Los procedimientos descritos en el presente documento también son Utiles para tratar tumores sélidos (tales como
tumores solidos avanzados). En algunas realizaciones, Se proporciona un procedimiento para tratar el cancer de
pulmén, incluyendo, por ejemplo, cancer de pulmén no microcitico (CPNM, tal como CPNM avanzado), cancer de
pulmén microcitico (CPM, tal como CPM avanzado) y neoplasia tumoral sélida avanzada en el pulmén. En algunas
realizaciones, Se proporciona un procedimiento para tratar cualquiera de cancer de ovarios, cancer de cabeza y cuello,
neoplasias malignas gastricas, melanoma (incluyendo melanoma metastasico y melanoma maligno), cancer de
ovarios, cancer colorrectal y cancer de pancreas.

En algunas realizaciones, el procedimiento es Util para tratar uno o mas de los siguientes: linfoma cutaneo de linfocitos
T (CTCL), leucemia, linfoma folicular, linfoma Hodgkin y leucemia mieloide aguda.

En algunas realizaciones, la enfermedad es un cancer de cualquiera de los siguientes: carcinoma de células basales,
meduloblastoma, glioblastoma, mieloma multiple, leucemia mielégena crénica (LMC), leucemia mielégena aguda,
cancer de pancreas, cancer de pulmon (cancer de pulmén microcitico y cancer de pulmén no microcitico), cancer de
esofago, cancer de estébmago, cancer biliar, cancer de prdstata, cancer de higado, cancer hepatocelular, cancer
gastrointestinal, cancer gastrico y cancer de ovarios y vejiga. En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del
grupo que consiste en adenocarcinoma ductal del pancreas, adenocarcinoma de colon y cistoadenocarcinoma de
ovarios. En algunas realizaciones, el cancer es adenocarcinoma ductal de pancreas. En algunas realizaciones, el
cancer es un tumor que esta poco perfundido y/o poco vascularizado.

En algunas realizaciones, el cancer es cancer de pancreas, incluyendo, por ejemplo, adenocarcinoma pancreatico,
carcinoma adenoescamoso pancreatico, carcinoma pancreatico de células escamosas y carcinoma pancreatico de
células gigantes. En algunas realizaciones, el cancer de pancreas es cancer de pancreas exocrino. En algunas
realizaciones, el cancer de pancreas es cancer de pancreas endocrino (tal como, carcinoma de células de los islotes).
En algunas realizaciones, el cancer de pancreas es un cancer de pancreas metastasico avanzado.
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Otros ejemplos de canceres que pueden tratarse mediante los procedimientos descritos en el presente documento
incluyen, pero sin limitacion, carcinoma adenocortical, metaplasia mieloide agnogénica, canceres relacionados con el
SIDA (por ejemplo, linfoma relacionado con el SIDA), cancer de ano, cancer del apéndice, astrocitoma (por ejemplo,
cerebeloso y cerebral), carcinoma de células basales, cancer de las vias biliares (por ejemplo, extrahepatico), cancer
de vejiga, cancer de hueso, (osteosarcoma e histiocitoma fibroso maligno), tumor cerebral (por ejemplo, glioma, glioma
del tronco encefalico, astrocitoma cerebeloso o cerebral (por ejemplo, astrocitoma pilocitico, astrocitoma difuso,
astrocitoma anaplasico (maligno), glioma maligno, ependimoma, oligodenglioma, meningioma, craneofaringioma,
hemangioblastomas, meduloblastoma, tumores neuroextodérmicos primitivos supratentoriales, glioma de la via éptica
e hipotalamico, y glioblastoma), cancer de mama, adenomas bronquiales/carcinoides, tumor carcinoide (por ejemplo,
tumor carcinoide gastrointestinal), carcinoma de origen primario desconocido, linfoma del sistema nervioso central,
cancer de cuello uterino, cancer de colon, cancer colorrectal, trastornos crénicos mieloproliferativos, cancer de
endometrio (por ejemplo, cancer uterino), ependimoma, cancer de eséfago, tumores de la familia de Ewing, cancer de
ojo (por ejemplo, melanoma intraocular y retinoblastoma), cancer de vesicula biliar, cancer gastrico (de estdmago),
tumor carcinoide gastrointestinal, tumor del estroma gastrointestinal (TEGI), tumor de células germinales, (por ejemplo,
extracraneal, extragonadal, ovarico), tumor trofoblastico gestacional, cancer de cabeza y cuello, cancer hepatocelular
(higado) (por ejemplo, carcinoma hepatico y heptoma)), cancer hipofaringeo, carcinoma de células de los islotes
(pancreas endocrino), cancer de laringe, cancer de laringe, leucemia, cancer de labios y de la cavidad oral, cancer
oral, cancer de higado, cancer de pulmén (por ejemplo, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico,
adenocarcinoma de pulmén y carcinoma escamoso de pulmoén), neoplasia linfoide (por ejemplo, linfoma),
meduloblastoma, cancer de ovarios, mesotelioma, cancer de cuello escamoso metastasico, cancer de boca,
sindromes multiples de neoplasia endocrina, sindromes mielodisplasicos, enfermedades
mielodisplasicas/mieloproliferativas, cancer de la cavidad nasal y del seno paranasal, cancer nasofaringeo,
neuroblastoma, cancer neuroendocrino, cancer orofaringeo, cancer de ovario (por ejemplo, cancer epitelial de ovarios,
tumor de células germinales ovaricas, tumor ovarico de bajo potencial maligno), cancer de pancreas, cancer
paratiroideo, cancer de pene, cancer del peritoneo, cancer faringeo, feocromocitoma, pineoblastoma y tumores
neuroextodérmicos primitivos supratentoriales, tumor de la pituitaria, blastoma pleuropulmonar, linfoma, linfoma
primario del sistema nervioso central (microglioma), linfangiomiomatosis pulmonar, cancer rectal, cancer renal, cancer
de pelvis renal y de uréter (cancer de células de transicion), rabdomiosarcoma, cancer de las glandulas salivales,
cancer de piel (por ejemplo, no melanoma (por ejemplo, carcinoma de células escamosas), melanoma y carcinoma de
células de Merkel), cancer del intestino delgado, cancer de células escamosas, cancer de testiculos, cancer de
garganta, timoma y carcinoma timico, cancer de tiroides, esclerosis tuberosa, cancer de la uretra, cancer de vagina,
cancer de vulva, tumor de Wilms y trastorno linfoproliferativo postrasplante (PTLD), proliferacion vascular anormal
asociada a las fakomatosis, edema (tal como el asociado con tumores cerebrales) y el sindrome de Meigs.

En algunas realizaciones, el cancer es un tumor sélido (tal como un tumor sélido avanzado). El tumor sélido incluye,
pero sin limitaciéon, sarcomas y carcinomas como el fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma,
sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma,
sarcoma de Kaposi, sarcoma de tejidos blandos, sacronomasinovioma uterino, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de ovarios,
cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de
las glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales (incluido, por
ejemplo, adenocarcinoma, carcinoma de células renales de células claras, carcinoma de células renales papilares,
carcinoma de células renales cromoéfobo, carcinoma de células renales del tibulo colector, carcinoma de células
renales granular, carcinoma de células renales granular mixto, angiomiolipomas renales o carcinoma de células
renales del huso), hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor
de Wilm, cancer de cuello uterino, tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinoma de pulmon microcitico, carcinoma
de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma,
hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, menangioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma.

En algunas realizaciones, la neoplasia linfoide (por ejemplo, el linfoma) es una neoplasia de células B. Los ejemplos
de neoplasias de células B incluyen, pero sin limitacion, neoplasias de células B precursoras (por ejemplo,
linfoma/leucemia linfoblastica de células B precursoras) y neoplasias de células B periféricas (por ejemplo, leucemia
linfocitica crénica de células B/leucemia prolinfocitica/linfoma linfocitico pequefio (linfocitico pequefio (LP) LNH),
linfoma linfoplasmocitoide/inmunocitoma, linfoma de células del manto, linfoma del centro del foliculo, linfoma folicular
(por ejemplo, grados citolégicos: | (células pequenas), Il (mixto de células pequefias y grandes), lll (células grandes)
y/o subtipo: de tipo difuso y predominantemente de células pequefias), linfoma no Hodgkin (LNH) de bajo
grado/folicular, LNH de grado intermedio/folicular, linfoma de células B de la zona marginal (por ejemplo, extranodal
(por ejemplo, células B de tipo MALt- +/- monocitoide) y/o nodal (por ejemplo, células B +/monocitoides)), linfoma
esplénico de la zona marginal (por ejemplo, linfocitos vellosos +/-), leucemia de células pilosas, plasmacitoma/mieloma
de células plasmaticas (por ejemplo, mieloma y mieloma mdltiple), linfoma difuso de células B grandes (por ejemplo,
linfoma mediastinico primario (timico) de células B), LNH difuso de grado intermedio, linfoma de Burkitt, linfoma de
células B de alto grado, similar a Burkitt, LNH inmunoblastico de alto grado, LNH linfoblastico de alto grado, LNH de
alto grado de células pequefias no escindidas, LNH enfermedad voluminosa,, linfoma relacionado con el SIDA y
macroglobulinemia de Waldenstrom).
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En algunas realizaciones, la neoplasia linfoide (por ejemplo, linfoma) es una neoplasia de células T y/o supuestas
células NK. Los ejemplos de neoplasias de células T y/o supuestas células NK incluyen, pero sin limitacién, neoplasia
de células T precursoras (leucemia/linfoma linfoblastico de células T precursoras) y neoplasias de células T y NK
periféricas (por ejemplo, leucemia linfocitica cronica de células T/ leucemia prolinfocitica y leucemia linfocitica granular
grande (LGL) (por ejemplo, de tipo células T y/o de tipo células N), linfoma cutaneo de células T (por ejemplo, micosis
fungoide/sindrome de Sezary), linfomas primarios de células T no especificados (por ejemplo, categorias citolégicas
(por ejemplo, células de tamafio mediano, células mixtas medianas y grandes), células grandes, células
linfoepiteloideas, linfoma de células T yd de subtipo hepatoesplémico y linfoma de células T paniculitico subcutaneo),
linfoma angioinmunoblastico de células T (AILD), linfoma angiocéntrico, linfoma intestinal de células T (por ejemplo,
+/- enteropatia asociada), leucemia/linfoma de células T en adultos (LTA), linfoma anaplasico macrocitico (LAMC) (por
ejemplo, de tipos CD30+, de células T y nulas), linfoma anaplasico macrocitico y linfoma de Hodgkin).

En algunas realizaciones, la neoplasia linfoide (por ejemplo, el linfoma) es la enfermedad de Hodgkin. Por ejemplo, la
enfermedad de Hodgkin puede ser de predominancia linfocitica, esclerosis nodular, celularidad mixta, agotamiento de
linfocitos, y/o ricos en linfocitos.

En algunas realizaciones, el cancer es leucemia. En algunas realizaciones, la leucemia es leucemia cronica. Los
ejemplos de leucemia crénica incluyen, pero sin limitacion, leucemia mielocitica crénica | (granulocitica), leucemia
mieldgena crénica y linfocitica crénica (LLC). En algunas realizaciones, la leucemia es leucemia aguda. Los ejemplos
de leucemia aguda incluyen, pero sin limitacion, leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda,
leucemia linfocitica aguda y leucemia mielocitica aguda (por ejemplo, mieloblastica, promielocitica, mielomonocitica,
monocitica y eritroleucemia).

En algunas realizaciones, el cancer es tumor liquido o plasmacitoma. El plasmocitoma incluye, pero sin limitacion,
mieloma. El mieloma incluye, pero sin limitacion, un plasmocitoma extramedular, un mieloma solitario y mieloma
multiple. En algunas realizaciones, el plasmacitoma es mieloma muiltiple.

En algunas realizaciones, el cancer es mieloma mudltiple. Los ejemplos de mieloma mdultiple incluyen, pero sin
limitacion, mieloma multiple IgG, mieloma multiple IgA, mieloma multiple IgD, mieloma multiple IgE y mieloma multiple
no secretor. En algunas realizaciones, el mieloma multiple es mieloma multiple IgG. En algunas realizaciones, el
mieloma multiple es mieloma multiple IgA. En algunas realizaciones, el mieloma multiple es un mieloma mdltiple
ardiente o indolente. En algunas realizaciones, el mieloma multiple es mieloma mudltiple progresivo. En algunas
realizaciones, el mieloma multiple puede ser resistente a un medicamento, tales como, pero sin limitacién, bortezomib,
dexametasona (Dex-), doxorubicina (Dox-), y melfalan (LR).

D. Procedimientos para el tratamiento de trastornos proliferativos celulares

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir los sintomas o afecciones
(discapacidades, deterioros) asociadas con un trastorno de proliferacion celular como se describe con detalle a
continuacién. Como tal, no se requiere que todos los efectos de la afecciéon se prevengan o reviertan por completo,
aunque los efectos de los procedimientos desvelados actualmente probablemente se extiendan a un beneficio
terapéutico significativo para el paciente. Como tal, un beneficio terapéutico no es necesariamente una prevencion o
cura completa para una afeccién en particular que resulta de un trastorno de proliferacién celular, sino que, mas bien,
puede abarcar un resultado que incluye reducir o prevenir los sintomas que resultan de un trastorno de proliferacion
celular, reducir o prevenir la aparicion de tales sintomas (bien cuantitativa o cualitativamente), reducir la gravedad de
tales sintomas o efectos fisioldgicos de los mismos, y/o mejorar la recuperacion del individuo después de experimentar
los sintomas de un trastorno de proliferacion celular.

Especificamente, una composicion descrita en el presente documento (tal como cualquiera de los compuestos Utiles
para inhibir el alargamiento de los teldmeros descrito en el presente documento), cuando se administra a un individuo,
puede tratar o prevenir uno o mas de los sintomas o afecciones asociadas con un trastorno de proliferacion celular y/o
reducir o aliviar los sintomas o afecciones asociadas con este trastorno. Como tal, proteger a un individuo de los
efectos o sintomas que resultan de un trastorno de proliferacion celular incluye prevenir o reducir la aparicion y/o la
gravedad de los efectos del trastorno y tratar a un paciente en el que los efectos del trastorno ya estan ocurriendo o
comienzan a ocurrir. Un experto en la técnica puede evaluar facilmente un efecto beneficioso y/o un médico capacitado
que esté tratando al paciente. Preferentemente, existe una diferencia positiva o beneficiosa en la gravedad o la
aparicion de al menos una puntuacion clinica o bioldgica, valor, o medida utilizada para evaluar a tales pacientes en
aquellos que han sido tratados con los procedimientos descritos en el presente documento en comparacién con
aquellos que no lo han hecho.

Los procedimientos se pueden poner en practica en un entorno adyuvante. "Entorno adyuvante" se refiere a un entorno
clinico en el que un individuo ha tenido antecedentes de una enfermedad proliferativa, particularmente cancer, y en
general (pero no necesariamente) respondieron a la terapia, que incluye, pero sin limitacion, cirugia (tal como reseccion
quirdrgica), radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, debido a su historial de la enfermedad proliferativa (tal como
cancer), estos individuos se consideran en riesgo de desarrollo de la enfermedad. El tratamiento o la administracion
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en el "entorno adyuvante" se refiere a un modo de tratamiento posterior. El grado de riesgo (por ejemplo, cuando un
individuo en el entorno adyuvante se considera como de "alto riesgo" o "bajo riesgo") depende de varios factores,
generalmente el alcance de la enfermedad cuando se tratd por primera vez.

Los procedimientos proporcionados en el presente documento también se pueden poner en practica en un "entorno
neoadyuvante" es decir, el procedimiento puede llevarse a cabo antes de la terapia primaria/definitiva. En algunas
realizaciones, el individuo ha sido tratado previamente. En algunas realizaciones, el individuo no ha sido tratado
previamente. En algunas realizaciones, el tratamiento es una terapia de primera linea.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar un trastorno de proliferacién celular en un
individuo administrando una cantidad eficaz de cualquiera de los compuestos (tales como en composiciones
farmacéuticas) desvelados en el presente documento. En algunas realizaciones, la enfermedad celular proliferativa es
cancer, tal como cancer metastasico. En otras realizaciones, el cancer es un cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido
adiposo, mama, pulmodn, higado, estémago, pancreas, ovario, cuello del Utero, Utero, rifidn, vejiga, colon, colorrectal,
prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina, tumores hematoldgicos (tal como mieloma, leucemia y
linfoma), o cualquiera de los canceres descritos en el presente documento. El compuesto o composicion descrita en
el presente documento puede administrarse por via oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, subcutanea o transdérmica. En algunas realizaciones, el individuo es un ser humano.

E. Administracion de compuestos utiles para inhibir el alargamiento de los telbmeros

En algunas realizaciones, los compuestos Utiles para inhibir el alargamiento de los telémeros desvelados en el
presente documento (tales como en composiciones farmacéuticas) se administran en forma de una inyeccion. La
inyeccion puede comprender el compuesto en combinacion con un excipiente o vehiculo inyectable acuoso. Los
ejemplos no limitantes de excipientes o vehiculos inyectables acuosos adecuados son bien conocidos por los expertos
en la técnica y ellos, y los procedimientos de formulacion de las formulaciones, pueden encontrarse en referencias
estandar como Alfonso AR: Remington’s Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton Pa.,
1985. Los excipientes o vehiculos inyectables acuosos adecuados incluyen agua, solucién salina acuosa, solucion
acuosa de dextrosa, y similares, que contienen opcionalmente mejoradores de la disolucion, tales como manitol al 10
% u otros azucares, glicina al 10 % u otros aminoacidos. La composicion se puede inyectar por via subcutanea,
intraperitoneal o intravenosa.

En algunas realizaciones, se utiliza administracion intravenosa, y puede ser una infusion intravenosa continua durante
un periodo de unos minutos a una hora o mas, tal como alrededor de quince minutos. La cantidad administrada puede
variar ampliamente dependiendo del tipo de oligonucledtido antisentido, el tamafio de una dosis unitaria, el tipo de
excipientes o vehiculos, y otros factores bien conocidos por los expertos en la técnica. El oligonucleétido antisentido
puede comprender, por ejemplo, de aproximadamente el 0,001 % a aproximadamente 10 % (p/p), de
aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 1 %, de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 0,8 %, o cualquier
intervalo en el mismo, comprendiendo el resto el (los) excipiente(s) o vehiculo(s).

Para administracion oral, el compuesto util para inhibir el alargamiento de los telémeros puede tomar la forma de, por
ejemplo, comprimidos o capsulas preparados por medios convencionales con excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables, tales como agentes aglutinantes; cargas; lubricantes; disgregantes; o agentes
humectantes. Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden tomar la forma de, por ejemplo, soluciones,
jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo
adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas se pueden preparar por medios convencionales con aditivos
farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de
celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o0 goma arabiga); vehiculos
no acuosos (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados); y
conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las preparaciones también pueden
contener sales tampén, aromatizantes y colorantes segun corresponda.

En algunas realizaciones, el compuesto util para inhibir el alargamiento de los teldbmeros (como cualquiera de los
compuestos descritos en el presente documento) puede administrarse por inhalaciéon a través de un aerosol o un
nebulizador que puede incluir un propelente adecuado tal como, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono o una combinacién de los mismos. En un ejemplo no
limitante, una unidad de dosificaciéon para un aerosol presurizado se puede administrar a través de una valvula
dosificadora. En ofra realizacion, capsulas y cartuchos de gelatina, por ejemplo, pueden usarse en un inhalador y
puede formularse para contener una mezcla en polvo del compuesto con una base en polvo adecuada tal como, por
ejemplo, almidén o lactosa.

En algunas realizaciones, la cantidad del compuesto util para inhibir el alargamiento de los teldmeros en la composicion
(tal como una composicion farmacéutica) se incluye en cualquiera de los siguientes intervalos: de aproximadamente
0,5 a aproximadamente 5 mg, de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 mg, de aproximadamente 10 a
aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 mg, de aproximadamente 20 a
aproximadamente 25 mg, de aproximadamente 20 a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 25 a
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aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 50 a aproximadamente 75 mg, de aproximadamente 50
aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 75 a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 100
aproximadamente 125 mg, de aproximadamente 125 a aproximadamente 150 mg, de aproximadamente 150
aproximadamente 175 mg, de aproximadamente 175 a aproximadamente 200 mg, de aproximadamente 200
aproximadamente 225 mg, de aproximadamente 225 a aproximadamente 250 mg, de aproximadamente 250
aproximadamente 300 mg, de aproximadamente 300 a aproximadamente 350 mg, de aproximadamente 350 a
aproximadamente 400 mg, de aproximadamente 400 a aproximadamente 450 mg, o de aproximadamente 450 a
aproximadamente 500 mg. En algunas realizaciones, la cantidad de los compuestos Utiles para inhibir el alargamiento
de los telémeros en la cantidad efectiva de la composicion farmacéutica (por ejemplo, una forma de dosificacion
unitaria) esta en el intervalo de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 500 mg, tal como de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 10 mg, de 1 mg a aproximadamente 15 mg, de 1 mg a aproximadamente 20 mg, de 1 mg a
aproximadamente 25 mg, de 1 mg a aproximadamente 30 mg, de 10 mg a aproximadamente 20 mg, de 10 mg a
aproximadamente 30 mg, de 10 mg a aproximadamente 40 mg, de 20 mg a aproximadamente 30 mg, de 30 mg a
aproximadamente 40 mg, de 30 mg a aproximadamente 300 mg o de aproximadamente 50 mg a aproximadamente
200 mg. En algunas realizaciones, la concentracion del compuesto Util para inhibir el alargamiento de los telémeros
en la composicion farmacéutica es diluida (aproximadamente 0,1 mg/ml) o concentrada (aproximadamente 100
mg/ml), incluyendo, por ejemplo, cualquiera de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 mg/ml, de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 mg/ml, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/ml, de
aproximadamente 2 mg/ml a aproximadamente 8 mg/ml, de aproximadamente 4 a aproximadamente 6 mg/ml,
aproximadamente 5 mg/ml. En algunas realizaciones, la concentracién del compuesto Uutil para inhibir el alargamiento
de los telébmeros es de al menos aproximadamente 0,5 mg/ml, 1,3 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml,
5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml, 40 mg/ml o
50 mg/ml.

0o Lo

Las cantidades efectivas de ejemplo de un compuesto Util para inhibir el alargamiento de los telémeros en la
composicién farmacéutica incluyen, pero sin limitacion, al menos aproximadamente cualquiera de 5 mg/m?, 10 mg/m?,
15 mg/m?, 20 mg/m?, 25 mg/m?, 30 mg/m?, 50 mg/m?, 60 mg/m?, 75 mg/m?, 80 mg/m? 90 mg/m?, 100 mg/m?,
120 mg/m?, 125 mg/m?, 150 mg/m?, 160 mg/m?, 175 mg/m?, 180 mg/m?, 200 mg/m?, 210 mg/m?, 220 mg/m?,
250 mg/m?, 260 mg/m?, 300 mg/m?, 350 mg/m?, 400 mg/m?, 500 mg/m?, 540 mg/m?, 750 mg/m?, 1000 mg/m? o
1080 mg/m?. En diversas realizaciones, la composicion farmacéutica incluye menos de aproximadamente cualquiera
de 350 mg/m?, 300 mg/m?, 250 mg/m?, 200 mg/m?, 150 mg/m?, 120 mg/m?, 100 mg/m?, 90 mg/m?, 50 mg/m?, o
30 mg/m? de un compuesto Util para inhibir el alargamiento de los telémeros (tal como cualquiera de los compuestos
desvelados en el presente documento). En algunas realizaciones, la cantidad del compuesto util para inhibir el
alargamiento de los telémeros por administracion es menos que aproximadamente cualquiera de 25 mg/m?, 22 mg/m?,
20 mg/m?, 18 mg/m?, 15 mg/m?, 14 mg/m?, 13 mg/m?, 12 mg/m?, 11 mg/m?, 10 mg/m?, 9 mg/m?, 8 mg/m?, 7 mg/m?,
6 mg/m?, 5 mg/m?, 4 mg/m?, 3 mg/m?, 2 mg/m? o 1 mg/m?. En algunas realizaciones, la cantidad efectiva de un
compuesto Util para inhibir el alargamiento de los telémeros en la composicién farmacéutica se incluye en cualquiera
de los siguientes intervalos: de aproximadamente 1 a aproximadamente 5mg/m?, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 10 mg/m?, de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 mg/m?, de aproximadamente 25 a
aproximadamente 50 mg/m?, de aproximadamente 50 a aproximadamente 75 mg/m?, de aproximadamente 75 a
aproximadamente 100 mg/m?, de aproximadamente 100 a aproximadamente 125 mg/m?, de aproximadamente 125 a
aproximadamente 150 mg/m?, de aproximadamente 150 a aproximadamente 175 mg/m?, de aproximadamente 175 a
aproximadamente 200 mg/m?, de aproximadamente 200 a aproximadamente 225 mg/m?, de aproximadamente 225 a
aproximadamente 250 mg/m?, de aproximadamente 250 a aproximadamente 300 mg/m?, de aproximadamente 300 a
aproximadamente 350 mg/m? o de aproximadamente 350 a aproximadamente 400 mg/m?2. En algunas realizaciones,
la cantidad efectiva de un compuesto util para inhibir el alargamiento de los telémeros en la composicién farmacéutica
es de aproximadamente 5 a aproximadamente 300 mg/m?, tal como de aproximadamente 20 a aproximadamente
300 mg/m?, de aproximadamente 50 a aproximadamente 250 mg/m?, de aproximadamente 100 a aproximadamente
150 mg/m?, de aproximadamente 120 mg/m?, de aproximadamente 130 mg/m? o de aproximadamente 140 mg/m? o
de aproximadamente 260 mg/m?.

En algunas realizaciones de cualquiera de las realizaciones anteriores, la cantidad efectiva de un compuesto Uutil para
inhibir el alargamiento de los teldmeros en la composicion farmacéutica incluye al menos aproximadamente cualquiera
de 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg,
13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17 mg/kg, 18 mg/kg, 19 mg/kg, 20 mg/kg, 21 mg/kg, 22 mg/kg, 23 mg/kg,
24 mg/kg, 25 mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30 mg/kg, 31 mg/kg, 32 mg/kg, 33 mg/kg, 34 mg/kg,
35 mg/kg, 36 mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg o 40 mg/kg o mas. En diversas realizaciones, la cantidad efectiva
de un compuesto util para inhibir el alargamiento de los teldmeros (como cualquiera de los compuestos descritos en
el presente documento) en la composicion farmacéutica incluye menos de aproximadamente cualquiera de 350 mg/kg,
300 mg/kg, 250 mg/kg, 200 mg/kg, 150 mg/kg, 100 mg/kg, 50 mg/kg, 30 mg/kg, 25 mg/kg, 20 mg/kg, 10 mg/kg,
7,5 mg/kg, 6,5 mg/kg, 5 mg/kg, 3,5 mg/kg, 2,5 mg/kg, o 1 mg/kg de un compuesto util para inhibir el alargamiento de
los telémeros.

Las frecuencias de dosificacién de ejemplo para las composiciones farmacéuticas (tales como una composicion

farmacéutica que contiene cualquiera de los compuestos Utiles para inhibir el alargamiento del teldmero desvelados
en el presente documento) incluyen, pero sin limitacién, diariamente; en dias alternos; dos veces a la semana; tres

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2734495 T3

veces a la semana; semanalmente sin interrupcion; semanalmente, tres de cada cuatro semanas; una vez cada tres
semanas; una vez cada dos semanas; semanalmente, dos de cada tres semanas. En algunas realizaciones, la
composicion farmacéutica se administra aproximadamente una vez cada 2 semanas, una vez cada 3 semanas, una
vez cada 4 semanas, una vez cada 6 semanas o una vez cada 8 semanas. En algunas realizaciones, la composicion
se administra al menos aproximadamente cualquiera de 1x, 2x, 3x, 4x, 5%, 6x, 0 7x (es decir, diariamente) a la semana,
o tres veces al dia, dos veces al dia. En algunas realizaciones, los intervalos entre cada administracién son menores
de aproximadamente cualquiera de 6 meses, 3 meses, 1 mes, 20 dias, 15 dias, 12 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias,
6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, 2 dias o 1 dia. En algunas realizaciones, los intervalos entre cada administracion son
mayores de aproximadamente cualquiera de 1 mes, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5 meses, 6 meses, 8 meses 0 12
meses. En algunas realizaciones, no hay interrupcion en el programa de administracion de dosis. En algunas
realizaciones, el intervalo entre cada administracién no es mayor de aproximadamente una semana.

La administracion de la composicion puede prolongarse durante un periodo de tiempo prolongado, tal como de
aproximadamente un mes hasta aproximadamente siete afios. En algunas realizaciones, la composicion se administra
durante un periodo de al menos aproximadamente cualquiera de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18, 24, 30, 36, 48,
60, 72 u 84 meses.

V. Kits

La presente divulgacion proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas recipientes que
comprenden un compuesto descrito en el presente documento Util para el tratamiento o prevencién del cancer. El kit
puede comprender ademas instrucciones para su uso en el tratamiento del cancer.

La presente divulgacion también proporciona un paquete o kit farmacéutico que comprende uno o mas recipientes que
comprenden uno o mas de los ingredientes de las composiciones farmacéuticas de las presentes realizaciones.
Opcionalmente asociado con dicho recipiente o recipientes puede ser un aviso en la forma prescrita por una agencia
gubernamental que regula la fabricacion, uso o venta de agentes farmacéuticos o productos bioldgicos, cuyo aviso
refleja la aprobacion por la agencia de fabricacion, uso o venta para administracion humana.

VI. Realizaciones especificas

Las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento inhiben la extension de los telomeros por la
telomerasa. Los compuestos y procedimientos también inhiben la proliferacion de células cancerosas.

Se cree que los compuestos descritos en el presente documento son reconocidos por la enzima telomerasa e
incorporados en la cadena de teldmeros en crecimiento. Una vez que el compuesto se incorpora a la cadena de
telémeros, la enzima telomerasa no puede afiadir nucleétidos de adicién a la cadena de telémeros. De esta manera,
la cadena de teldmeros se detiene o se tapa y se inhibe el alargamiento adicional del telémero.

Se prefiere que los compuestos descritos en el presente documento se acepten y usen preferentemente por la enzima
telomerasa y no sean utilizados por ADN o ARN polimerasas de mamifero. Los compuestos inhiben el alargamiento
de los teldmeros por la telomerasa como minimo 2 veces mejor que la inhibicién del alargamiento del ADN o ARN por
ADN o ARN polimerasas, al menos 5 veces mejor que, al menos 10 veces mejor que inhibir el alargamiento del ADN
0 ARN por ADN o ARN polimerasas.

En el presente documento también se describen compuestos que tienen la férmula (VIII)

G VIII
Y

.
|

Lo

o)

en el que G se selecciona de guanina-9-ilo, o sus analogos de 1-deaza o 3-deaza, Y independientemente es -OH, -
NH(CH2)aNH(CH2)nNHR?; 0 -N[(CH2),NH2](CH2).NHR?; R3 es -H o -(CH2)n NH2; n independientemente es 2-4; con la
condicion de que al menos un Y es -NH(CH2)n,NH(CH2)nNHR3; o -N[(CH2)sNH2](CH2),.NHR?3; y las sales, hidratos,
tautémeros y solvatos de los mismos. En algunos compuestos, G es guanina-9-ilo.

En algunos compuestos, al menos un Y es -NH(CH2)»NH(CH2).NHR?, R3® es -H o -(CHz):\NHz y n es,
independientemente, 2-4.
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En algunos compuestos, al menos un Y es -NH(CH2)sNH(CHz)sNH2 o -NH(CH2)sNH(CH)4sNH(CH.)3NH.. En algunos
compuestos, un Y es -NH(CH2)sNH(CH2)sNHz y el otro Y es -OH. En algunos compuestos, un Y es -
NH(CH2)3sNH(CH2)4sNH(CH)3sNH. y el otro Y es -OH. En algunos compuestos, ambos Y son -NH(CH2)sNH(CHz)4sNHa.
En algunos compuestos, ambos Y son -NH(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2.

En algunos compuestos, al menos un Y es -N[(CH2)n.NH2](CH2).NHR?, R3® es -H o -(CH2)sNHz y n es,
independientemente, 2-4.

El compuesto de formula VIII puede ser el enantiémero (R) enriquecido o aislado. El compuesto de formula VIII puede
ser el enantiomero (S) enriquecido o aislado.

En el presente documento también se describen composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
Férmula VIl con un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir el alargamiento de los teldmeros, que
comprenden poner en contacto una célula con los compuestos de Formula VIII o las composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de Férmula VIII. La célula puede ser una célula cancerosa.

En el presente documento también se describen procedimientos para acortar la longitud del teldmero en una célula o
tejido que comprende poner en contacto la célula o el tejido con los compuestos de Férmula VIl o las composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos de Férmula VIII.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar el cancer en un paciente administrando
una cantidad eficaz de los compuestos de Férmula VIII o las composiciones farmacéuticas que comprenden los
compuestos de Férmula VIII al paciente. El cancer puede ser cancer metastasico. El cancer puede ser un cancer de
piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmon, higado, estbmago, pancreas, ovario, cuello del utero, ttero, rifién,
vejiga, colon, colorrectal, prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina y tumores hematolégicos (tales
como mieloma, leucemia y linfoma).

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar a un paciente administrando una cantidad
eficaz de los compuestos de Formula VIl o las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
Férmula Vil en el que el procedimiento implica administracion oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, subcutanea o transdérmica del compuesto o la composicion farmacéutica.

En el presente documento también se describen procedimientos que utilizan compuestos de férmula (1X):

G IX
X

NN
|

L]

@)

en el que G se selecciona de guanina-9-ilo, o sus analogos de 1-deaza o 3-deaza, X independientemente es -OH, un
monofosfato, un difosfato o -OCH(R'")OC(O)OR’, R' es independientemente H o alquilo C+-Cs; y las sales, hidratos,
sus tautdomeros y solvatos; en condiciones en las que se inhibe el alargamiento del teldbmero. En algunos compuestos,
al menos un X es -OCH,OC(O)OR' y R! es alquilo C4-Cs. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es -
OCH,OC(0O)OR'y R es alquilo C4-Cs. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es -OCH,OC(O)OCH(CHjs)2.
En algunos compuestos, ambos X son -OCH,OC(O)OCH(CHs).. En algunos compuestos, un X es -OH y el otro X es
difosfato. Un compuesto especifico de Formula IX es 9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina difosfato; PMPGpp, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Un compuesto especifico de Foérmula IX es (R)-9-[2-
(fosfonometoxi)propil]-guanina difosfato; (R)-PMPGpp o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Un
compuesto especifico de Formula IX es (S)-9-[2-(fosfonometoxi)propil]-guanina difosfato; (S)-PMPGpp, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

El compuesto de Formula IX puede ser el enantiomero (R) enriquecido o aislado. El compuesto de férmula IX puede
ser el enantiomero (S) enriquecido o aislado.

En el presente documento también se describen procedimientos para inhibir el alargamiento del telémero que

comprenden poner en contacto una célula con los compuestos de Férmula IX o las composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de Férmula VIII. La célula puede ser una célula cancerosa.
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En el presente documento también se describen procedimientos para acortar la longitud del teldmero en una célula o
tejido que comprende poner en contacto la célula o el tejido con los compuestos de Férmula I1X o las composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos de Férmula VIII.

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar el cancer en un paciente mediante la
administracion de una cantidad eficaz de los compuestos de Férmula IX o las composiciones farmacéuticas que
comprenden los compuestos de Férmula VIl al paciente. El cancer puede ser cancer metastasico. El cancer puede
ser un cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmodn, higado, estbmago, pancreas, ovario, cuello del
utero, utero, rifidn, vejiga, colon, colorrectal, préstata, sistema nervioso central (SNC), cerebro, retina y tumores
hematolégicos (tales como mieloma, leucemia y linfoma).

En el presente documento también se describen procedimientos para tratar a un paciente administrando una cantidad
eficaz de los compuestos de Formula IX o las composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos de
Férmula VIl en los que el procedimiento implica administracién oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular, subcutanea o transdérmica del compuesto o la composicion farmacéutica.

También se describe en el presente documento el uso de los compuestos de Férmula IX en medicina.

En el presente documento también se describe el uso de los compuestos de Férmula VIl y Férmula IX para tratar el
cancer.

Los compuestos descritos en el presente documento inhiben el alargamiento o la extension de los telémeros en las
células por la telomerasa, incluyendo células cancerosas, cuyo efecto resultante es inhibir la proliferacion de las
células. Por consiguiente, una aplicacion principal de los compuestos descritos en el presente documento es como
agentes terapéuticos contra el cancer, y las formulaciones farmacéuticas de los compuestos se describen en el
presente documento que pueden utilizarse de esta manera.

Los compuestos de ejemplo descritos en el presente documento incluyen aquellos representados en la Tabla 1 usando
la siguiente férmula:

G
Y1
* O |
¥ﬁ_Y2
CHj o
Tabla 1
G * Enantiémero | Y' Y2
Guanina-9-ilo | Mixto -OH -NH(CHz2)3sNH(CH2)4NH..

) )
Guanina-9-ilo | Mixto -NH(CH2)sNH(CHz)4NH_ -NH(CHz2)3sNH(CH2)4NH>
-OH -NH(CH.)3sNH(CHz)4NH..
-NH(CH.)3sNH(CH2)sNH- -NH(CH2)sNH(CH2)4sNH.
-OH -NH(CHy) )

-NH(CHy) )
(CHy) )

Guanina-9-ilo | (R

Guanina-9-ilo | (R

Guanina-9-ilo | (S NH(CHz)3sNH(CH2)4NH..
-NH(CH2)sNH(CH2)4NH> NH(CH2)sNH(CH2)aNH>

Guanina-9-ilo | Mixto -OH -NH(CHz2)3sNH(CH2)4NH(CH2)3NH-

Guanina-9-ilo | (S
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(continuacion)

G * Enantiomero | Y’ Y?

Guanina-9-ilo | Mixto -NH(CHz2)3sNH(CH2)4NH(CH2)3NH- -OH

Guanina-9-ilo | (R) -OH -NH(CH2)sNH(CH2)aNH(CH2)3sNH>
Guanina-9-ilo | (R) -NH(CH2)sNH(CH2)aNH(CH2)3sNH> -OH

Guanina-9-ilo | (S) -OH -NH(CH2)sNH(CH2)4sNH(CH2)3sNH>
Guanina-9-ilo | (S) -NH(CH2)sNH(CH2)4aNH(CH2)3sNH> -OH

Guanina-9-ilo | Mixto -OH -NH[(CHz)3sNH2](CH2)4aNH>
Guanina-9-ilo | Mixto -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH- -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH-
Guanina-9-ilo | (R) -OH -NH[(CHz2)3sNH2](CH2)sNH-
Guanina-9-ilo | (R) -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH- -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH-
Guanina-9-ilo | (S) -OH -NH[(CHz)3sNH2](CH2)4aNH2
Guanina-9-ilo | (S) -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH- -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH-
Guanina-9-ilo | Mixto -OH -NH[(CHz2)3NH2](CH2)aNH(CH2)3sNH>
Guanina-9-ilo | Mixto -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH(CH2)3NH- -NH[(CHz2)3sNH2](CH2)sNH(CH2)3NH-
Guanina-9-ilo | (R) -OH -NH[(CHz2)3sNH2](CH2)sNH(CH2)3NH-
Guanina-9-ilo | (R) -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH(CH2)3NH- -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH(CH2)3NH-
Guanina-9-ilo | (S) -OH -NH[(CHz2)3sNH2](CH2)sNH(CH2)3NH-
Guanina-9-ilo | (S) -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH(CH2)3NH- -NH[(CHz2)3sNH;] (CH2)sNH(CH2)3NH-

Ejemplos

5 Los siguientes ejemplos ilustran la sintesis y las actividades de los compuestos descritos en el presente documento.

Ejemplo 1. Sintesis de los compuestos

A. Sintesis del difosfato de acido R-(((Guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico (referencia)

10
El esquema para sintetizar difosfato de acido R - (((Guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil)fosfonico se muestra en el
siguiente esquema.
A
15
’_( Cl
0._.0 N BN
cl ; ]\)\N
T ¢ L
N—>N NT>NTNH
</ | HO 2
PN — a
N™ >N "NH,
B
Cl
Cl
@] ~N
N BN /
N NN ¢ |
4 —
<N S i e N N N/)\NHZ
HO N7 N7 NH, o 7_/
20 )
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C
Cl
0 0 NN
I f I ¢
o b A Fob— oy
)O 7_/ OH 7_/
D
0 N
oD C 0 — o, N N/)\NH
I o N™SN" " NH, OH

OH

Etapa A: 20 mmol de 2-amino-6-cloropurina (Aldrich 34,230-0) se evaporaron conjuntamente con tolueno seco tres (3)
veces. Se afiadieron 150 ml de DMF seco, 30 mmol de carbonato de R-(+)-propileno (Aldrich 54,001-3), 20 mmol de
carbonato de potasio seco y la mezcla se calent6 a 90 °C durante 24 horas. Después del enfriamiento, se afiadieron
100 ml de metanol y la mezcla de reaccién se enfrié a 0 °C. El sélido se filtré y se lavé con 50 ml de metanol. El pH
del filtrado se ajustd a pH 7 con acido acético; después se evapord a sequedad. El producto se purificé utilizando
cromatografia ultrarrapida en gel de silice, comenzando con metanol al 5 % en diclorometano (DCM), seguido de
metanol al 10 %. El rendimiento en promedio fue del 50 % basado en 2-amino-6-cloropurina.

Etapa B: 2 mmol del compuesto 2-amino-6-cloroaciclico se evaporaron conjuntamente con acetonitrilo seco y se
disolvieron en 10 ml de N-metil-2-pirrolidona (NMP). Se afiadieron 6 mmol de terc-butdxido de litio y 3 mmol de reactivo
de fosfonilacion (Santa Cruz Biotechnology sc-211323) y la mezcla de reaccion se calenté a 70 °C durante 5 horas. El
progreso de la reaccion fue seguido por HPLC (17,3 min). Después del enfriamiento, se afiadié agua y el pH de la
solucion se ajusto a pH 7. El producto se extrajo con cloruro de metileno y se evaporé a 10 ml (NMP). Esta solucién
se utilizé en la siguiente etapa.

Etapa C: La solucion de NMP se evaporoé conjuntamente con acetonitrilo tres (3) veces, después se afadieron 7 mmol
de bromuro de sodio y la mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C. Se afadieron 10,6 mmol de cloruro de trimetilsililo (TMS-
Cl) y la mezcla de reaccion se calenté a 75 °C durante 5 horas. La reaccion fue seguida por HPLC (11,6 min). Cuando
se completaron, la mezcla de reaccion se enfrid, se afiadid agua y se extrajo con acetato de etilo. El pH de la fase
acuosa se ajustd a pH 3-4 con NaOH y se evapord a aproximadamente 10 ml de N-metil-2-pirrolidona (NMP). Se
afnadieron 50 ml de etanol y, después de enfriar, la sal se filtré. La solucion se evapord a N-metil-2-pirrolidona (NMP).

Etapa D: La solucién de NMP de la etapa anterior se diluyd con 20 ml de etanol y se afiadieron 20 ml de HCI 5M. Esta
solucién se mantuvo a 55 °C durante 3 horas, la reaccion se controlé6 mediante HPLC (9,5 min), se enfrié y se afiadieron
20 ml de etanol. La sal precipitada se separé por filtracion y la solucion se evapord. EI NMP restante se elimind
mediante trituracion con acetonitrilo y el producto final se filtro.

Procedimiento de HPLC: Disolvente A: Acetato de trietilamonio 50 mM; Disolvente B: acetonitrilo; Gradiente: 0-50 %
de B en 25 minutos; Caudal de 1 ml/min; columna C1s 4,6x250 mm; Etapas A-C monitorizadas a 300-330 nm, Etapa
D monitorizada a 260 nm.

B. Sintesis del difosfato de acido S-(((Guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico (referencia)

El esquema para sintetizar difosfato de acido S -(((Guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil)fosfonico es el mismo que el
descrito para difosfato de acido R-(((Guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metilo)fosfénico como se muestra en el Ejemplo 1A
anterior, sustituyendo carbonato de S-(-)-propileno por carbonato de R-(+)-propileno.

C. Sintesis del éster diisopropiloxi del acido R - (((quanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil)fosfénico (referencia)

El procedimiento de sintesis se muestra en el siguiente esquema.
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0 0
0 A\ J\
HO_ O </N | NH 0700, P </N | )N\H
N_/4 —_— , P
Ho’P\LO N N/)\NHZ 7/0\“/0\/0 ¥O N N NH,
0]

En el esquema anterior, 0,5 mmol de acido R-((((guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico se evaporé junto con
acetonitrilo seco, luego se disolvié en 5 ml de NMP. Se afadieron 280 pl de trietilamina (4 eq) y 160 mg de bromuro
de tetrabutilamonio (1 eq) y la mezcla se calenté a 50 °C. A esa temperatura, se anadieron 380 pl (5 eq) de
isopropilcarbonato de clorometilo (Santa Cruz Biotech sc-211074) y la mezcla de reaccion se agit6 a 50 °C durante 5
horas (o menos, dependiendo de la monitorizaciéon por HPLC). El producto se eluye a los 22,8 minutos y el monoéster
a los 14 minutos. Después de que se completara la reaccion, la mezcla se enfrié y los productos se precipitaron con
ciclohexano. Al residuo oleoso se afiadié cloruro de metileno y se extrajo con agua. La capa organica se seco y se
evapor6 hasta obtener un aceite que contenia una pequefia cantidad de NMP. Después de la diluciéon con agua, la
solucion se purificé por HPLC. El producto se extrajo de las fracciones recogidas con cloruro de metileno y la solucién
se evaporo. El aceite resultante se disolvio en DMSO y la concentracion se determiné mediante espectrofotometria
UVv.

Procedimiento de HPLC: Disolvente A: Acetato de trietilamonio 50 mM; Disolvente B: acetonitrilo; Gradiente: 0-50 %
de B en 25 minutos; Caudal de 1 ml/min; columna C+s 4,6x250 mm; Etapas A-C monitorizadas a 300-330 nm; Etapa
D monitorizada a 260 nm.

La sintesis de disoproxilo acido S-((((Guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfonico se realizd siguiendo el mismo
procedimiento comenzando con acido S-(((Guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil)fosfonico.

D. Sintesis del acido R-(((quanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil) fosfénico o amidato de espermina o espermidina

El procedimiento de sintesis se muestra en el siguiente esquema.

0 O
N N N
HO, 0 ) fLNH HO, /,O ) fNH HO, ,,0 <’, f\NH
HOIP\—D <N ’;l‘ ; (\)'P\_O <N ’;L‘NHQ R’P\__O N A‘NHQ

N

H
R= HEN”‘\/\N/WNWNH espermina
H

H
R= HENM/N\/\JNH espermidina

En el esquema anterior, 0,1 mmol de acido R-((((guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil)fosfonico se evaporo junto con DMF
seco, Luego se disolviéo en 5 ml de DMF. Se afiadieron 80 mg de carbonildiimidazol (5 eq) y la mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 24 horas. Después, se afiadieron 30 pl de metanol y la mezcla de reaccién se agitd
durante 10 min. Se afiadieron 5 eq de espermina o espermidina y la mezcla de reaccion se agitdé durante 24 horas.
Después de la adicion de 5 ml de tampdn acetato de trietlamonio 50 mM, la mezcla de reaccion se evaporo y se
disolvié en agua para purificacion por HPLC. Los productos eluidos mas tarde, luego el material de partida y se
recolectaron como un conjunto de picos (la amina primaria o secundaria reacciono). Los productos no se retuvieron
en la columna de intercambio i6nico y el espectro de RMN de fosforo 3'P mostro picos a 19,946 y 19,873 ppm. El
material de partida tiene un solo pico a 16,258 ppm.

Procedimiento de HPLC: Disolvente A: Acetato de trietilamonio 50 mM; Disolvente B: acetonitrilo; Gradiente: 0-50 %

de B en 25 minutos; Caudal de 1 ml/min; columna C+s 4,6x250 mm; Etapas A-C monitorizadas a 300-330 nm; Etapa
D monitorizada a 260 nm.
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La sintesis de amidato de espermina o espermidina de acido S-((((Guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil) fosfénico se
realiza siguiendo el procedimiento anterior comenzando con acido S-(((Guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil)fosfénico.

E. Sintesis del acido (((2-((2-amino-6-o0xo-1H-purin-9 (6H)-il)metil)alil)oxi)metil)fosfénico (referencia)

El procedimiento de sintesis se muestra en el siguiente esquema.

Q i 0 |\)'|\/ Q
P07, paraformaldehido LPr—0—fi__oH c Cl ipr—ooi OJ\,CI

# - ’P,____/
i-Pr=0 i-Pr—0 i-Pr=0
1 2 3
Cl
N— Ay cl o
<!N le’L‘NH QNfN acido férmico o {,NfLiH
H z Q P -Pr—0- #
I_Pr-o“"F'—-.../OJI\/N N’L\NHQ — - I; _O.P"'"—"O\)I\/N N” "NH
i-Pr—0 e 6
4
0
TMSBr, o {,kaiH
M"‘ HO‘ZIS#O\JJ\/N N, NH;
HO ;

Etapa 1: Preparacion del compuesto 2: A una suspension de paraformaldehido (3,65 g, 120 mmol) en
diisopropilfosfonato (20 g, 120 mmol) se afadio trietilamina (1,66 ml). Los reactivos se calentaron en un bafio de aceite
a 130 °C con agitaciéon enérgica durante 4 horas. Los compuestos volatiles se eliminaron al vacio y el residuo se
cromatografié en gel de silice usando acetato de etilo para proporcionar el compuesto 2 (20 g, rendimiento: 85 %)

Etapa 2: Preparacion del compuesto 3: Una solucion de Compuesto 2 (2,62 g, 13 mmol) en DMF (10 ml) se enfri6 a -
78 °C y se anadio NaH (1,08 g) en porciones. La mezcla se calentd lentamente a -20 °C y se afiadié 2-clorometil-3-
cloropropeno (5 g, 40 mmol). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 6 horas, se repartid
entre acetato de etilo y agua, y se evaporo la capa organica. El residuo se sometié a cromatografia en gel de silice
usando acetato de etilo:éter de petréleo 1:1 para alcanzar 3 (0,65 g, rendimiento: 18 %)

Etapa 3: Preparacion del compuesto 4: El compuesto 3 (28,4 mg, 0.1 mmol) se disolviéo en DMF (1 ml), se afiadio 2-
amino-6-cloro-purina (17 mg, 0,1 mmol) y Cs,COs3 fresco (32,5 mg, 1 mmol) a la solucién y con agitacion enérgica
durante la noche a temperatura ambiente. La mezcla se diluyé con acetato de etilo y se filtré para eliminar el sélido.
La capa acuosa se extrajo dos veces con acetato de etilo, las capas organicas se combinaron y se lavaron con
salmuera, se secaron sobre Na;SO4 y se concentraron al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en
columna de gel de silice (hexano/acetato de etilo= 9/1), para dar el compuesto 4 (10 mg, rendimiento: 30 %)

Etapa 4: Preparacion del compuesto 6: El compuesto 4 (500 mg, 1,2 mmol) se disolvié en acido trifluoroacético (TFA)
(5 ml). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 24 horas en argén hasta que se consumio todo
el material de partida. La mezcla de reaccién se concentrd a presion reducida para dar el compuesto 6 en forma de
un aceite marrén (480 mg, 100 % de rendimiento, confirmado mediante LCMS). El compuesto 6 se usé para la
siguiente etapa sin purificacion adicional.

Etapa 5: Preparacion del compuesto 7: A una solucién del compuesto 6 (480 mg, en bruto) en acetonitrilo (MeCN) (5
ml), se afiadié bromotrimetilsilano (TMSBr) (2 ml) gota a gota a temperatura ambiente en argén. La mezcla resultante
se agitd a temperatura ambiente durante 36 horas. La LCMS mostré 85 % de producto formado y 13 % de material de
partida todavia existia. Por lo tanto, la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente hasta que se consumio el
material de partida.

F. Sintesis de conjugados de nucleésido fosfonato de poliamina aciclica

El procedimiento de sintesis se muestra en el siguiente esquema.
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Procedimiento A: El acido acido libre de fosfonato de nucledsido (0,1 mmol) se secdé por evaporacion con DMF seco
o en un desecador sobre pentdxido de fésforo. El compuesto se disolvio en 5 ml de DMF seco y se afiadieron 0,5
mmol de carbonildiimidazol, a continuacion, la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante la noche.
Después de la adicion de 30 pl de metanol seco, se afiadieron 0,5 mmol de poliamina y la mezcla de reaccion se agitd
a temperatura ambiente durante la noche. Los disolventes se eliminaron por evaporacion al vacio y el residuo se triturd
con éter dietilico y luego se disolvié en agua. El producto se aislé por HPLC utilizando una columna de fase inversa
C18 con un gradiente lineal de acetonitrilo al 40 % en 30 minutos y acetato de trietilamonio 50 mM como eluyente A.

Procedimiento B: Se disolvié acido acido libre de fosfonato de nucledsido seco - 0,1 mmol - en 4 ml de DMF y se
afiadieron 1 ml de piridina y 60 mg de dimetilaminopiridina (DMAP). Se disolvié 1 mmol de trifenilfosfina en 1,5 ml de
DMF, y se disolvié 1 mmol de disulfuro de piridinio también en 1,5 ml de DMF. Las dos soluciones se afiadieron a la
solucion de fosfonato simultaneamente. La mezcla de reaccion se calentd a un maximo de 50 °C durante 10 minutos
para que se disolviera, luego se agité durante 4 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se vertid en
100 ml de acetona que contenia 2 ml de perclorato de litio saturado y se centrifugd. El sedimento se traté después con
10 mmol de poliamina en 3 ml de agua durante una hora. El producto se aislé/purificé como anteriormente.

Conjugado de espermina PMPG: RMN 3'P 19,786 ppm, MS m/z MH* 488,5
Conjugado de espermidina PMPG: RMN 3'P 20,091 ppm, MS m/z MH* 431.2
Conjugado de espermidina PMIBeG: RMN 3'P 19,476 ppm, MS m/z MH* 443,3
Conjugado de decilamina PMPG: RMN 3'P 18,572 ppm, MS m/z MH* 443 4

G. Sintesis de conjugados de nucleésido fosfonato de poliamina aciclica

El procedimiento de sintesis se muestra en el siguiente esquema.
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Procedimiento C: Se disolvié acido libre de nucledsido aciclico seco - 0,1 mmol - en 6 ml de DMF/piridina a 1:1 y se
afadieron 0,5 mmol de poliamina y 10 mmol de diciclohexilcarbodiimida. La mezcla se agit6 a 85 °C durante 4 horas.
Después del enfriamiento, la mezcla de reacciéon se evaporé al vacio, se trituré con éter, después se suspendié en
acetona y se centrifugé. El sedimento se suspendié en agua y se purificé por HPLC como anteriormente usando un
gradiente mas pronunciado, hasta 70 % de acetonitrilo. En la presente reaccion, el compuesto bis sustituido también
se forma y se eluye mas tarde, que el compuesto mono sustituido.

Bis PMPG espermina: RMN 3'P 20,014 ppm, MS m/z MH* 773,4

Ejemplo 2. Actividad de compuestos en ensayos bioquimicos y celulares

Materiales y procedimientos

A. Ensayo de extension de cebadores

El difosfato de acido (((guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico (PMPGpp) actia como un terminador de la cadena
y compite con dGTP.

La telomerasa humana purificada se incubd con d(TTAGGG); y desoxinucledsidos trifosfatos durante 90 minutos a 37
°C. Todas las reacciones se realizaron en presencia de dTTP 200 uM y dATP 10 uM (50.000 cpm/pmol a-33P-dATP).
La actividad se determiné incubando el extracto de telomerasa purificado por afinidad con 1 uyM de cebador
[d(TTAGGG)3], dTTP 200 uM, DGTP 50 uM, dATP 10 uM, 10 uCi [0-33P] dATP (2000-4000 Ci/mmol) en un tampdn
que contiene (N-2-hidroxietilpiperazina-N'3-propanosulfonico)-NaOH 50 mM a pH 8,5, MgCl, 1 mM, DTT 1 mM, glicerol
al 5%, EGTA 0,5 mM y KOAc 100 mM en un volumen de reaccion final de 40 pl. Los productos de extension de
cebadores se analizaron en un gel de poliacrilamida al 15 % que contenia urea 7M. Una escalera de telomerasa
caracteristica tiene multiples bandas (22 nt + 6n [[TTAGGG)sTTAG]»). Si un compuesto no es un sustrato, entonces
(TTAGGG)3TTA (21 nt). Si un compuesto es un terminador de cadena, entonces (TTAGGG);TTAG* (22 nt).

La figura 1 es una fotografia de un gel de poliacrilamida al 15 % que contiene urea 7 M que muestra los productos de
extension del cebador en presencia de compuestos. Las reacciones que contienen dGTP 50 o 100 uM, (carriles 1y 2)
muestran una escalera caracteristica de 6 nucleétidos. Los carriles 8-11 contienen concentraciones crecientes de
PMPGpp (n.° ID 142692) ademas de dGTP 50 pM. El carril 12 contiene solo PMPGpp 50 uM de (n.° ID 142692). Los
carriles 3-7 muestran una comparacion utilizando el terminador de cadena conocido, 3'-azido-dGTP.

Las Clso para (R)-PMPGpp y (S)-PMPGpp se muestran en la Tabla 3. El difosfato de acido (R)-(((guanina-9-ilo) propan-
2-oxi)metil)fosfénico es reconocido eficazmente por la telomerasa humana y se afiadié al extremo 3' de un cebador
telomérico que da como resultado la terminacion de la cadena. La molécula compite con dGTP y cuando se mide en
un ensayo sin células, utilizando concentraciones de telomerasa y dGTP purificadas de 50 uyM, muestra una Clso de
aproximadamente 1,0 uM.

B. Ensayo de placa de destello

Determinacion de la Clsq para PMPGpp, (R)-PMPGpp y (S)-PMPGpp. La actividad de la telomerasa se determind
utilizando el ensayo "placa de destello" con concentraciones de PMPGpp que varian de 0,05 uM a 50 puM. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.
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El compuesto se preincubd con extracto de telomerasa purificado por afinidad, Cebador 100 nM [5 'biotina-d
(AATCCGTCGAGCAGAGTT)], dTTP 120 uM, DGTP 20 pM, dATP 10 pM, en un tampodn que contiene acetato de tris
50 mM (pH 8,2), MgCl> 1 mM, DTT 1 mM, EGTA 0,5 mM y KOAc 150 mM, [d (CCCTAACCCTAACCCTAACCC)]
marcado con 3P 5,4 nM (6 X 10° cpm/nmol) en un volumen de reaccion final de 30 pl. Las incubaciones se realizaron
durante 90 minutos a 37 °C. Tras la interrupcién de la reaccion con EDTA (10 mM), los productos de la reaccién se
capturaron en una FlashPlate de 96 pocillos recubierta con estreptavidina. Después de un periodo de captura de 2
horas para el cebador, Las placas se lavaron cinco veces (2X SSC, 0,1 % de SDS, EDTA 10 mM) y se contaron.

Tabla 3: Clso de los compuestos en Flashplate y Ensayo de extensién de cebadores
Extension de
Compuesto Flashplate Clso cebadores Cls
(R)-PMPGpp (referencia) 1,0 uyM 1,0 uyM
(S)-PMPGpp (referencia) 14,1 uM 13,5 uM

C. Ensayo ex vivo

La inhibicion de la telomerasa se observa en las células después de la adicion de los profarmacos éster de (R)-PMPG-
diisopropiloxi o éster de (S)-PMPG-diisopropiloxi. Las células HT3 se trataron durante tres dias con concentraciones
crecientes de éster de PMPG-diisopropiloxi en un intervalo de 0,2 yM a 20 pM. Las células (HT3 RPMI + FBS al 10
%) se incubaron con un compuesto durante 24 horas, después de lo cual se afiadio el cebador PSTS (fosforotioato-d
(AATCCGTCGAGCAGAGTT que contiene un marcador 5'Cy-5) (7,5 uM) y un compuesto fresco durante 24 horas
mas. Las células se lisaron y la telomerasa enddgena se inactivo por calentamiento (15 min, 75 °C). Los productos se
amplificaron mediante 30 ciclos de PCR en las condiciones TRAP expuestas anteriormente y se cuantificaron. Los
resultados de dos experimentos independientes se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Clso de compuestos en ensayo ex vivo

Compuesto Ensayo ex vivo Clsg
Ester de (R)-PMPG diisopropiloxi (referencia) 1,2-3,2 uyM
éster de (S)-PMPG diisopropiloxi (referencia) >20 uM

Un profarmaco, el éster diisopropiloxi del acido (R)-(((Guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico inhibio la telomerasa
en un ensayo de telomerasa basado en células, que tiene un valor de Clsy de entre 1,0-3,0 uM. El propio profarmaco
estaba inactivo en el ensayo de telomerasa sin células, lo que indica que se convierte en la molécula activa en las
células.

D. Ensayo de fragmentos de repeticion de telémeros

La adicién del profarmaco de éster de PMPG diisopropiloxi a las células da como resultado un acortamiento del
telémero. Se trataron tres lineas celulares de cancer diferentes con diisopropiloxi éster 10 uM o 20 uM durante varias
semanas. En los momentos indicados, se extrajo el ADN y se determinaron las longitudes medias de los teldémeros
mediante el procedimiento TRF.

La figura 2A muestra que las células U87 gb se trataron con éster de PMPG diisopropiloxi (n.° ID 142715) (carril 4),
2' desoxi, 3' fenilamida C6, 5' tiofosfato de guanosina (carril 3), 2' desoxi, 3 ’azido, 5' tiofosfato de guanosina (carril 2)
o sin tratar (carril 1).

La figura 2B muestra células Caki 1 tratadas durante cinco semanas con éster de PMPG diisopropiloxi 10 uM o 20
MM (N.° ID 142715) (carriles 3 y 4) en comparacion con células no tratadas o tratadas con DMSO (carriles 1y 2).

La Figura 2C muestra el tratamiento de células A549 durante siete semanas usando éster diisopropiloxi de PMP 10
MM o 20 uM (carriles 3 y 4) en comparacion con células no tratadas o tratadas con DMSO (carriles 1y 2). Las células
se mantuvieron en presencia de compuesto y se pasaron cuando confluyeron (1-2 X por semana). Se dejé que las
células se adhirieran ala placa (18-24 h) antes de afiadir el compuesto fresco. EI ADN gendmico se aislo de las células
y se digirieron 3-6 pg con Hinf | y Rsa I. Las muestras se separaron en un gel de agarosa al 0,8 % (tampdn TAE 1X).
El gel se transfirié a una membrana de nailon cargada positivamente y se sondé utilizando el kit de ensayo de longitud
de telébmeros TAGGG (Roche, n.° de cat. 12 209 136 001).

El tratamiento de varias células cancerosas in vitro durante un periodo prolongado (4-6 semanas) con el éster
diisopropiloxi del acido profarmaco (R)- (((Guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico da como resultado un
acortamiento del teldbmero en aquellas células, demostrando no solo que el éster de diisopropiloxi del acido (R)-
(((guanina-9-ilo)propan-2-oxi)metil) fosfénico se convierte eficientemente en el trifosfato, sino que lo mas importante
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es que la molécula activa se afiade a su sustrato natural (extremos del cromosoma) en las células.

E. Ensayos de tratamiento a larqgo plazo

El tratamiento a largo plazo de las células de glioblastoma U87 con éster de diisopropiloxi de PMPG reduce la
proliferacién celular.

Las células de glioblastoma U87 se trataron con éster de diisopropiloxi 10 uM o 20 uM durante 47 dias. A la mayor
concentracion de farmaco, las células dejaron de dividirse y se termind el experimento. Se muestran las curvas de
crecimiento (Fig. 3A). En la Figura 3B, se sembraron nimeros de células iguales (75.000/pocillo) después de 5
semanas de tratamiento con el farmaco. Se tomaron fotos 6 dias después. También se ha observado una reduccién
en la proliferacion celular en las células cancerosas in vitro, lo que sugiere que esta reduccion en el crecimiento es
una consecuencia del acortamiento de los telémeros.

F. Inhibicién del crecimiento de tumores humanos en modelos animales

Se probaran las capacidades de los compuestos para inhibir el crecimiento de tumores humanos en animales. Los
ratones atimicos (nu/nu) se inocularan con células tumorales DU-145 en ambos flancos. Cuando los tumores (dos
tumores/ratén) alcanzan un tamafio de 50 - 100 mm?3, los ratones recibiran la administracion oral de éster de
diisopropiloxi PMPG diariamente. Se sacrificara a los ratones después de al menos una semana y se evaluara el
tamafio de los tumores. Se espera que los ratones tratados con éster de diisopropiloxi PMPG tengan tumores mas
pequefios que los ratones de control.

Ejemplo 3. Cribado de compuestos en ensayos bioquimicos y celulares

El cribado de compuestos multiples se realizd mediante: (1) evaluacion de cada compuesto como un dNTP y
determinando su capacidad para servir como un sustrato de telomerasa y terminador de cadena usando un ensayo
de extension de cebadores para la actividad de la telomerasa; (2) si un compuesto era un terminador de cadena, la
version de profarmaco de este compuesto se examind utilizando el ensayo de TRAP ex vivo para determinar si
puntuaba como un inhibidor de la telomerasa evaluando: (a) si el profarmaco podria convertirse en un trifosfato; (b) la
Clso celular que utiliza el conjunto de dGTP enddgeno; y (c) captacion celular. Ademas, se usaron ensayos celulares
a largo plazo para evaluar la capacidad de un compuesto para acortar los teldmeros y efectuar la proliferacion celular,
con: (a) efecto retardado sobre la proliferacion y (b) falta de citotoxicidad en células primarias (negativas para
telomerasas) o células transformadas en alt como indicadores positivos.

Materiales y procedimientos

A. Primer Ensayo de Extension para la actividad de la telomerasa

La telomerasa humana purificada se incubd con d(TTAGGG); y desoxinucledsidos trifosfatos durante 90 minutos a 37
°C. Todas las reacciones se realizaron en presencia de dTTP 200 uM y dATP 10 uM (50.000 cpm/pmol a-33P-dATP).
La actividad se determiné incubando el extracto de telomerasa purificado por afinidad con 1 uyM de cebador
[d(TTAGGG)3], dTTP 200 uM, DGTP 50 uM, dATP 10 uM, 10 uCi [0-33P] dATP (2000-4000 Ci/mmol) en un tampdn
que contiene (N-2-hidroxietilpiperazina-N'-3-propansulfénico)-NaOH 50 mM a pH 8,5, MgCl, 1 mM, DTT 1 mM, glicerol
al 5%, EGTA 0,5 mM y KOAc 100 mM en un volumen de reaccion final de 40 pl. Los productos de extension de
cebadores se analizaron en un gel de poliacrilamida al 15 % que contenia urea 7M. Una escalera de telomerasa
caracteristica tiene multiples bandas (22 nt + 6n [([TTAGGG);TTAG],). Si un compuesto no es un sustrato, entonces
(TTAGGG)3TTA (21 nt). Si un compuesto es un terminador de cadena, entonces (TTAGGG);TTAG* (22 nt).

B. Ensayo de placa de destello

El compuesto se preincubd con extracto de telomerasa purificado por afinidad, Cebador 100 nM [5 'biotina-d
(AATCCGTCGAGCAGAGTT)], dTTP 120 pM, dGTP 20 pM, dATP 10 uM, en un tampdn que contiene acetato de tris
50 mM (pH 8,2), MgCl, 1 mM, DTT 1 mM, EGTA 0,5 mM y KOAc 150 mM, [d (CCCTAACCCTAACCCTAACCC)]
marcado con 3P 5,4 nM (6 X 10° cpm/nmol) en un volumen de reaccion final de 30 pl. Las incubaciones se realizaron
durante 90 minutos a 37 °C. Tras la interrupcion de la reaccion con EDTA (10 mM), los productos de la reaccién se
capturaron en una FlashPlate de 96 pocillos recubierta con estreptavidina. Después de un periodo de captura de 2
horas para el cebador, las placas se lavaron cinco veces (2X SSC, 0,1 % de SDS, EDTA 10 mM) y se contaron.

C. Ensayo de fragmentos de repeticién de telémeros (TRF)

Aproximadamente 1-2 ug de ADN gendmico de cada linea celular o tejido fueron digeridos por Hinf/Rsal durante 2
horas a 37 °C. Tras la digestion del ADN, los fragmentos de ADN gendmico se separaron en un gel de agarosa al 0,8
% y se transfirieron a una membrana de nailon mediante transferencia. Todos los reactivos de hibridacién y deteccién
de membrana se proporcionaron en el kit de ensayo de longitud de teldmeros TeloTAGGG (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania). Las membranas de transferencia se hibridaron con una sonda de PNA marcada con

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734495 T3

digoxigenina (DIG) especifica para repeticiones teloméricas, seguido de una incubacién con anti-DIG-fosfatasa
alcalina de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La fosfatasa alcalina se cuantificé utilizando el sustrato
quimioluminiscente. Las longitudes de los teldmeros se calcularon de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

E. Ensayo TRAP ex-vivo

Las células HT3 se trataron durante tres dias con concentraciones crecientes de uno o mas de los compuestos
indicados que varian de 0,2 yuM a 20 yM. Las células (HT3 RPMI + 10 % FBS) se incubaron con compuesto durante
24 horas, después de lo cual se afadio el cebador de PSTS (fosforotioato-d (AATCCGTCGAGCAGAGTT que contenia
un marcador en 5' de Cy-5) (7,5 uM) y se afiadié compuesto fresco durante 24 horas adicionales. Las células se lisaron
y la telomerasa enddgena se inactivo por calentamiento (15 minutos, 75 °C). Los productos se amplificaron mediante
30 ciclos de PCR en las condiciones de TRAP establecidas en Kim et al., Science 266:2011, 1997 y se cuantificaron.

F. Ensayos de tratamiento a largo plazo

Las lineas celulares indicadas se trataron con 10 uM o 20 uM de PMPG profarmaco de éster de diisopropiloxi de acido
[(R)- (((Guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfonico (n.° de ID 142715) durante 47 dias. Las células se dividieron cada
5-7 dias. A la mayor concentracion de farmaco, las células dejaron de dividirse y se termind el experimento.

Resultados

La Figura 4A es una fotografia de un gel resultante de un ensayo de extension de cebador ejecutado en modo de
competicion. De izquierda a derecha, los carriles 1y 2 (marcados con "-") muestran una escalera caracteristica de 6
nucledtidos. Los carriles 3-8 contienen concentraciones crecientes de difosfato de acido (R)-(((Guanina-9-il) propan-
2-oxi)metil)fosfénico (R-PMPGpp) (n.° de ID (142692), de 0,25 uM a 50 uM. La molécula compite con dGTP y cuando
se mide en un ensayo sin células, utilizando concentraciones de telomerasa y dGTP purificadas de 50 yM, muestra

una Clso de aproximadamente 1,0 uM.

La Figura 4B muestra la actividad del difosfato de acido (R)-(((Guanina-9-il)propan-2-oxi)metil)fosfénico R-PMPGpp)
(n.° de ID 142692). El porcentaje de actividad se determind en funcion de los valores obtenidos mediante el analisis
Phospholmager de la intensidad de las bandas de gel en la Figura 4A.

Conjuntamente, las Figuras 4A y 4B muestran que R-PMPGpp (n.° de ID 142692) es reconocido eficientemente por
la telomerasa humana y se afiadi6 al extremo 3' de un cebador telomérico, dando como resultado la terminacién de la
cadena.

La Figura 5 muestra un ensayo Ex Vivo TRAP con un profarmaco DE PMPG (n.° DE ID 142715). Se muestran dos
resultados de ensayo independientes para el mismo compuesto. Muestra los resultados de un ensayo TRAP ex vivo.
La inhibicion de la telomerasa se observa en las células después de la adicién del profarmaco PMPG [éster de
diisopropiloxi de acido R-(((guanina-9-ilo) propan-2-oxi)metil)fosfénico) (n.° DE ID 142715). Este compuesto es
captado eficientemente por las células, se convierte en el farmaco activo dentro de las células y compite con el grupo
de dGTP endoégeno.

La Figura 6 muestra las curvas de crecimiento de las células Caki-1 tratadas con el profarmaco PMPG 10 uM o 20
MM éster diisopropiloxi de acido [R-(((Guanina-9-il)propan-2-oxi)metil)fosfonico] (n.° de ID 142715). El crecimiento
reducido de las células Caki-1 se manifiesta después de una duracion similar usando el profarmaco PMPG (n.° de ID
142715).

El acido libre de PMPG (n.° de ID 142693) fue agudamente citotdxico a una concentracion de 200 uM, pero mostré
una citotoxicidad minima a dosis terapéuticas (10 uM y 20 pM).

La Figura 7 muestra las curvas de crecimiento para las células A549 tratadas con el profarmaco PMPG 10 uM o 20
MM de éster diisopropiloxi de acido [R-(((Guanina-9-il)propan-2-oxi)metil)fosfénico (n.° de ID 1427150) comparado con
Imetelstat 5 uM o 10 yM (163 I). La inhibicion del crecimiento se observa en las células A549, aunque con un retraso
significativo. Estos resultados sugieren que el crecimiento celular se vio afectado por el desgaste relacionado con los
teldbmeros en lugar de la citotoxicidad.

La Figura 8A es una fotografia de un gel resultante de un ensayo de extension de cebadores. De izquierda a derecha,
el carril 1 (marcado con "-") muestra una escalera caracteristica de 6 nucledtidos. Los carriles 2-5 contienen
concentraciones crecientes de difosfato de acido (R)-(((Guanina-9-il) propan-2-oxi)metil)fosfonico (R-PMPGpp) (n.° de
ID 142692), de 0,4 uM a 50 uM. Los carriles 6-9 contienen de 0,4 uM a 50 uM de PMIBeGpp (n.° DE ID 142810).

La Figura 8B muestra la inhibicién de la dosis de telomerasa de respuesta a la dosis para R-PMPGpp (n.° de ID
142692) en comparacion con PMIBeGpp (n.° de ID 142810). El porcentaje de actividad se determiné en funcion de los
valores obtenidos mediante el analisis Phospholmager de la intensidad de las bandas de gel en la Figura 8A. PMIBeG
es aproximadamente dos veces menos potente que R-PMPGpp.
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El acido libre de PMIBeG [acido (((2 - ((2-amino-6-oxo-1H-purin-9 (6H) -il)metil)alil)oxi)metil) fosfénico] (n.° de ID
142811) es menos citotdxico que PMPG, y no mostré ningun efecto en el cultivo de tejidos a concentraciones de 200
MM cuando se probd en células RPE-64-tv.

La Figura 9 muestra las curvas de crecimiento para las células Caki-1 tratadas con éster diisopropiloxi de PMIBeG 10
0 20 uM (n.° de ID 142820) o acido libre de PMPG (N.° de ID 142693). El éster diisopropiloxi de PMIBeG reduce el
crecimiento de células cancerosas similar al acido libre de PMPG.

La Figura 10 muestra el gel resultante de un ensayo de fragmentos de repeticion de telémeros utilizando células A549.
El carril 1 es una escalera de 21,2 kb a 1,9 kb. Los carriles 2 y 3 tienen 10 uM y 5 puM, respectivamente, de acido libre
de PMPG (n.° DE ID 142693). Los carriles 4 a 6 tienen 10 uM, 5 uyM y 2,5 uM, respectivamente, del profarmaco PMPG
(n.° de ID 142715). El carril 7 tiene 2 yM de Imetelstat (163 1). El carril 8 tiene 2 uM de un apareamiento incorrecto.
Los carriles 9 y 10 tienen 20 uM y 10 pM, respectivamente, del acido libre de PMIBeG [(((2 - ((2-amino-6-oxo-1H-purin-
9 (6H)-il)metil)alil)oxi)metil) fosfénico] (n.° DE ID 142811). Las cantidades indicadas de cada compuesto se afadieron
a las células A549. Después de aproximadamente 70 duplicaciones de poblacion, se cosecharon las células y las
longitudes de los telémeros se determinaron utilizando TRF. Las longitudes promedio estimadas de los telémeros
fueron: (1) Control de MM/apareamiento incorrecto: 7 kb; (2) Imetelstat/163 I: 4,3 kb; (3) profarmaco PMPG (10 uM y
5 uM): 4 kb; (4) acido libre de PMPG (5 uM y 10 pM): 4 kb; (5) profarmaco PMIBeG (50 uM): 4,3 kb; (6) acido libre de
PMIBeG (20 pM): 5 kb.

Se realizaron ensayos de fragmentos de repeticion de telémeros utilizando células U87 inmortales. Se afiadieron a las
células un profarmaco PMIBeG 10 uM o 20 uM (N.° de ID 142820) o un profarmaco PMPG (N.° de ID 142715). Se usé
Imetelstat (163 1) como referencia y se utilizd un apareamiento incorrecto como control negativo. Después de
aproximadamente 20 duplicaciones de poblacion, se cosecharon las células y las longitudes de los telomeros se
determinaron utilizando TRF. Las longitudes promedio estimadas fueron: (1) control de apareamiento incorrecto: 5 kb;
(2) Imetelstat (163 I): 3,5 kb; (3) Profarmaco PMIBeG (n.° de ID 142820) a 20 uM: 4 kb; (4) Profarmaco PMIBeG (n.°
de ID 142820) a 10 pM: 4,1 kb; (5) Profarmaco PMPG (n.° de ID 142715): 3,5 kb.

Las curvas de crecimiento se prepararon utilizando células U87 inmortales tratadas con: Profarmaco PMIBeG 10 yM
020 uM (n.° ID 142820), Profarmaco PMPG 10 uM o 20 uM (N.° de ID 142715) o Imetelstat 2 yM (163 I). Las células
U87 para los ensayos de TRF se recolectaron después de aproximadamente 20 duplicaciones de la poblacion
acumulada. El profarmaco PMPG dio como resultado un crecimiento reducido de células U87 inmortales en las
concentraciones de 20 uM y 10 pM.

Ejemplo 4: Inhibicién del crecimiento de tumores humanos en modelos animales

Materiales y procedimientos

Las células Caki-1 de pase bajo se inyectaron por via subcutanea en el flanco de ratones SCID sin pelo exogamicos
(SHO) que recibieron 30 mg/kg de uno de los siguientes mediante inyeccion intraperitoneal: vehiculo (PBS con un 0,4
% de Tween 20), Imetelstat (163 I), acido libre de PMPG (n.° de ID 142693) o profarmaco de PMPG (n.° de ID 142715).
Los calibradores se utilizaron para medir la longitud y el ancho del tumor dos veces por semana, y se calculd el volumen
del tumor. Una vez que un tumor crecié a > 50 mm?3, el animal entr6 al azar en un grupo de estudio, de control o de
tratamiento. Los animales recibieron 30 mg/kg de compuesto por inyeccion intraperitoneal durante la duracion del
estudio. El vehiculo de control fue PBS con un 0,4 % de Tween 20. El volumen del tumor se midié cada dos semanas
y se sacrificd a los animales cuando el tamafio del tumor era > 2000 mm? o en la fecha definida de finalizacion del
estudio.

Al final del estudio, se realizd una transformacion lineal de las curvas de crecimiento tumoral. La pendiente de las
curvas de crecimiento para cada grupo de tratamiento se derivé utilizando un modelo lineal de efectos mixtos. La
interseccion con Y se usé para confirmar el tamafo de inicio del tumor al azar en el momento en que los animales
entraron en el estudio.

Resultados

La Figura 11 muestra la grafica de las curvas de crecimiento ajustadas (dia de Imetelstat < 41) obtenidas cuando se
inyectaron células Caki-1 de pase bajo por via subcutanea en el flanco de ratones SCID sin pelo exogamicos (SHO)
que recibieron 30 mg/kg de vehiculo (PBS con 0,4 % de Tween 20), Imetelstat, acido libre de PMPG (N.° de ID 142693)
o profarmaco de PMPG (N.° de ID 142715) mediante inyeccion intraperitoneal. El acido libre de PMPG (N.° de ID
142693) e Imetelstat (163 1) utilizados como referencia mostraron una reduccién en el crecimiento del tumor en
comparacion con un control de vehiculo. El nivel de reduccion observado es consistente con los efectos de sorafenib
y sunitinib, ambos utilizados actualmente como terapias dirigidas para el cancer de rifidén (véase Miyake et al.,
Oncology Letters, Vol. 3: 1195-1202 (2012)). El profarmaco PMPG (n.° de ID 142715) y el vehiculo no se podian
distinguir en el crecimiento del tumor.
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Los datos del volumen del tumor (en mm?) se encuentran en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Dia/Tratamiento 10 20 30 40 50 60
Vehiculo 181,3 | 398,7 | 743,7 | 12458 | 1934,4 | 2839,2
Imetelstat 146,0 | 293,5 | 517,0 832,2 1254,8 | 1800,7

Acido libre de PMPG (referencia) | 165,1 330,8 | 581,3 934,3 1407,2 | 2017,6

Profarmaco PMPG (referencia) 170,7 | 377,5 | 706,6 1186,6 1845,9 | 2713,0

5 Los datos del volumen tumoral, expresado como porcentaje del volumen del tumor para los ratones inyectados con el
vehiculo de control, se enumeran en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6
Dia/Tratamiento 10 20 30 40 50 60
Vehiculo 100% | 100% | 100% | 100 % | 100 % | 100 %
Imetelstat 81 % 74 % 70 % 67 % 65 % 63 %

Acido libre de PMPG (referencia) 91 % 83 % 78 % 75 % 73 % 71 %

Profarmaco PMPG (referencia) 94 % 95 % 95 % 95 % 95 % 96 %

10 La Tabla 7 a continuacion muestra que las curvas de crecimiento transformadas lineales para Imetelstat (163L) y
PMPGFree (n.° de ID 142693), como se muestra en la Figura 11, mostraron cambios de pendiente estadisticamente
significativos. La pendiente/interseccion basal fue de 0,0000. La variabilidad tumoral de partida fue insignificante.

Tabla 7
Coeficiente | Error estandar P
Interseccion 3,960 0,131 0,0000
Vehiculo
Pendiente 0,169 0,009 0,0000
Imetelstat -0,074 0,190 0,6969
Interseccion PMPGFree (referencia) 0,096 0,185 0,6054
Profarmaco PMPG (referencia) -0,093 0,187 0,6204
Imetelstat -0,032 0,014 0,0232
Pendiente PMPGFree (referencia) -0,027 0,013 0,0395
Profarmaco PMPG (referencia) -0,001 0,013 0,9219

15

La Tabla 8 a continuaciéon enumera los valores de CEsg tanto para acido libre de PMPG (n.° de ID 142693) como para
el profarmaco PMPG (n.° de ID 142715).

Tabla 8
Compuesto CE50 (uM)
Acido libre de PMPG (referencia) 11,7
Acido libre de PMPG (referencia) 2,5
Acido libre de PMPG (referencia) 1,5
Profarmaco PMPG (referencia) 1,2
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(continuacion)

Compuesto CE50 (uM)
Profarmaco PMPG (referencia) 3,1
Profarmaco PMPG (referencia) 0,81
Profarmaco PMPG (referencia) 1,1

La tabla 9 enumera el nombre, el valor de la CEsp (UM) determinado por el ensayo de extension del cebador, niumero
de identificacion, estructura quimica y notas aplicables a los compuestos filtrados.

Tabla 9
Ext. de
cebadores Ext. de
Ensayo ID del cebadores Notas
Nombre CEso (mM) | compuesto Estructura quimica de ensayo
o}
] </N N
Acido libre de | .
PMPG, Forma | 0,512 | 142692 N— P Terminador de
R (referencia) ? c|) ? 0 N cadena.
o—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—/
o} e} o}
S
N Terminador de
6-tio-G- </ | )N\ cadena. Afinidad
fosfonato (6-S- P similar a la PMPG
PMPG), Forma 13,5 142761 0 0 o o NTON N en un ensayo de
R (referencia) I AP / adicion de un solo
© ||:|) © ||:|) © ﬁ nucledtido.
(0] (0] 0
o]
Acido libre d (fNJ\)L”
cido libre de .
PMPG, Forma 142751 2N Terminador de
S (referencia) ? ? 0 o H cadena débil.
0—f-0—P-o0—-—"
O o
]
N
6-S-PMPG (S) <' | )N\ Terminador de
(referencia) 142752 ? clg pe) o\/'j' N" N cadena débil.
c—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—/
o o c .
o}
N Terminador de
</ | N cadena.
PMPG (lin) 15 142848 N N/)\N Aproximadamente
(referencia) ’ o o o 2 veces menos
o I I | O potente que
T E o—h PMPG.
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Tabla 9
Ext. de
cebadores Ext. de
Ensayo ID del cebadores Notas
Nombre CEso (mM) | compuesto Estructura quimica de ensayo
o)
N
7 N
PM (3) BG ¢ PN
(referencia) 10 142916 (ID (ID 0 o NN
|
o—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—/
0 0 0
0
s
PM (2) BG 2k
(referencia) > 60 142915 cl) cl) (I) 0 N™ °N
o—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—/
0 0
o}
N
AL
FPMPQ 75 142856 o o NP Terminador de
(referencia) | | ? o cadena.
o—ﬁ—o—ﬁ—o—ﬁ—/
o}
o} o} F
0
T
Tlf:PMPG 142850 o o o o NI Teréninacéqrbgile
(referencia) O_ﬁ_o_ﬁ_o_fl.’ . cadena débil.
0 o] 0 . F
F
O
N
</ N
PMIBeG, acido 14 142810 N NJ\N Terminador de
libre (referencia) ’ cadena.
¢ T 9 o
o—|F|>—o—|F|>—o—|FI>—/
O O
0
ag
PMIBaG, Forma 142860 N N/)\N Terminador de
R (referencia) o o o o cadena débil.
o—lFli—o—lFli—o—lF'TJ
o] o] o]
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(continuacion)

Tabla 9
0
ay
PMIBaG .
(mezcla R, S) 44 142846 §)\/N P Te"cna:ggggrde
(referencia) ? 9 9 0 '
O—p—0—p—0—p—"
0o o0 O
0
<1 X -
PMP (2)'G 3.1 142879 N N/)\N Terminador de
(referencia) lO (Ig IO O\)\ cadena.
0—p—0—p—0—p—"
0 0 0
o
N
PMPG (dimetilo) ¢ /N Terminador de
(referencia) 142891 ? ? 9 o N NJ\N cadena débil.
0—p—0—p—0—p—"
o
o o0 O
o
AP
mercapo- | .
PMPG, Forma 142823 NS P Terminador de
R (referencia) { { ? S wo cadena debil.
0—P—0—pP—0—p—"
R
0
!
PMIBaG, Forma o 0 o L Terminador de
R (referencia) 142860 u—lF!—u—l!—u |rJ < l p cadena débil.
| “|m-° (M ¥
Q Q- 0-

La Tabla 10 enumera el numero de identificacion (ID) del compuesto, CEsg segun lo determinado por el ensayo TRAP
Ex Vivo, Estructura quimica, y notas aplicables a compuestos filtrados.

TRAP Ex Vivo
ID del CEso (UM) -
Nombre compuesto | Ensayo de 3 dias Estructura quimica
O
o ¢ 1 X
Acido libre de PMPG, 142693 1.7 N 2k
Forma R (referencia) 0 o M N
[
o—p—"
O

53



ES 2734495 T3

(continuacion)

Nombre

ID del

compuesto

TRAP Ex Vivo
CEso (UM) -
Ensayo de 3 dias

Estructura quimica

Profarmaco PMPG, Forma
R (referencia)

142715

1,2- 3,1

6-tio-G-fosfonato (6-S-
PMPG), Forma R
(referencia)

142694

7,54

Acido libre de PMPG,
Forma S (referencia)

142753

Profarmaco PMPG, Forma
S (referencia)

142748

FPMPG (referencia)

142855

TFPMPG (referencia)

142834
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(continuacion)

TRAP Ex Vivo
ID del CEso (M) -
Nombre compuesto | Ensayo de 3 dias Estructura quimica
0]
N
- S
Acido libre de EMIBeG 142811 26 N N N
(referencia) 0
\P/\O
0" %,
0
N
Q
PMPeG, profarmaco o’ © N™ °N
(referencia) 142820 3,9-17,8 /\o\ /\OY
Ve Gl
0
O
N
¢ < 1 )
Enantiémero S saturado de //l\
fosfonato de PMIBeG 142866 /\)N N~ >N
(referencia) e}
\ o0
o R -
o)
Espermidina PMIBeG étﬁ;\
P : 142873 6,7 N
(referencia) o
\ /O
N\/\/\/\/\N/F’
A\Y
)
0
i 1)
Espermidina EMPG, Forma 142812 50 \ N/*N
0
N i 0
\/\/\N/\/\N_ﬁ_/
0
O
N
PMIBaG, F R </ | 4’\11\
as, rorma 142859 NTSNTTN
(referencia) o
\P/\ 0
07\
O
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(continuacion)

TRAP Ex Vivo
ID del CEso (uM) -
Nombre compuesto | Ensayo de 3 dias Estructura quimica
O
N
PMIBaG (mezcla R, S) </Nj|\)j\
(referencia) 142844 0 \)\_/ N N
|
O_ﬁ_/o
0]
0]
N
G < 1 0
mercapo-PMPG, Forma R 142821 N P
(referencia) 0 s N N
|
o—p—"
O
0
N
1101C toB ¢ 1 10
compuesto B, 142824 N .
(referencia) 0 N N N
|
o—p—"
0
o
1]
PMPG espermina, Forma R 142779 N NéLN
NSAAN AN A
y)
; 0
N
¢1 X
Amidato de PMPG-C10 142962 1,44 0 N N# N
PeVaYoWse Yol 0
MngH’
¢ o
: . e N
bis-PMPG espermina 142942 1,84 N;,,:I.f 111
(referencia) n 8 0, N,
kT "E'”W”NNMN_;':_/ Tl
' 5

Los ejemplos, que pretenden ser puramente de ejemplo de la divulgacion y, por tanto, no deben considerarse como
limitantes de la divulgacién de ninguna manera, también describen y detallan aspectos y realizaciones de la divulgacion
tratada anteriormente. Los ejemplos anteriores y la descripcion detallada se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo
de limitacion. Aunque la divulgacion anterior se ha descrito con cierto nivel de detalle a modo de ilustracion y ejemplo
a efectos de claridad de comprension, sera facilmente evidente para aquellos expertos habituales en la materia ante
las ensefianzas de la presente invencion que pueden realizarse determinados cambios y modificaciones a la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (1):

X
N
NH
o R* , R/ |
R3b R .
R1_|P| N N NH,

I2 W

R RSa R5b (I)

o una sal, un hidrato, un solvato o un tautémero del mismo;
en la que:

R' y R? se seleccionan independientemente entre -NR'?R'® y -OR'¢;

R'@ y R'® se seleccionan independientemente de entre hidrégeno, alquilo C1.20 opcionalmente sustituido, poliamina
y -CH(R'9)-C(O)ORe, en donde alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C1.7, 0xo,
formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi, oxicarboniloxi, amido, acilamido, amino o poliamina;

R'd se selecciona entre hidrogeno, alquilo, alquilo sustituido, arilo, arilo sustituido, arilalquilo, arilalquilo sustituido,
heteroalquilo, heteroalquilo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, heteroarilalquilo y heteroarilalquilo
sustituido; en donde alquilo, arilo, arilalquilo, heteroalquilo, heteroarilo y heteroarilalquilo, si estan sustituidos, estan
independientemente sustituidos con halo, hidroxilo, éter, alcoxi C47, oxo, formilo, acilo, carboxi, éster, aciloxi,
oxicarboniloxi, amido, acilamido, amino o poliamina;

R'e es hidrogeno o alquilo C1.;

R'c se selecciona entre hidrogeno, alquilo y arilo; en donde al menos uno de R' y R? es -NR'2R"™;

R32 y R%® se seleccionan independientemente de hidrégeno y halo;

W es O, SoNH;

R* se selecciona entre -OH, -NH,, N3, -CH=CH, y alquilo C+ opcionalmente sustituido, en donde alquilo, si esta
sustituido, esta sustituido con -OH, -NH>, N3 o halégeno;

R% y R% se seleccionan independientemente entre hidrogeno, -OH, -NHz, Nj;, -CH=CH, y alquilo Ci»
opcionalmente sustituido, en donde alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con -OH, -NH>, N3 o halégeno;

R” es hidrégeno o fltor; y

Xes O, SoNH.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el compuesto de formula (I) es el enantiomero (R)
enriquecido o aislado en el estereocentro portador de R*.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R* es -OH.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R* es alquilo C4.» opcionalmente sustituido, en donde
alquilo, si esta sustituido, esta sustituido con -OH, -NH2 o Ns.

5. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R* es alquilo C1.2.
6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacioén 1, en el que:

R* se selecciona de entre -NH; y N3; 0
R* es -CH=CH..

7. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:

R" es diferente de R% o
uno de R'y R? lleva una carga positiva y el otro lleva una carga negativa.

8. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R' es -NR"?R"® y R? is OR®.
9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que:
uno de Ry R'™ es alquilo C120; y R? es -OH; o
uno de R'@y R'™ es una poliamina; y R? es -OH; o
uno de Ry R™ es -(CH;),NH(CH,),NHR*; en donde R* es hidrégeno o -(CH2),NHy; y n es independientemente

un nimerode 2 a4; o0
uno de R'@y R'™ es -(CH,),NHRX; en donde R* es hidrégeno o -(CH2)nNH2; y n es independientemente un nimero
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de2a4;o0
uno de R'?y R™ es -CH(R')-C(O)OR’e, y R? es OH.

10. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que:

uno de Ry R™ es -CH(R')-C(O)OR’®, y R? es OH;

y en donde:

R'Y se selecciona entre hidrogeno, alquilo, alquilo sustituido, heteroarilo y heteroarilo sustituido; o R'¥ es una
cadena lateral de aminoacido cargada positivamente; o

-CH(R')-C(O)OR'® es un aminoacido seleccionado de lisina, arginina e histidina.

11. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:

R32 y R% son hidrégeno; o
uno de R% y R es halo.

12. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que W es O.

13. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R% y R% son hidrogeno.
14. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R7 es hidrogeno.

15. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R7 es fluor.

16. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde X es O.

17. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 16 y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

18. Un procedimiento no terapéutico para inhibir el alargamiento de los teldbmeros, que comprende poner en contacto
una célula, in vitro, con un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o una composicion
farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 17.

19. Un procedimiento no terapéutico para acortar la longitud del telémero en una célula o un tejido, que comprende
poner en contacto la célula o el tejido, in vitro, con un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 16 o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 17.

20. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 o una composicién farmacéutica de
acuerdo con la reivindicacion 17 para usar en un procedimiento de tratamiento de un trastorno de proliferacion celular
en un individuo,

opcionalmente en donde el trastorno proliferativo celular es:

cancer;

cancer metastasico; o

un cancer de piel, tejido conjuntivo, tejido adiposo, mama, pulmén, higado, estémago, pancreas, ovario, cuello del
utero, utero, rifién, vejiga, colon, colorrectal, prostata, sistema nervioso central (SNC), cerebro o retina, o un tumor
hematolégico (por ejemplo, mieloma, leucemia y linfoma).

21. Un compuesto o una composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 20, en donde el

compuesto o la composicién farmacéutica se administran por via oral, intraarterial, intranasal, intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular, subcutanea o transdérmica.
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Figura 1
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Figura 2A

M 12314

M - Marcadores del tamaio (kb)

1 - Sin tratar
2 - Compuesto 551 (20 uM)
3 - Compuesto 601 (20 uM)

4 —Ester de PMPG diisopropiloxi
(20 uM) (N.2 ID 142715)
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M - Marcadores del tamano (kb)

1- Sin tratar

2- DMSO al 0.5%

3 - Ester de PMPG diisopropiloxi
(10 uM)(N.2 ID 142715)

4 - Ester de PMPG diisopropiloxi
(20 uM) (N.2 ID 142715)
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Figura 2C
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Figura 3A
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Figura 3B

Sin tratar Sin tratar + DMSO *PMPG (10 uM)*PMPG (20 uM)

al0,5% *Ester de PMPG diisopropiloxi (N.2 ID 142715)
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Figura 4A
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Figura 4B
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*Actividad de R-PMPGpp
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Figura 5
Ensayo TRAP ex vivo-profarmaco de PMPG
(N.2ID 142415)
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Figura 6

Curva de crecimiento de las células Caki-1 tratadas con PMPG
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Figura 7
Tratamiento de A549 con *PMPG o Imetelstat (163L)
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Figura 8A
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Figura 8B
Respuesta a la dosis Ti PMPG vs PRliBeG
A [PMPGpp (N.2 ID 142692)] (IC50= 0,65 uM)
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Figura 9

Duplicaciones acumuladas de células

30 |

Células Caki-1

0 10 20 30
Dias tratadas

*PMIBeG = PMIBeG (N.2 ID 142820)
AL pmpg= Acido libre de PMPG (N.2 ID 142693)
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Figura 10
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3
'J Volumen tumoral (mm)

Figura 11
Curvas de crecimiento ajustadas de Caki 1 (Imetelstat Dia < 41)
12
Vehiculo
10
Sin PMPGF
8 Imetelstat
6_
__‘_'\‘\_\-ﬁ.\.t“m
4 &
2_
— Vehiculo
““““ *Imetelstat
=" Sin PMPGF
O e ~" " Profarmace de PMPG
I 1 [ I I I
0 10 20 30 40 50

Dia (normalizado al inicio de TX)

= Acido libre de PMPG (N.2 ID 142693)
** = Ester de PMPG diisopropiloxi (N.2 ID 142715)
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