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DESCRIPCION
Pirimidinas modificadas en posicién 5y su uso
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional de EE. UU. con n.° de serie 61/323.145, presentada el
12 de abril de 2010.

Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere al campo de la quimica de acidos nucleicos, especificamente a uridinas modificadas
en posicion 5 asi como a derivados de trifosfatos y fosforamiditas de las mismas. La divulgacion incluye el uso de los
nucledsidos modificados como parte de un oligonucleétido o un aptamero.

Antecedentes

La siguiente descripcion proporciona un resumen de informacion relevante para la presente divulgacion y no es una
admision que cualquier informacion proporcionada o publicaciones a las que se hace referencia en el presente
documento sea técnica anterior de la presente divulgacion.

Ha habido un interés considerable en desarrollar nucledsidos modificados como agentes terapéuticos, agentes de
diagndstico y para la incorporacion en oligonucleotidos. Por ejemplo, se han utilizado nucledsidos modificados tales
como AZT, ddl, d4T y otros para tratar el SIDA. La 5-trifluorometil-2'-desoxiuridina es activa contra la queratitis
herpética y la 5-yodo-1-(2-desoxi-2-fluoro-b-D-arabinofuranosil)citosina tiene actividad contra CMV, VZV, HSV-1, HSV-
2y EBV (A Textbook of Drug Design and Development, Povl Krogsgaard-Larsen y Hans Bundgaard, Eds., Harwood
Academic Publishers, 1991, cap. 15).

Los nucledsidos modificados han demostrado utilidad en aplicaciones de diagndstico. En estas aplicaciones, los
nucledsidos se incorporan en ADN en ubicaciones determinables y se utilizan diversos métodos de diagndstico para
determinar la ubicacién de los nucledsidos modificados. Estos métodos incluyen: radiomarcaje, marcaje fluorescente,
biotinilacion y escision de cadena. Un ejemplo de escision de cadena implica hacer reaccionar el nucledsido con
hidrazina para producir nucledsidos de urea, después hacer reaccionar el nucledsido de urea con piperidina para
causar la escision de cadena (el método de Maxam-Gilbert).

También se han incorporado nucledsidos modificados en oligonucleétidos. Hay diversos modos en los que los
oligonucledtidos pueden ser Utiles como agentes terapéuticos. Los oligonucledtidos antisentido pueden unirse a ciertas
regiones codificantes genéticas en un organismo para prevenir la expresion de proteinas o para bloquear diversas
funciones celulares. Ademas, un proceso conocido como el proceso SELEX o evolucién sistematica de ligandos por
enriquecimiento exponencial, permite identificar y producir oligonucleétidos (denominados "aptameros") que se unen
selectivamente a moléculas diana. El proceso SELEX se describe en la patente de Estados Unidos n.° 5.270.163.

El método SELEX implica la seleccion de oligonucleétidos a partir de una mezcla de candidatos para lograr
practicamente cualquier criterio deseado de selectividad y afinidad de unién. Empezando a partir de una mezcla
aleatoria de oligonucleétidos, el método implica poner en contacto la mezcla con una diana en condiciones favorables
para la union (o interaccion), separar los oligonucledtidos no unidos de los oligonucleétidos que se han unido a (o
interaccionado con) moléculas diana, disociar los pares oligonucleétido-diana, amplificar los oligonucledtidos
disociados a partir de los pares oligonucledtido-diana para producir una mezcla enriquecida en ligandos de
oligonucleotidos, y después repetir las fases de unién, separacion, disociacion y amplificacion a través de tantos ciclos
como se desee.

Se pueden incorporar nucledsidos modificados en oligonucleétidos antisentido, ribozimas y oligonucleétidos utilizados
en o identificados mediante el proceso SELEX. Estos nucledsidos pueden impartir estabilidad in vivo e in vitro de los
oligonucledtidos a endo y exonucleasas, alterar la carga, hidrofilicidad o lipofilicidad de la molécula y/o proporcionar
diferencias en la estructura tridimensional.

Las modificaciones de nucledsidos que se han descrito anteriormente incluyen modificaciones de azlcar en posicion
2', modificaciones de pirimidina en posicidon 5, modificaciones de purina en posiciéon 8, modificaciones en aminas
exociclicas, sustitucion de 4-tiouridina, sustitucion de 5-bromo o 5-yodo-uracilo, modificaciones de cadena principal y
metilaciones. Las modificaciones también incluyen modificaciones en 3' y 5' tales como la proteccion. El documento
PCT WO 91/14696 describe un método para modificar quimicamente oligonuclettidos antisentido para mejorar la
entrada en una célula.

Las patentes de Estados Unidos numeros 5.428.149, 5.591.843, 5.633.361, 5.719.273 y 5.945.527 describen la
modificacion de nucledsidos de pirimidina a través de reacciones de acoplamiento de paladio. En algunas
realizaciones, un nucledfilo y mondxido de carbono se acoplan a nucledsidos de pirimidina que contienen un grupo
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saliente en la posicion 5 del anillo de pirimidina, preferentemente formando derivados de amida y éster.

Se han utilizado diversos métodos para producir oligonucleotidos resistentes a la degradacién mediante exonucleasas.
El documento PCT WO 90/15065 describe un método para fabricar oligonucleétidos resistentes a exonucleasas
mediante la incorporacion de dos o mas enlaces fosforamidita, fosforomonotionato y/o fosforoditionato en los extremos
5' y/o 3' del oligonucledtido. El documento PCT WO 91/06629 desvela oligonucledtidos con uno o mas enlaces
fosfodiéster entre nucledsidos adyacentes sustituidos mediante la formacion de un enlace tipo acetal/cetal que es
capaz de unirse a ARN o ADN. El documento US 2009098549 A1 se refiere a métodos SELEX mejorados para generar
ligandos de acidos nucleicos que son capaces de unirse a moléculas diana y métodos photoSELEX mejorados para
generar ligandos de acidos nucleicos fotorreactivos que son capaces tanto de unirse como de entrecruzarse
covalentemente con moléculas diana.

Seria ventajoso proporcionar nuevos nucledsidos para aplicaciones de diagnostico y terapéuticas y para la inclusion
en oligonucledtidos. Cuando se incorporan en oligonucleoétidos, seria ventajoso proporcionar nuevos oligonucleétidos
que exhiban unién de alta afinidad diferente a moléculas diana y/o que muestren resistencia aumentada a
exonucleasas y endonucleasas que oligonucleétidos preparados a partir de nucledsidos de origen natural. También
seria util proporcionar nucleotidos con modificaciones que impartan una actividad bioldgica distinta de, o ademas de,
la resistencia a endonucleasas y exonucleasas.

Sumario

La presente divulgacion proporciona uridinas modificadas en la posicion 5 de la siguiente formula general:

0O O
HN N’R
Py | H
0O~ 'N
Rllo o
OR X
en la que
R es -(CHy)-RX";
RX! es:
L}
f{@f R.\ia‘-
T 5

*Indica el punto de union del grupo RX" al grupo de conexion (CHz)n

en el que

R** es un halogeno seleccionado entre F, Cl, Br, I;

en el que n=0-10;

en el que

X se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH,CH,OCHj3 y -azido;
en el que

R' se selecciona entre el grupo que consiste en -Ac; -P(N(iPr)2(O(CHz)2)CN; -Bz y -SiMextBu; y

en el que

R" se selecciona entre el grupo que consiste en H, DMT vy trifosfato (-P(O)(OH)-OP(O)(OH)-O-P(O)(OH)2) o una
sal de los mismos.
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Se incluyen derivados de 3'-fosforamidita y 5'-trifosfato de dichos compuestos que tienen las siguientes férmulas
generales, respectivamente o sales de los mismos:

o O
HNTY H'R o Q <
HN N”
0N Py | H
" 0 o o O” "N
R"O s U0 1
HO—IT’—O-I?—O—I;—‘—O o
O X OH OH OH
| OR' X
)\N/P\O/\/CN

en las que todos los restos son como se han definido anteriormente.

Los compuestos de la presente divulgacion pueden incorporarse a oligonucleétidos o aptameros usando métodos de
preparacion enzimaticos o sintéticos convencionales de tales compuestos.

Descripcion detallada

Ahora se hara referencia en detalle a realizaciones representativas de la invencion. Si bien la invencién se describira
junto con las realizaciones enumeradas, se entendera que no se pretende que la invencion se limite a esas
realizaciones.

Un experto en la materia reconocera muchos métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento, que podrian usarse en el ambito de la practica de la presente descripcion.

Salvo que definan de otro modo, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el mismo
significado que el entendido cominmente por un experto en la materia o materias a la cual pertenece la invencion.
Aunque puede usarse cualquier método, dispositivo y material similar o equivalente a los descritos en el presente
documento, en la practica o prueba de la invencion, ahora se describen los métodos, dispositivos y materiales
preferidos.

Todas las publicaciones, documentos de patentes publicados y solicitudes de patentes citados en esta divulgacion
son indicativos del nivel de habilidad en la(s) materia (s) a la(s) que pertenece la divulgacion.

Como se usa en esta divulgacion, incluidas las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un”, "una" y "el/la"
incluyen referencias plurales, a menos que el contenido imponga claramente otra cosa, y se usan indistintamente con
"al menos uno" y "uno o mas". Por lo tanto, la referencia a "un aptamero" incluye mezclas de aptameros, y similares.

Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" representa una modificacién o variacién poco
importante del valor numérico de modo que la funcién basica del elemento con el que se relaciona el valor numérico
no cambia.

El término "cada" cuando se usa en el presente documento para referirse a una pluralidad de articulos pretende
referirse a al menos dos de los articulos. No se requiere que todos los articulos que forman la pluralidad satisfagan
una limitacién adicional asociada.

Como se usa en el presente documento, los términos "comprende", "que comprende”, "incluye", "que incluye",
"contiene", "que contiene" y cualquier variacion de los mismos, estan destinados a cubrir una inclusion no exclusiva,
tal como un proceso, método, producto definido por su proceso o composicion de la materia que comprende, incluye
o contiene un elemento o lista de elementos no incluye solo esos elementos, sino que puede incluir otros elementos
no enumerados expresamente o inherentes a tal proceso, método, producto definido por su proceso o composicion de

la materia.

Como se usa en el presente documento, el término "nucleétido" se refiere a un ribonucleétido o un
desoxirribonucleétido o una forma modificada del mismo, asi como un analogo del mismo. Los nucledtidos incluyen
especies que incluyen purinas (por ejemplo, adenina, hipoxantina, guanina y sus derivados y analogos) asi como
pirimidinas (por ejemplo, citosina, uracilo, timina y sus derivados y analogos).
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En una realizacion, la presente divulgacion proporciona compuestos de la siguiente férmula:

en la que
R es -(CHz)n-R*";

RX! es

o O
HN N'R
| H
O~ N
RO o
OR' X
L]
- =
T Swe
S AP

E

*Indica el punto de union del grupo RX' al grupo de conexién (CHz), en el que

R** es un haldgeno seleccionado entre F, Cl, Br, I;

en el que n = 0-10;

en el que

X se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH,CH,OCHj3 y -azido;

en el que

R' se selecciona entre grupo que consiste en -Ac, -P(N(iPr)2(O(CH2)2)CN, -Bz y -SiMe,tBu; y

en el que

R" se selecciona entre el grupo que consiste en -H, 4,4'-dimetoxitritilo (DMT) y trifosfato (-P(O)(OH)-OP(O)(OH)-

OP(O)(OH).) o una de sal de los mismos.

En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona compuestos de la siguiente férmula o sales de los mismos:

en la que R, R" y X son como se han definido anteriormente. Los compuestos de esta férmula general son utiles para

0O O
HN N’R
A b
O~ N
R”O O
(|) X
P

incorporar el nucledsido modificado a un oligonucleétido mediante sintesis quimica.
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Aun en ofras realizaciones, la presente divulgacion proporciona compuestos de la férmula o sales de los mismos:

0O O
HN N
| H
R
HO—Fl’—O—Fl’—O—Fl’—O 0
OH OH OH
OR' X

en la que R, R'y X son como se han definido anteriormente. Los compuestos de esta formula general son utiles para
incorporar el nucledsido modificado a un oligonucleétido mediante sintesis enzimatica.

Como se usa en el presente documento, la expresidn "carboxiamidauridina modificada en el C-5" o
"aminocarboniluridina modificada en el C-5" se refiere a una modificacion de uridina con una carboxiamida (-C(O)NH-
) en la posicién del C-5 de la uridina que incluye, pero sin limitacion, los restos (R) ilustrados anteriormente. Ejemplos
de carboxiamidauridinas modificadas en el C-5 incluyen los descritos en las patentes de Estados Unidos con nimeros
5.719.273 y 5.945.527, asi como, en la solicitud provisional de Estados Unidos con n.° de serie 61/422.957 (la solicitud
'957), presentada el 14 de diciembre de 2010, titulada "Nuclease Resistant Oligonucleotides". Las pirimidinas
modificadas en el C-5 representativas incluyen: 5-(N-bencilcarboxiamida)-2'-desoxiuridina (BndU), 5-(N-
bencilcarboxiamida)-2'-O-metiluridina, 5-(N-bencilcarboxiamida)-2'-fluorouridina, 5-(N-isobutilcarboxiamida)-2'-
desoxiuridina (iBudU), 5-(N-isobutilcarboxiamida)-2'-O-metiluridina, 5-(N-isobutilcarboxiamida)-2'-fluorouridina, 5-(N-

triptaminocarboxiamida)-2'-desoxiuridina (TrpdU), 5-(N-triptaminocarboxiamida)-2'-O-metiluridina, 5-(N-
triptaminocarboxiamida)-2'-fluorouridina, cloruro de 5-(N-[1-(3-trimetilamonio)propillcarboxiamida)-2'-desoxiuridina, 5-
(N-naftilmetilcarboxiamida)-2'-desoxiuridina (Napdu), 5-(N-naftilmetilcarboxiamida)-2'-O-metiluridina, 5-(N-

naftilmetilcarboxiamida)-2'-fluorouridina o 5-(N-[1-(2,3-dihidroxipropil)]Jcarboxiamida)-2'-desoxiuridina). Estos no estan
de acuerdo con la invencion.

Ejemplos especificos de aminocarboniluridinas modificadas en el C-5, descritos en el presente documento, solo con
fines ilustrativos, incluyen los siguientes compuestos asi como los 5'-trifosfatos y 3'-fosforamiditas y sales de los

mismos de dichos compuestos, las sintesis de los cuales se describen en los Ejemplos de referencia 1-5. Estos no
estan de acuerdo con la invencion.

OH

5-(4-Fluorobencilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina,

OH

5-((R)-2-Furfurilmetilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina,
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o O ’
HN NTNO
YN O
O N
HO o
OH

5-((S)-2-Furfurilmetilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina,

T

P
)
H

0" N

HO—l
0

5-(2-(4-Morfolino)etilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina; y

0
o 0 N
HN NN
AN H
0N
HO 0
OH

5-(2-(1-(3-Acetil-benzoimidazolonil))etilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina.

Las modificaciones quimicas de las uridinas modificadas en el C-5 descritas en el presente documento también pueden
combinarse con, individualmente o en cualquier combinacién, modificaciones del azicar en la posiciéon 2',
modificaciones en aminas exociclicas y sustitucion de 4-tiouridina y similares.

Sales

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manipular una sal correspondiente del compuesto, por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se discuten en
Berge et al. "Pharmaceutically Acceptable Salts" (1977) J. Pharm. Sci. 66:1-19.

Por ejemplo, si el compuesto es anionico, o tiene un grupo funcional que puede ser aniénico (por ejemplo, -COOH
puede ser -COQO"), entonces puede formarse una sal con un catién adecuado. Ejemplos de cationes inorganicos
adecuados incluyen, pero sin limitarse a, iones de metal alcalino, tales como Na* y K*, cationes de metal alcalinotérreo,
tales como Ca?* y Mg?*, y otros cationes, tales como Al*3. Ejemplos de cationes organicos adecuados incluyen, pero
sin limitarse a, ion amonio (es decir, NH**) e iones amonio sustituidos (por ejemplo, NH3R**, NH,R*;*, NHRX5*, NR%s*).
Ejemplos de algunos iones amonio sustituido adecuados son los procedentes de: etilamina, dietilamina,
diciclohexilamina, trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperizina, 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 puede ser cationico (por ejemplo, -NH» puede ser -NH3*),
entonces puede formarse una sal con un anién adecuado. Ejemplos de aniones inorganicos adecuados incluyen, pero
sin limitarse a, los obtenidos a partir de los siguientes acidos inorganicos: clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, sulfurico,
sulfuroso, nitrico, nitroso, fosforico y fosforoso.

Ejemplos de aniones organicos adecuados incluyen, pero sin limitarse a, los obtenidos a partir de los siguientes acidos
organicos: 2-acetioxibenzoico, acético, ascorbico, aspartico, benzoico, alcanforsulfénico, cinamico, citrico, edético,
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etanodisulfonico, etanosulfonico, fumarico, gluquepténico, glucdnico, glutamico, glicdlico, hidroximaleico,
hidroxinaftaleno carboxilico, isetidnico, lactico, lactobidnico, laurico, maleico, malico, metanosulféonico, mucico, oleico,
oxalico, palmitico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fenilsulfénico, propiénico, pirtvico, salicilico, estearico,
succinico, sulfanilico, tartarico, toluenosulfonico y valérico. Ejemplos de aniones organicos poliméricos adecuados
incluyen, pero sin limitarse a, los obtenidos a partir de los siguientes acidos poliméricos: acido tanico,
carboximetilcelulosa.

Salvo que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto particular también incluye formas salinas de los
mismos.

Preparacion de oligonucleétidos

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para utilizar los nucledsidos modificados descritos en el
presente documento, solos 0 en combinacién con otros nucledsidos modificados y/o nucledsidos de origen natural,
para preparar oligonucledtidos modificados. La sintesis automatizada de oligodesoxinucledsidos es una practica
habitual en muchos laboratorios (véase, por ejemplo, Matteucci, M. D. y Caruthers, M. H., (1990) J. Am. Chem. Soc.,
103:3185-319 1). También es bien conocida la sintesis de oligorribonucledsidos (véase, por ejemplo Scaringe, S. A,,
et al., Nucleic Acids Res. 18:5433-5441 (1 990)). Tal como se ha sefialado anteriormente, las fosforamiditas son utiles
para la incorporacion del nucledsido modificado en un oligonucleétido mediante sintesis quimica y los trifosfatos son
utiles para la incorporacion del nucleésido modificado en un oligonucleétido mediante sintesis enzimatica. (Véase, por
ejemplo, Vaught, J. V., et al. (2010) J. Am. Chem. Soc., 132, 4141-4151; Gait, M. J. "Oligonucleotide Synthesis a
practical approach” (1984) IRL Press (Oxford, UK); Herdewijn, P. "Oligonucleotide Synthesis" (2005) (Humana Press,
Totowa, NJ.

Como se usa en el presente documento, los términos "modificar”, "modificado”, "modificacién” y cualquier variacion de
los mismos, cuando se usan en referencia a un oligonucleétido, significan que al menos una de las cuatro bases
nucleotidicas constituyentes (es decir, A, G, T/U y C) del oligonucleétido es un analogo o éster de un nucleétido de
origen natural. En algunas realizaciones, el nucleétido modificado confiere resistencia a nucleasa al oligonucleoétido.
Otras modificaciones adicionales pueden incluir modificaciones de cadena principal, metilaciones, combinaciones de
emparejamiento de bases inusuales tales como las isobases isocitidina e isoguanidina y similares. Las modificaciones
también pueden incluir modificaciones en 3' y 5', tales como la proteccién. Otras modificaciones pueden incluir
sustitucion de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo, modificaciones internucleotidicas tales
como, por ejemplo, aquellas con enlaces no cargados (por ejemplo, metil fosfonatos, fosfotriésteres, fosfoamidatos,
carbamatos, efc.) y aquellas con enlaces cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), aquellas con
intercaladores (por ejemplo, acridina, psoraleno, efc.), aquellas que contienen quelantes (por ejemplo, metales,
metales radioactivos, boro, metales oxidativos, efc.), aquellas que contienen alquilantes y aquellas con enlaces
modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa anoméricos, etfc.). Ademas, cualquiera de los grupos hidroxilo
normalmente presentes en el aztcar de un nucledtido puede reemplazarse por un grupo fosfonato o un grupo fosfato;
protegerse mediante grupos de proteccion estandar; o activarse para preparar enlaces adicionales a nucleétidos
adicionales o a un soporte solido. Los grupos OH terminales 5' y 3' se pueden fosforilar o sustituir con aminas, restos
de grupos de proteccion organicos de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 atomos de carbono, polimeros de
polietilenglicol (PEG), en una realizacion que varian de aproximadamente 10 a aproximadamente 80 kDa, polimeros
de PEG en otra realizacién que varian de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 kDa u otros polimeros sintéticos
o biolégicos hidréfobos o hidroéfilos.

Los polinucledtidos también pueden contener formas analogas de azucares de ribosa o desoxirribosa que son
normalmente conocidos en la técnica, incluyendo 2'-O-metilo, 2'-O-alilo, 2'-O-etilo, 2'-O-propilo, 2'-O-CH,CH,OCHj3, 2'-
fluoro- o 2'-azido, analogos de azulcares carbociclicos, azlicares a-anoméricos, azucares epiméricos tales como
arabinosa, xilosas o lixosas, azlcares de piranosa, azucares de furanosa, sedoheptulosas, analogos aciclicos y
analogos de nucledsidos abasicos tales como metil ribdsido. Tal como se ha sefialado anteriormente, uno o mas
enlaces fosfodiéster pueden reemplazarse por grupos de unién alternativos. Estos grupos de union alternativos
incluyen realizaciones en donde el fosfato se reemplaza por P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"), (O)NR*; ("amidato"),
P(0O) RX, P(O)ORX, CO o CH ("formacetal"), en donde cada R*X o RX' son independientemente H o alquilo (C1-C20)
sustituido o no sustituido que contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo
o araldilo. No todos los enlaces en un polinucleétido necesitan ser idénticos. La sustitucion de formas analogas de
azucares, purinas y pirimidinas puede ser ventajosa en el disefio de un producto final, al igual que las estructuras de
cadena principal alternativas como una cadena principal de poliamida, por ejemplo.

Si esta presente, se puede realizar una modificacion a la estructura nucleotidica antes o después del ensamblaje de
un polimero. Se puede interrumpir una secuencia de nucleétidos mediante componentes no nucleotidicos. Ademas se
puede modificar un polinucledtido después de la polimerizacién, tal como por conjugacion con un componente de
marcaje.

Como se usa en el presente documento, "acido nucleico", "oligonucledtido” y "polinucledtido” se utilizan indistintamente
para referirse a un polimero de nucledtidos e incluyen ADN, ARN, hibridos de ADN/ARN y modificaciones de estos
tipos de acidos nucleicos, oligonucleétidos y polinucleétidos, en donde se incluye la unién de varias entidades o restos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2905 656 T3

a las unidades nucleotidicas en cualquier posicion. Los términos "polinucleétido”, "oligonucledtido" y "acido nucleico”
incluyen moléculas de cadena simple o doble asi como moléculas de triple hélice. Acido nucleico, oligonucleétido y
polinucledtido son términos mas amplios que el término aptamero y, por tanto, los términos acido nucleico,
oligonucledtido y polinucledtido incluyen polimeros de nucledtidos que son aptameros, pero los términos acido
nucleico, oligonucledtido y polinucledtido no se limitan a aptameros.

Como se usa en el presente documento, la expresion "al menos un nucleétido” cuando se refiere a modificaciones de
un acido nucleico, se refiere a uno, varios o todos los nucledétidos en el acido nucleico, lo cual indica que se pueden
modificar o no todas y cada una de las apariciones de todas y cada una de las A, C, T, G o U en un acido nucleico.

En otros aspectos, los métodos de la presente divulgacion para utilizar los nucledsidos modificados descritos en el
presente documento, solos 0 en combinacién con otros nucledsidos modificados y/o nucledsidos de origen natural,
para preparar aptameros y SOMAmers (descritos a continuacion). En realizaciones especificas, los aptameros y
SOMAmers se preparan utilizando el proceso SELEX general o SELEX mejorado como se describe a continuacion.

Como se usa en el presente documento, "ligando de acido nucleico", "aptamero”, "SOMAmer" y "clon" se utilizan
indistintamente para referirse a un acido nucleico de origen no natural que tiene una accién deseable sobre una
molécula diana. Una accién deseable incluye, pero sin limitacion, unirse a la diana, cambiar cataliticamente la diana,
reaccionar con la diana de una forma que modifica o altera la diana o la actividad funcional de la diana, unirse
covalentemente a la diana (como en un inhibidor suicida) y facilitar la reaccion entre la diana y otra molécula. En una
realizacién, la accién es afinidad de unién especifica por una molécula diana, siendo dicha molécula diana una
estructura quimica tridimensional distinta de un polinucleétido que se une al ligando de acido nucleico a través de un
mecanismo que es independiente de la formacién de triple hélice o emparejamiento de bases de Watson/Crick, en
donde el aptamero no es un acido nucleico que tiene la funcion fisioldgica conocida de unirse a la molécula diana. Los
aptameros para una diana dada incluyen acidos nucleicos que se identifican a partir de una mezcla candidata de
acidos nucleicos, donde el aptamero es un ligando de la diana, mediante un método que comprende: (a) poner en
contacto la mezcla candidata con la diana, en donde los acidos nucleicos que tienen una afinidad aumentada por la
diana con respecto a otros acidos nucleicos en la mezcla candidata se pueden separar del resto de la mezcla
candidata; (b) separar los acidos nucleicos con afinidad aumentada de los restos de la mezcla candidata; y (c)
amplificar los acidos nucleicos con afinidad aumentada para producir una mezcla enriquecida en ligandos de acidos
nucleicos, con lo que se identifican los aptameros de la molécula diana. Se reconoce que las interacciones de afinidad
son una cuestion de grado; sin embargo, en este contexto, la "afinidad de union especifica" de un aptamero por su
diana significa que el aptamero se une a su diana normalmente con un grado mucho mas alto de afinidad que si se
une a otros componentes, no diana, en una mezcla o muestra. Un "aptamero”, "SOMAmer" o "ligando de acido
nucleico" es un conjunto de copias de un tipo o especie de molécula de acido nucleico que tiene una secuencia de
nucledtidos particular. Un aptamero puede incluir cualquier nimero adecuado de nucleétidos. "Aptameros" se refiere
a mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Diferentes aptameros pueden tener el mismo o diferente nimero de
nucledtidos. Los aptameros pueden ser ADN o ARN y pueden ser de cadena simple, de cadena doble o contener
regiones de cadena doble o cadena triple.

Como se usa en el presente documento, un "SOMAmer" o aptamero modificado de tasa de disociacién lenta se refiere
a un aptamero que tiene caracteristicas de tasa de disociacién mejorada. Se pueden generar SOMAmers usando los
métodos SELEX mejorados descritos en la publicacion de Estados Unidos n.° 20090004667, titulada "Method for
Generating Aptamers with Improved Off-Rates.".

Como se usa en el presente documento, "proteina” se utiliza como sindnimo de "péptido”, "polipéptido” o "fragmento
peptidico". Un polipéptido, proteina, péptido o fragmento peptidico "purificado” esta sustancialmente libre de material
celular u otras proteinas contaminantes de la célula, tejido o fuente libre de células de la cual se obtiene la secuencia
de aminoacidos o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza
quimicamente.

El método SELEX

Los términos "SELEX" y "proceso SELEX" se utilizan indistintamente en el presente documento para referirse,
normalmente, a una combinaciéon de (1) la seleccion de acidos nucleicos que interactian con una molécula diana de
una forma deseable, por ejemplo, unién con alta afinidad a una proteina, con (2) la amplificacion de esos acidos
nucleicos seleccionados. El proceso SELEX se puede utilizar para identificar aptameros con alta afinidad por una
molécula diana especifica o biomarcador.

Normalmente, SELEX incluye preparar una mezcla candidata de acidos nucleicos, unir la mezcla candidata a la
molécula diana deseada para formar un complejo de afinidad, separar los complejos de afinidad de los acidos nucleicos
candidatos no unidos, separar y aislar el acido nucleico del complejo de afinidad, purificar el acido nucleico e identificar
una secuencia de aptamero especifica. El proceso puede incluir multiples ciclos para perfeccionar adicionalmente la
afinidad del aptamero seleccionado. El proceso puede incluir fases de amplificacién en uno o mas puntos en el
proceso. Véase, por ejemplo, La patente de Estados Unidos n.° 5.475.096, titulada "Nucleic Acid Ligands." El proceso
SELEX se puede utilizar para generar un aptamero que se une covalentemente a su diana asi como un aptamero que
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se une no covalentemente a su diana. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.705.337 titulada
"Systematic Evolution of Nucleic Acid Ligands by Exponential Enrichment: Chemi-SELEX."

El proceso SELEX se puede utilizar para identificar aptameros de alta afinidad que contienen nucleétidos modificados
que confieren caracteristicas mejoradas en el aptamero, tal como, por ejemplo, caracteristicas de administracion
mejoradas o estabilidad in vivo mejorada. Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen sustituciones quimicas en
las posiciones de base y/o ribosa y/o fosfato. Se describen aptameros identificados con el proceso SELEX que
contienen nucleétidos modificados en la patente de Estados Unidos n.° 5.660.985, titulada "High Affinity Nucleic Acid
Ligands Containing Modified Nucleotides", que describe oligonucledtidos que contienen derivados de nucledtidos
modificados quimicamente en las posiciones 5'y 2' de pirimidinas. La patente de Estados Unidos n.° 5.580.737, véase
mas arriba, describe aptameros altamente especificos que contienen uno o mas nucleétidos modificados con 2'-amino
(2'-NH>), 2'-fluoro (2'-F) y/o 2'-O-metilo (2'-OMe). Véase también, la publicacion de solicitud de patente de Estados
Unidos n.° 20090098549, titulada "SELEX and PHOTOSELEX", que describe bibliotecas de acidos nucleicos que
tienen propiedades quimicas y fisicas expandidas y su uso en SELEX y photoSELEX.

También puede utilizarse SELEX para identificar aptameros que tienen caracteristicas de tasa de disociacion
deseables. Véase la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20090004667, titulada "Method for Generating
Aptamers with Improved Off-Rates", que describe métodos SELEX mejorados para generar aptameros que pueden
unirse a moléculas diana. Se describen métodos para producir aptameros y fotoaptameros que tienen tasas mas lentas
de disociacion de sus respectivas moléculas diana. Los métodos implican poner en contacto la mezcla candidata con
la molécula diana, permitir que ocurra la formacion de complejos acido nucleico-diana y realizar un proceso de
enriquecimiento de tasa de disociacion lenta en donde los complejos acido nucleico-diana con tasas de disociacion
rapidas se disocian y no se reforman, mientras que los complejos con tasa de disociacion lenta permanecen intactos.
Adicionalmente, los métodos incluyen el uso de nucleétidos modificados en la produccion de mezclas de acidos
nucleicos candidatos para generar aptameros con rendimientos de tasa de disociacion mejorados (véase la publicacion
de patente de Estados Unidos n.° 20090098549), titulada "SELEX and PhotoSELEX"). (Véanse también la patente de
Estados Unidos n.° 7.855.054 y la publicacion de patente de Estados Unidos n.° 20070166740).

"Diana" o "molécula diana" u "objetivo" se refiere en el presente documento a cualquier compuesto sobre el cual un
acido nucleico puede actuar de una forma deseable. Una molécula diana puede ser una proteina, péptido, acido
nucleico, hidrato de carbono, lipido, polisacarido, glucoproteina, hormona, receptor, antigeno, anticuerpo, virus,
patégeno, sustancia toxica, sustrato, metabolito, analogo de estado de transicion, cofactor, inhibidor, farmaco,
colorante, nutriente, factor de crecimiento, célula, tejido, cualquier porcién o fragmento de cualquiera de los anteriores,
etc., sin limitacion. Practicamente cualquier efector quimico o biolégico puede ser una diana adecuada. Pueden servir
como dianas moléculas de cualquier tamafio. También se puede modificar una diana de ciertas maneras para mejorar
la probabilidad o resistencia de una interaccion entre la diana y el acido nucleico. Una diana también puede incluir
cualquier variacion menor de una molécula o compuesto particular, tal como, en el caso de una proteina, por ejemplo,
variaciones menores en la secuencia de aminoacidos, formacion de enlaces disulfuro, glucosilacion, lipidacion,
acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacién o modificacion, tal como conjugacion con un componente de
marcaje, que no altera sustancialmente la identidad de la molécula. Una "molécula diana" o "diana" es un conjunto de
copias de un tipo o especie de molécula o estructura multimolecular que es capaz de unirse a un aptamero. "Moléculas
diana" o "dianas" se refiere a mas de uno de dichos conjuntos de moléculas. Se describen realizaciones del proceso
SELEX en donde la diana es un péptido en la patente de Estados Unidos n.° 6.376.190, titulada "Modified SELEX
Processes Without Purified Protein."

Sintesis quimica

Los métodos para la sintesis quimica de compuestos proporcionados en la presente divulgacion se describen en el
presente documento. Estos y/u otros métodos bien conocidos se pueden modificar y/o adaptar de maneras conocidas
para facilitar la sintesis de compuestos adicionales proporcionados en la presente divulgacion.

Con referencia al Esquema 1, en un enfoque, las aminocarbonilpirimidinas modificadas en la posicion C-5 de la
presente divulgacion se preparan haciendo reaccionar una pirimidina modificada en la posicion 5 con un
trifluoroetoxicarbonilo con una amina en presencia de una base; y aislando dicha aminocarbonilpirimidina modificada
en el C-5.

10
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En algunas realizaciones, la trifluoroetoxicarbonilpirimidina se selecciona entre el grupo de compuestos que incluye,
pero sin limitacion, los compuestos que tienen la siguiente estructura:

o O
AN 0" CF,
O)\N
DMTO o
OH X
en la que
5 X se selecciona entre el grupo que incluye, pero sin limitacion -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -

OCH2CH,OCHs3; y -azido. En algunas realizaciones, la amina se selecciona entre el grupo que incluye, pero sin
limitacion, compuestos de la férmula RNH, en la que R es —(CH2),-RX";

RX! es:
10
*_C,OH * oH 4 OH
i CH, HyC CHy
% OR? ORX2 ORX2
_ﬁ * * */\,O\/\O/
2 CH, H;C CH,
X2 X2 %2
*-CﬂszR * SR * SR
CH, H,C CH,
X2
in RX2 3)(\2 JR*? R h'sz
R
B CH, H,C CH,
o O O
*_<O * O *_< * *
oH  OR®Z  NH, NHRX  NRTZRS
NRX2 NR*2
NH, NHRX2 ~ NR¥RX*  NHRX  NYRC
ORX2
O o) NOH NOH //\I NORX2
*-cH *Y *_¢ * ¢ *_CH *Y
CH, H CH, CH; .
*Indica el punto de union del grupo RX" al grupo de conexion (CHz)n
15 )

*Indica el punto de union del grupo the RX' al grupo de conexion (CHz)n

en el que

11
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R** es un halogeno seleccionado entre F, Cl, Br, I; y

en el que n = 0-10.

5
Para los Ejemplos de referencia 1 a 5, que no estan de acuerdo con la invencion, la amina se selecciona entre el grupo
que consiste en:
H H
H,N 0O e
- HoN HzN/\Q ,
o OTfNH
NS
H,NT Y NN
10 :

En algunas realizaciones, la base es una amina terciaria seleccionada entre el grupo que consiste en trietilamina,
diisopropilamina y similares.

15  Con referencia al Esquema 1, la presente divulgacion también proporciona un método para la sintesis de una 3'-
fosforamidita de una aminocarbonilpiridina modificada en el C-5 que comprende: hacer reaccionar dicha
aminocarbonilpirimidina modificada en el C-5 con cianoetildiisopropil-clorofosforamidita en presencia de una base; y
aislar dicha 3'-fosforamidita. En algunas realizaciones, la aminocarbonilpirimidina modificada en el C-5 tiene la
siguiente estructura:

20
O O
R
HN N
Py | H
0" 'N
DMTO— o
OH X
en la que R y X son como se han definido anteriormente. En algunas realizaciones, la base es una amina terciaria
seleccionada entre el grupo que consiste en trietilamina, diisopropilamina y similares.
25
De nuevo, con referencia al Esquema 1, la presente divulgacion también proporciona un método para la sintesis de
un 5'-trifosfato de una aminocarbonilpiridina modificada en el C-5 que comprende:
a) hacer reaccionar una aminocarbonilpirimidina modificada en el C-5 que tiene la férmula:
30
O O
R
HN N
| H
0" 'N
DMTO— g
OH X
en la que R y X son como se han definido anteriormente, con anhidrido acético en presencia de una base, seguido
de la escision del grupo 5'-DMT con un acido para formar un 3'-acetato de la siguiente estructura:
35
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OAc X .
2
b) realizar una reaccion de Ludwig-Eckstein seguida de cromatografia de intercambio aniénico en el 3'-acetato de
la etapa a); y
c) aislar un 5'-trifosfato de una aminocarbonilpirimidina modificada en el C-5 que tiene la siguiente estructura o una
sal de la misma:

O O
HN™ ”’R
0.8.8. O
HO—P-0-P-0-P-0— o
OH OH OH
OR' X

La base usada se selecciona entre el grupo que incluye, pero sin limitacién, una amina terciaria. En algunas
realizaciones, la base es piridina. El acido usado en la etapa a se selecciona entre el grupo que incluye, pero sin
limitacion, acido dicloroacético, acido tricloroacético y 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol.

En un enfoque alternativo, la trifluoroetoxicarbonilpirimidina tiene la siguiente estructura:

0 O
HN)j)‘\O/\CQ
CfA\N

DMTO— 4

OAc X

Con referencia al Esquema 2, este compuesto se forma mediante la reaccion del compuesto (7) del Esquema 2 con
monoxido de carbono y trifluoroetanol en presencia de un catalizador de paladio y una base. La base se selecciona
entre el grupo que incluye, pero sin limitarse a, una amina terciaria seleccionada entre trietilamina y similares.

La presente divulgacion incluye compuestos preparados por cada uno de los métodos descritos anteriormente.
Ejemplos

Los siguientes ejemplos de referencia se proporcionan Unicamente con fines ilustrativos. Todos los ejemplos de
referencia descritos en el presente documento se llevaron a cabo usando técnicas convencionales, las cuales son bien
conocidas y rutinarias para los expertos en la materia. Las técnicas de biologia molecular rutinarias descritas en los
siguientes ejemplos de referencia pueden llevarse a cabo tal como se describe en los manuales de laboratorio
convencionales, tal como Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (2001).

Los siguientes procedimientos generales se emplearon para producir los nucledsidos modificados descritos en los

Ejemplos 1-3 y 5. La nomenclatura utilizada en el presente documento se basa en el sistema descrito por Matsuda et
al. Nucleic Acids Research 1997, 25:2784-2791.

13
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Esquema 1
o O O O O O
HN 0~ “CF, HN N HN N
A A | H‘R Py | H/R
PN (iProN)(CNEL)PCI, PN
HoN-R DIPEA,
DMTO (2a-e) DMTO! o DCM DMTO! o
TEA
ACN OH (I)
™) (3a-e) )\N/P\O/\/CN
(4a-e)
1. Ac20, pir
2. ClsCCOzH o (CF3)2CHOH
o O o o o
HN N’ .R
)\)E)LH HN ] N
o o Eokste P8 g o
HO o) 1. Ludwig-Eckstein HO_T_O—T_O_?_O o
OAc 2. HPLCintercambio aniénico o o O
(Et;NH) OH
(5a-e) (6a-e)

R:
a;/\@\
F
HO

Ejemplo de referencia 1. Sintesis de 5-O-DMT-dU-5-Carboxamidas (3a-€)

5'-O-Dimetoxitritil-5-(4-fluorobencilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina (3a). El material de partida, 5'-O-dimetoxitritil-
5-trifluoroetoxicarbonil-2'-desoxiuridina (1) se preparé mediante el procedimiento de Matsuda et al (Nomura, Y.; Ueno,
Y.; Matsuda, A. Nucleic Acids Research 1997, 25:2784-2791; Ito, T., Ueno, Y.; Matsuda, A. Nucleic Acids Research
2003, 31:2514-2523). Una solucién de (1) (9,85 g, 15 mmol), 4-fluorobencilamina (2a) (2,25 g, 18 mmol, 1,3 equiv.),
trietilamina (4,2 ml, 30 mmol) y acetonitrilo anhidro (30 ml) se calent6é en una atmdsfera inerte a 60-70 °C durante 2-
24 horas. La conversion cuantitativa de (1) a amida (3a) se confirmé mediante cromatografia en capa fina (gel de silice
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60, metanol al 5 %/diclorometano) o HPLC. La mezcla de reaccion se concentro al vacio y el residuo se purificd por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (Still, W. C.; Kahn, M.; Mitra, A. J. Org. Chem. 1978, 43:2923) usando un
eluyente de metanol al 0-3 % en trietilamina al 1 %/acetato de etilo al 99 %. Las fracciones que contenian el producto
puro se combinaron y se evaporaron. Las trazas de disolventes residuales se retiraron por evaporacién conjunta con
acetonitrilo anhidro, seguido de secado a alto vacio, para proporcionar (3a) en forma de un solido de color blanco (6,57
g, rendimiento del 64 %). RMN 'H (300 MHz, CD3CN) & 2,20-2,40 (2H, m), 3,28 (2H, d, J = 4,3 Hz), 3,76 (6H, s), 4,01
(1H,dd, J=3,8,4,2Hz), 4,26-4,30 (1 H, m), 4,48 (2H, d a, J = 6,1 Hz), 6,11 (1H, t, J = 6,5 Hz), 6,85-7,46 (13H, m),
7,03-7,36 (4 H, m), 8,58 (1 H, s), 9,01 (1H, t, J = 6,1 Hz). EM (m/z) calc. para CssH3sFN3Os, 681,25; encontrado 680,4
[M-H]-.

5'-O-Dimetoxitritil-5-(( R)-2-furfurilmetilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina (3b). El compuesto (3b) se preparé como
se describe para el (3a) usando (R)-2-furfurilmetilamina (2b) y se aisl6 en forma de un soélido de color blanco (9,3 g,
rendimiento del 94 %). El eluyente de la cromatografia fue trietilamina al 1 %/metanol al 4 %/acetato de etilo al 95 %.
RMN 'H (CDsCN) & 1,51-1,57 (1H, m), 1,84-1,94 (3H, m), 2,18-2,38 (2H, m), 3,25-3,52 (4H, m solapado), 3,66-3,93
(3H, m solapado), 3,78 (6H, s), 3,97-4,02 (1H, m), 4,24-4,29 (1H, m), 6,12 (1 H, t, J = 6,5), 6,86-7,47 (13H, m), 8,54
(1H, s), 8,83 (1H, s a). EM (m/z) calc. para CsgH39N30g, 657,27; encontrado 656,5 [M-H].

5'-O-Dimetoxitritil-5-((S)-2-furfurilmetilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina (3c). El compuesto (3c) se preparé como
se describe para el (3b) usando (S)-2-furfurilmetilamina (2c) y se aislé en forma de un sélido de color blanco (9,9 g,
rendimiento del 99 %). RMN 'H (CD3CN) & 1,50-1,59 (1H, m), 1,84-1,95 (3H, m), 2,18-2,40 (2H, m), 3,24-3,50 (4H, m
solapado), 3,69-3,97 (3H, m solapado), 3,78 (6H, s), 3,98-4,02 (1H, m), 4,25-4,30 (1H, m), 6,14 (1 H, t, J= 6,5), 6,87-
7,47 (13H, m), 8,54 (1H, s), 8,84 (1H, s a). EM (m/z) calc. para CzsH39N309, 657,27; encontrado 656,5 [M-H].

5'-O-Dimetoxitritil-5-(2-(4-morfolino)etilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina (3d). El compuesto (3d) se preparé como
se describe para el (3a), usando 2-(4-morfolino)-etilamina (2d) y se aisl6 en forma de un soélido de color blanco (8,2 g,
rendimiento del 80 %). El eluyente de la cromatografia fue metanol al 5 %/trietilamina al 2 %/diclorometano al 93 %.
RMN "H (CDsCN) & 2,21-2,39 (2H, m), 2,39-2,41 (4H, m), 2,48 (2H, t, J = 6,2 Hz), 3,27-3,29 (2H, m), 3,41 (2H, dt, J =
5,8, 6,2 Hz), 3,61-3,64 (4H, m), 3,78 (6H, s), 3,98-4,02 (1H, m), 4,25-4,30 (1H, m), 6,10 (1H, t, J =6,4), 6,86-7,47 (13H,
m), 8,55 (1H, s), 8,79 (1H, t a, J ~ 6 Hz). EM (m/z) calc. para C37H42N4O9, 686,30; encontrado 685,7 [M-H].

5'-O-Dimetoxitritil-5-(2-(N-benzoimidazolonil)etilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina (3e). EI compuesto (3e) se
preparé como se describe para el (3a) usando N-benzoimidazolonil-2-etilamina (2e) (CAS RN64928-88-7). El eluyente
de la cromatografia fue metanol al 2%/trietilamina al 1%/diclorometano al 97%. El producto puro se aisl6 en forma de
un solido de color castafrio (8,2 g, rendimiento del 74,5 %). RMN 'H (CD3CN) & 2,20-2,36 (2H, m), 3,27-3,29 (2H, m),
3,60 (2H, c, J = 6,5 Hz), 3,758 (3H, s), 3,762 (3H, s), 3,97 (2H, t, J = 6,5 Hz), 3,98-4,02 (1H, m), 4,27-4,30 (1H, m),
6,09 (1H, t, J = 6,5 Hz), 6,86-7,48 (13H, m), 6,91-7,10 (4H, m), 8,52 (1H, s), 8,76 (1H, t, J = 6,1 Hz). EM (m/z) calc.
para CsoH39Ns09, 733,27; encontrado 732,0 [M-H]-.

Ejemplo de referencia 2. Sintesis de 5-O-DMT-Nucledsido CE-Fosforamiditas (4a-4e)

5'-O-Dimetoxitritil-5-(4-fluorobencilaminocarbonil)-3'-O-[(2-cianoetil)(N,N-diisopropilamino)fosfinil]-2'-
desoxiuridina (4a). Una solucion de nucleésido protegido con DMT (3a) (4,00 g, 5,9 mmol) en diclorometano anhidro
(40 ml) se enfri6 a aproximadamente -10 °C en una atmosfera de argdn seco. Se afadid diisopropiletilamina (3,1 ml,
17,6 mmol, 3 equiv.), seguido de la adicidon gota a gota de 2-cianoetildiisopropilclorofosforamidita (1,7 ml, 7,7 mmol,
1,3 equiv.). La solucién se agité durante una hora y se confirmo la reaccion completa mediante cromatografia en capa
fina (gel de silice 60, acetato de etilo/hexano). La mezcla de reaccion se repartié entre una solucion de bicarbonato
saédico al 2 % enfriado con hielo (200 ml) y acetato de etilo (200 ml). La capa organica se lavo con salmuera, se seco
con sulfato sédico anhidro, se filtré y se concentré. El residuo se purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de
silice usando una fase movil de trietilamina al 1 %/acetato de etilo al 99 %. Las fracciones que contenian el producto
puro se combinaron y se evaporaron al vacio (<30 °C). Se retiraron las trazas del disolvente de cromatografia residual
por evaporacion conjunta con acetonitrilo anhidro y se sec6 a alto vacio para proporcionar (4a) en forma de una
espuma solida de color blanco (4,10 g, rendimiento del 80 %). RMN 'H (CD3CN, dos isomeros) & 1,02-1,16 (12H, m),
2,27-2,57 (2H, m), 2,51/2,62 (2H, 2t, J = 6,0/6,0 Hz), 3,25-3,37 (2H, m), 3,50-3,79 (4H, m solapado), 3,738 (3H, s),
3,742 (3H, s), 4,13/4,16 (1H, 2c, J = 3,5/3,7 Hz), 4,37-4,43 (1H, m), 4,44-4,47 (2H, m), 6,09/6,10 (1H, 2t, J = 6,4/7,1
Hz), 6,83-7,44 (13H, m), 7,01-7,30 (4H, m), 8,58/8,60 (1H, 2s), 8,98 (1H, a, J~5,5 Hz), 9,24 (1H, s a). RMN 3P (CD3CN)
5 148,01 (s), 148,06 (s). RMN "°F (CD3CN) & -117,65 (m). EM (m/z) calc. para Cs7Hs3FNsOgP, 881,36; encontrado
880,3 [M-HJ.

5'-O-Dimetoxitritil-5-(( R)-2-furfurilmetilaminocarbonil)-3'-O-[(2-cianoetil)(N,N-diisopropilamino)fosfinil]-2'-
desoxiuridina (4b). El compuesto (4b) se preparé como se describe para el (4a). Una mezcla 1:1 de fosforamiditas
diastereoméricas se aisl6 en forma de una espuma solida de color blanco (3,15 g, rendimiento del 62 %). El eluyente
de la cromatografia fue trietilamina al 1 %/hexanos al 20 %/acetato de etilo al 79 %. RMN 'H (CDsCN, dos isémeros)
0 1,14-1,27 (12H, m), 1,51-1,59 (1H, m), 1,86-1,94 (3H, m), 2,27-2,59 (2H, m), 2,54/2,65 (2H, 2t, J = 6,0/5,7 Hz), 3,27-
3,38 (2H, m), 3,44-3,97 (9H, m solapado), 3,782 (3H, s), 3,786 (3H, s), 4,11-4,18 (1H, m), 4,39-4,48 (1H, m), 6,11/6,13
(1H, 2t, J = 5,6/6,1 Hz), 6,96-7,47 (13H, m), 8,58/8,60 (1H, 2s), 8,75 (1 H, t a, J~5,4 Hz), 9,36 (1H, s a). RMN 3'P
(CD3CN) & 148,09 (s), 148,13 (s). EM (m/z) calc. para C4sHssNsO10P, 857,38; encontrado 856,6 [M-H]~.
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5'-O-Dimetoxitritil-5-((S)-2-furfurilmetilaminocarbonil)-3'-O-[(2-cianoetil)(N,N-diisopropilamino)fosfinil]-2'-
desoxiuridina (4c). El compuesto (4c) se preparé como se describe para el (4b). Una mezcla 1:1 de fosforamiditas
diastereoméricas se aislé en forma de una espuma sdlida de color blanco (3,74 g, rendimiento del 74%). RMN 'H
(CD3CN, dos isémeros) 6 1,14-1,27 (12H, m), 1,51-1,59 (1H, m), 1,86-1,94 (3H, m), 2,28-2,51 (2H, m), 2,53/2,65 (2H,
2t, J = 6,0/6,0 Hz), 3,25-3,41 (2H, m), 3,44-4,14 (9H, m solapado), 3,783 (3H, s), 3,786 (3H, s), 4,12-4,19 (1H, m),
4,40-4,49 (1H, m), 6,11/6,13 (1H, 2t, J = 6,3/6,3 Hz), 6,86-7,48 (13H, m), 8,58/8,60 (1H, 2s), 8,75 (1 H, t a, J~5,4 Hz),
9,36 (1H, s a). RMN 3'P (CDsCN) & 148,09 (s), 148,13 (s). EM (m/z) calc. para CssHssNsO10P, 857,38; encontrado
856,5 [M-HJ.

5'-O-Dimetoxitritil-5-(2-(4-morfolino)etilaminocarbonil)-3'-O-[(2-cianoetil)(N,N-diisopropilamino)fosfinil]-2'-
desoxiuridina (4d). El compuesto (4d) se prepar6 como se describe para el (4a) excepto que purificacion us6 un
eluyente de cromatografia de trietilamina al 1 %/etanol anhidro al 5 %/acetato de etilo al 94 %. La mezcla 1:1 de
fosforamiditas diastereoméricas se aisl6 en forma de una espuma sdlida de color blanco (3,9 g, rendimiento del 75 %).
RMN 'H (CDsCN, dos isémeros) & 1,04-1,19 (12H, m), 2,28-2,59 (2H, m), 2,43-2,47 (6H, m solapado), 2,53/2,64 (2H,
2t, J = 6,2/6,2 Hz), 3,27-3,76 (8H, m solapado), 3,61-3,65 (4H, m), 3,781 (3H, s), 3,789 (3H, s), 4,12-4,19 (1H, m),
4,39-4,49 (1H, m), 6,11/6,13 (1H, 2t, J = 5,2//5,2), 6,86-7,48 (13H, m), 8,58/8,60 (1H, 2s), 8,78 (1H, t a, J~5,3 Hz), 9,78
(1H, s a). RMN 3'P (CD3sCN) & 148,08 (s), 148,11 (s). EM (m/z) calc. para CssHssNsO10P, 886,4; encontrado 885,7 [M-
HI-.

5'-O-Dimetoxitritil-5-(2-(N-benzoimidazolonil)etilaminocarbonil)-3'-O-[(2-cianoetil)(N,N-
diisopropilamino)fosfinil]-2'-desoxiuridina (4e). El compuesto (4e) se prepar6 como se describe para el (4a)
excepto que purificacion usé un eluyente de cromatografia de trietilamina al 1 %/metanol anhidro al 10 %/acetato de
etilo al 89 %. La mezcla 1:1 de fosforamiditas diastereoméricas se aislé en forma de una espuma sdlida de color blanco
(1,6 g, rendimiento del 31 %). RMN 'H (CD3sCN, dos isémeros) & 1,03-1,18 (12H, m), 2,27-2,57 (2H, m), 2,52/2,63 (2H,
2t, J =6,0/6,0), 3,27-3,37 (2H, m), 3,49-3,80 (6H, m solapado), 3,732 (3H, s), 3,735/3,738 (3H, 2s), 4,00 (2H, t a, J~6,0
Hz), 4,12-4,18 (1H, m), 4,30-4,47 (1H, m), 6,08/6,10 (1H, 2t, J = 6,3/6,3 Hz), 6,85-7,48 (13H, m), 6,93-7,09 (4H, m),
8,57/8,60 (1H, 2s), 8,82/8,83 (1H, 2 t a, J~4,3/4,3 Hz), 9,48 (1H, s a). RMN 3'P (CD3CN) & 148,07 (s), 148,10 (s).

Ejemplo de referencia 3. Sintesis de 3'-O-Acetil-Nucledsidos (5a-5e)

5-(4-Fluorobencilaminocarbonil)-3'-O-acetil-2'-desoxiuridina (5a).

OAc
ba

El nucledsido (3a) (3,00 g, 4,4 mmol) se disolvié en una solucién de piridina anhidra (30 ml) y anhidrido acético (3 ml).
La solucion se agitoé durante una noche y se concentro al vacio para producir el 3'-O-acetil-nucleésido. El disolvente
residual se retir6 mediante evaporacion conjunta con tolueno anhidro (10 ml). El residuo se disolvié en diclorometano
anhidro (10 ml) y se tratd con acido tricloroacético al 3 % en diclorometano (58 ml). La solucion de color rojo se agité
durante una noche, tiempo durante el cual, el producto cristalizé. La suspension se enfrié a -20 °C, se filtrd y se lavo
con éter dietilico. El residuo se secd al vacio para proporcionar (5a) en forma de un sélido de color blanquecino (1,10
g, rendimiento del 59 %). RMN 'H (CDsCN) & 2,07 (3H, s), 2,33-2,38 (1H, m), 2,50-2,52 (1H, m), 3,63-3,64 (2H, m),
4,10 (1H, dd a, J = 3,1, 5,1 Hz), 4,46 (2H, d, J = 6,0 Hz), 5,19-5,26 (2 H, m solapado), 6,15 (1H, t, J = 7,0 Hz), 7,15
(2H, tt, J=2,2, 9,0 Hz), 7,31-7,38 (2H, m), 8,79 (1H, s), 9,14 (1H, ta, J = 6,1 Hz), 11,95 (1H, s a). RMN "°F (CDsCN)
0-116,02 (tt, J = 5,5, 9,0 Hz)). EM (m/z) calc. para C19H20FN30O7, 421,13; encontrado 419,8 [M-H]-.

5-((R)-2-Furfurilmetilaminocarbonil)-3'-O-acetil-2'-desoxiuridina (5b).

o o )
HN N/\t>
| H
0
HO— o
OA
°©  Bp

El compuesto (5b) se preparo a partir de (4b), mediante el procedimiento descrito para (5a) y se aislo por precipitacion
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de una mezcla de diclorometano y acetato de etilo en forma de un sélido de color blanco (1,27 g, rendimiento del
73 %). RMN "H (CDCls) & 1,57-2,02 (4H, m), 2,12 (3H, s), 2,46-2,50 (2H, m), 3,03 (1H, s a), 3,43-3,64 (2H, m), 3,75-
3,97 (2H, m), 3,78-4,10 (3H, m), 4,20-4,21 (1H, m), 5,40-5,42 (1H, m), 6,35 (1H, dd, J = 6,5, 7,7 Hz), 8,91 (1H, t, J =
5,5 Hz), 9,17 (1H, s), 9,44 (1H, s a). EM (m/z) calc. para C17H23N30s, 397,15; encontrado 396,1 [M-H]".

5-((S)-2-Furfurilmetilaminocarbonil)-3'-O-acetil-2'-desoxiuridina (5c).
o 0 H
HN N0
O~ N
HO— o

OA
¢ 5

El compuesto (5¢) se prepard a partir de (4c), mediante el procedimiento descrito para (5a), y se aislé6 mediante
precipitacion de una mezcla de diclorometano y éter dietilico en forma de un sélido de color ligeramente naranja (1,35
g, rendimiento del 77 %). RMN 'H (CDCls) & 1,57-2,03 (4H, m), 2,12 (3H, s), 2,47-2,51 (2H, m), 2,98 (1H, s a), 3,40-
3,68 (2H, m), 3,78-3,95 (2H, m), 3,90-4,12 (3H, m), 4,20-4,21 (1H, m), 5,39-5,42 (1H, m), 6,33 (1H, dd, J = 6,7, 7,4
Hz), 8,90 (1H, t, J = 5,5 Hz), 9,15 (1H, s), 9,37 (1H, s a). EM (m/z) calc. para C47H23N30s, 397,15; encontrado 395,9
[M-H]~.

5-(2-(4-Morfolino)etilaminocarbonil)-3'-O-acetil-2'-desoxiuridina (5d).

0o o (o
Oﬁ,\)‘jxx\/d

I

N
HO 0

N
OAc 5d
El nucledsido (3d) (1,00 g, 1,37 mmol) se disolvid en una solucién de piridina anhidra (10 ml) y anhidrido acético (1
ml). La solucién se agité6 durante una noche y se concentré al vacio para producir el 3'-O-acetil-nucledsido. El
disolvente residual se retir6 mediante evaporacion conjunta con tolueno anhidro (10 ml). El residuo se disolvié en
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (20 ml) (Leonard, N. J. Tetrahedron Letters, 1995, 36:7833) y se calentd a
aproximadamente 50 °C durante 3 horas. La escision completa del grupo DMT se confirmé por tlc. La mezcla de
solucion de color rojo se inactivo vertiéndola en metanol bien agitado (200 ml). La solucion de color amarillo resultante
se concentré al vacio y el residuo se disolvio en acetato de etilo caliente (20 ml). El producto cristalizd durante el
enfriamiento y la suspension resultante se envejecio a -20 °C, seguido de filtracion y lavado con acetato de etilo. El 3'-
O-acetil-nucledsido (5d) se aislé en forma de un sélido de color blanco (0,46 g, rendimiento del 79 %). RMN "H (DMSO-
dé) 6 2,07 (3H, s), 2,32-2,45 (7H, m solapado), 2,49-2,52 (1H, m), 3,33-3,40 (2H, m), 3,57 (4H, t, J = 4,5 Hz), 3,60-
3,63 (2H, m), 4,09 (1H, dd a, J = 3,2, 5,2 Hz), 5,17-5,25 (2H, m), 6,14 (1H, t, J = 7,0 Hz), 8,74 (1H, s), 8,89 (1H, ta, J
=5,4 Hz), 11,90 (1H, s a). EM (m/z) calc. para C1gH2sN4Os, 426,18; encontrado 425,0 [M-H]-.

5-(2-(1-(3-Acetil-benzoimidazolonil))etilaminocarbonil)-3'-O-acetil-2'-desoxiuridina (5e).

o)
o 0o \\I,NAC
HN NN
PO L
07N
HO e}
OAc 5e

El compuesto (5e) se preparé como se describe para el (5d) excepto que el producto cristalizo directamente cuando
la reaccion de escision de DMT se vertio en metanol. El diacetil nucleésido (5e) se aislo por filtracion en forma de un
solido de color blanco (0,55 g, rendimiento del 78 %). RMN 'H (DMSO-d6) & 2,07 (3H, s), 2,30-2,37 (1H, m), 2,49-2,52
(1H, m), 2,63 (3H, s) 3,33 (1H, s a), 3,55-3,64 (4H, m solapado), 3,99 (2H, t, J = 6,4 Hz), 4,09 (1H,dd a, J = 2,3, 5,2
Hz), 5,15-5,25 (2H, m), 6,13 (1H, dd, J = 6,3, 7,6 Hz), 7,11 (1H, ddd, J= 1,2, 7,6, 7,9 Hz), 7,22 (1H, ddd, J = 1,2, 7,6,
7,9 Hz), 7,33 (1H, dd, J= 0,8, 7,9 Hz), 8,02 (1H, dd, J = 0,8, 8,0 Hz), 8,05 (1H, s a), 8,83 (1H, t a), 8,71 (1H, s), 11,87
(1H, s a). EM (m/z) calc. para C23H25N509, 515,17; encontrado 513,9 [M-H]-.
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Ejemplo de referencia 4. Sintesis alternativa de 3'-O-Acetil-Nucledsidos (5a-5d)

Los 3'-O-acetil-nucledsidos (5a-d) también se sintetizaron mediante una ruta alternativa (Esquema 2) a partir del

5 material de partida, 3'-O-acetil-5'-O-dimetoxitritil-5-yodo-2'-desoxiuridina (7) (Vaught, J. D., Bock, C., Carter, J.,

Fitzwater, T., Otis, M., Schneider, D., Rolando, J., Waugh, S., Wilcox, S. K., Eaton, B. E. J. Am. Chem. Soc. 2010,132,

4141-4151). Brevemente, con referencia al Esquema 2, la rifluoroetoxicarbonilacion catalizada por paladio (Il) del

yoduro proporcioné el intermedio de éster activado (8). La condensacion de (8) con las aminas (2a-d) (1,3 equiv.,

trietilamina (3 equiv.), acetonitrilo, 60-70 °C, 2-24 horas), seguido de la escision del grupo protector 5-O-DMT (acido

10 tricloroacético al 3 %/diclorometano o 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol, temperatura ambiente), proporcioné (5a-d),
idéntico a los productos producidos a través de los productos intermedios (3a-d) (Esquema 1).

Esquema 2
o o o
[ HN 0" CF
*j\ | (PhCN),PdCl )\)j)k ®
S AL T
DMTO o _CEN, ALIN _ _ DMTO o _(E)_.
TEA
Opc OAc ACN
(7) (8)
_ o . o O
2 o ClsCCO,H/DCM HN NP
NN 0 A | H
A (CF3),CHOH o
HO fe)
DMTO— o
OAc
OAc
(5a-d)

R:
a; /\©\
F
H
@)
H

NS

15  3'-O-Acetil-5'-O-dimetoxitritil-5-(2,2,2-trifluoroetoxicarbonil)-2'-desoxiuridina (8). Un reactor de presion de vidrio
de paredes muy resistentes pesadas de 500 ml se llend con argoén y se cargd con 3'-O-acetil-5'-O-dimetoxitritil-5-yodo-
2'-desoxiuridina (7) (15,9 g, 22,8 mmol), acetonitrilo anhidro (200 ml), trietilamina (7,6 ml, 54,7 mmol) y 2,2,2-
trifluoroetanol (16,4 ml, 228 mmol). La solucién resultante se agitd vigorosamente y se desgasific6 mediante vacio a
<100 mm Hg durante 2 minutos. El matraz se llené con argdn y se afadio bis(benzonitrilo)dicloropaladio (Il) (175 mg,

20 0,46 mmol). La solucion resultante de color amarillo se desgasificd de nuevo y después se llend con monoxido de
carbono (99,9 %) (jprecaucion, gas venenoso!) de un colector de gas. Se mantuvo una presion de 6,89-68,95 kPa (1-
10 psi) de CO mientras la mezcla de reaccion se agitaba vigorosamente y se calentaba a 60-65 °C durante 12 horas.
La mezcla de reaccion enfriada se filtré (precaucion, gas venenoso) para retirar el precipitado de color negro y se
concentro al vacio. El residuo de color naranja se repartio entre diclorometano (120 ml) y bicarbonato sédico al 10 %
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(80 ml). La capa organica se lavd con agua (40 ml) y se seco con sulfato sédico, se filtrd y se concentré para dejar una
espuma de color naranja (17 g). Este producto en bruto podria usarse tal cual o purificarse adicionalmente mediante
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice con un eluyente de hexano al 30 %/trietilamina al 1 %/acetato de etilo al
69 % para proporcionar (8) en forma de una espuma sdlida incolora (12,7 g, rendimiento del 80 %). RMN 'H (CD3CN))
62,03 (3H, s), 2,37-2,56 (2H, m), 3,36-3,38 (2H, m), 3,78 (6H, s), 4,15-4,19 (1H, m), 4,37-4,55 (2H, m), 5,21-5,26 (1H,
m), 6,09 (1H, t, J = 6,1 Hz), 6,84-7,46 (13H, m), 8,53 (1H, s). RMN "°F (CD3CN) & -74,07 (t, J = 8,8 Hz). EM (m/z) calc.
para C3sH33F3N201o, 698,21; encontrado 697,4 [M-H]-.

Ejemplo de referencia 5. Sintesis de 5'-O-Trifosfatos de nucledsidos

5-(4-Fluorobencilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina-5'-O-trifosfato (sal de tris-trietilamonio) (6a). El trifosfato (6a)
se sintetizd a partir del 3'-O-acetil-nucledsido (5a) mediante el procedimiento de Ludwig y Eckstein (Ludwig, J. y
Eckstein, F. J. Org. Chem. 1989, 54:631) a una escala de 500 ymol (5x). El producto de trifosfato en bruto, después
de la amoniolisis y la evaporacion, se purificé mediante cromatografia de intercambio aniénico, como se describe en
el Procedimiento general (a continuacion).

Procedimiento general para la purificacion por HPLC de intercambio anionico de trifosfatos de nucledsidos.
Los trifosfatos de nucledsidos se purificaron a través de una cromatografia de intercambio aniénico usando una
columna HPLC empaquetada con resina Source Q (GE Healthcare), instalada en un sistema de HPLC preparativa,
con deteccion a 278 nm. El gradiente de elucion lineal empled dos tampones, (tampoén A: bicarbonato de trietilamonio
10 mM/acetonitrilo al 10 %, y tampon B: bicarbonato de ftrietilamonio 1 M/acetonitrilo al 10 %), con el gradiente
funcionando a temperatura ambiente desde un bajo contenido de tampdn B hasta alto contenido de tampon B durante
la elucion. El producto deseado era normalmente el material final a eluir desde la columna y se observé como un pico
amplio que abarcaba aproximadamente entre diez y doce minutos de tiempo de retencion (los productos de elucion
temprana incluian varios subproductos de reaccion, siendo el mas significativo el difosfato de nucledsido). Se
recogieron diversas fracciones durante la elucion del producto. Se analizé la fraccion mediante HPLC de fase invertida
en un equipo HPLC Waters 2795 con una columna Waters Symmetry (PN: WAT054215). Las fracciones que contenian
el producto puro (normalmente >90 %) se evaporaron en un evaporador Genevac VC 3000D para proporcionar resinas
de color castafio claro a incoloras. Las fracciones se reconstituyeron en agua desionizada y se combinaron para el
analisis final. La cuantificacion del producto se realizé por andlisis usando un espectrofotémetro de matriz de diodos
Hewlett Packard 8452A a 278 nm. Los rendimientos del producto se calcularon con la ecuacién A = €CL, donde A es
la absorbancia UV, € es el coeficiente de extincion estimado y L es la longitud del camino 6ptico (1 cm).

El producto en bruto (6a) se disolvié en aproximadamente 5 ml de tampon A (Tabla 1: Condiciones de la HPLC prep.
1). Cada inyeccion de purificacion consistid en una alicuota filtrada de aproximadamente 1 ml de esta solucion
inyectada en un equipo HPLC Waters 625 con un detector 486 equipado con una columna Resource Q de 6 ml (codigo
del producto GE Healthcare: 17-1179-01) con un gradiente de fase movil del 0 %-100 % de tampdn B en una elucion
de 50 minutos a 12 ml/minuto. Para (6a) [¢ est. 13.700 cm™ M-'] el producto purificado aislado fue de 130 umol
(rendimiento del 26 %). RMN 'H (D20) & 1,15 (27H, t, J = 7,3 Hz), 2,32-2,37 (2H, m), 3,07 (18H, ¢, J = 7,3 Hz), 4,06-
4,17 (3H, m solapado), 4,42 (2H, d a, J~0,7 Hz), 4,49-4,53 (1H, m), 4,70 (>7H, s a, HOD), 6,12 (1H, t, J = 6,8 Hz),
6,96-7,26 (4H, m), 8,45 (1H, s). RMN '°F (D;0) & -116,18 (m). RMN 3'P (D20) & -10,58 (d, J =20 Hz), -11,45(d, J =
20 Hz), -23,29 (t, J = 20 Hz). EM (m/z) calc. para C17H21FN3015P3, 619,02; encontrado 618,0 [M-H]~.

Tabla 1. Condiciones de la HPLC Prep. 1

Fase movil A: bicarbonato de trietilamonio 10 mM/acetonitrilo al 10 %
B: bicarbonato de trietilamonio 1 M/acetonitrilo al 10 %

Columna Resource Q 6 ml

sistema HPLC Waters 625 HPLC/detector 486

Gradiente (% de Tampdn B en la fase movil) |0 %-100 %

Tiempo de ejecucion/caudal 50 minutos a 12 ml/minuto

5-((R)-2-Furfurilmetilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina-5'-O-trifosfato (sal tris-trietilamonio) (6b) (Ejemplo de
referencia). El trifosfato (6b) se sintetizd a partir del 3'-O-acetil-nucledsido (5b) como se describe para el (6a). El
producto en bruto (6b) se purificd en una inyeccion Unica en un sistema preparatorio Waters 2767 con un detector
Waters 2489 usando una columna Waters AP-5 (Waters PN: WAT023331, 50 mm x 100 mm) empaquetada con 196
ml de resina Source 15Q (codigo del producto GE Healthcare: 17-0947-05). Se usaron los mismos tampones que
antes, pero el gradiente de elucion se modifico del 25 % al 80 % de tampdn B en una elucidon de 90 minutos a 50
ml/minuto (Tabla 2: Condiciones de la HPLC prep. 2). Se realizé una segunda purificacién en una columna C18 HPLC
para retirar las impurezas residuales (Tabla 4: Condiciones de la HPLC prep. 4). Para (6b) [€ est. 10.200 cm™ M-"] el
producto purificado aislado fue de 325 umol (rendimiento del 65 %). RMN 'H (D,0) & 1,17 (27H, t, J = 7,3 Hz), 1,49-
1,63 (1H, m), 1,77-2,02 (3H, m), 2,34-2,39 (2H, m), 2,85-3,83 (5H, m solapado), 3,08 (18H, c, J = 7,3 Hz), 4,01-4,19
(3H, m solapado), 4,52-4,56 (1H, m), 4,70 (>7H, s a, HOD), 6,15 (1H, t, J = 6,8 Hz), 8,48 (1H, s). RMN 3'P (D;0) & -
10,50 (d, J = 20 Hz), -11,51 (d, J = 20 Hz), -23,25 (t, J = 20 Hz). EM (m/z) calc. para C1sH24FN3O+6P3, 595,04;
encontrado 594,1 [M-H]J-.
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Tabla 2. Condiciones de la HPLC Prep. 2
IA: bicarbonato de trietilamonio 10 mM/acetonitrilo al 10 %

Fase movil B: bicarbonato de trietilamonio 1 M/acetonitrilo al 10 %
Columna Resource Q 6 ml
sistema HPLC Waters 625 HPLC/detector 486

Gradiente (% de Tampén B en la fase movil) [15%-60%

Tiempo de ejecucion/caudal 50 minutos a 12 ml/minuto

5-((S)-2-Furfurilmetilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina-5'-O-trifosfato (sal tris-trietilamonio) (6c). El trifosfato (6c)
se sintetizo a partir del 3'-O-acetil-nucledsido (5¢) como se describe para el (6a). El producto en bruto (6c) se purificd
en una inyeccion unica en un sistema preparatorio Waters 2767 con un detector Waters 2489 usando una columna
Waters AP-5 (Waters PN: WAT023331, 50 mm x 100 mm) empaquetada con 196 ml de resina Source 15Q (codigo
del producto GE Healthcare: 17-0947-05). Se usaron los mismos tampones que antes, pero el gradiente de elucion se
modifico del 25 % al 80 % de tampdn B en una elucién de 90 minutos a 50 mI/minuto (Tabla 2: Condiciones de la
HPLC prep. 2). Se realizé una segunda purificacion en una columna C18 HPLC para retirar las impurezas residuales
(Tabla 4: Condiciones de la HPLC prep. 4). Para (6c) [€ est. 10.200 cm™ M-'] el producto purificado aislado fue de
255 pmol (rendimiento del 51%). RMN 'H (D20) & 1,17 (27H, t, J = 7,3 Hz), 1,49-1,63 (1H, m), 1,78-2,01 (3H, m), 2,34-
2,39 (2H, m), 2,85-3,82 (5H, m solapado), 3,09 (18H, c, J = 7,3 Hz), 4,01-4,19 (3H, m solapado), 4,52-4,56 (1H, m),
4,70 (>7H, s a, HOD), 6,15 (1H, t, J = 6,7 Hz), 8,48 (1H, s). RMN 3'P (D;0) & -10,60 (d, J= 20 Hz), -11,42 (d, J = 20
Hz), -23,25 (t, J = 20 Hz). EM (m/z) calc. para C1sH24FN3016P3, 595,04; encontrado 594,1 [M-H]~.

5-(2-(4-Morfolino)etilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina-5'-O-trifosfato (sal bis-trietilamonio) (6d). El trifosfato (6d)
se sintetiz6 a partir del 3'-O-acetil-nucledsido (5d) como se describe para el (6a). El producto en bruto (6d) se purificd
con el mismo equipo y tampones que los usados para (6a), pero el gradiente se modifico para utilizar el tampdn B del
15 % al 60 % durante la elucion de 50 minutos para mejorar la resolucion de los productos (Tabla 3: Condiciones de
la HPLC prep. 3). Para (6d) [gest. 10.200 cm™' M-"] el producto purificado aislado fue de 54 umol (rendimiento del 11%).
RMN 'H (D;0) & 1,17 (18H, t, J = 7,3 Hz), 2,37-2,41 (2H, m), 2,91-2,98 (2H, m), 3,09 (12H, ¢, J = 7,3 Hz), 3,20-3,27
(4H, m), 3,87-3,90 (4H, m), 3,63-3,68 (2H, m), 4,10-4,18 (3H, m solapado), 4,56-4,60 (1H, m), 4,70 (>7H, s a, HOD),
6,15 (1H, ta, J = 6,3 Hz), 8,48 (1H, s). RMN 3'P (D;0) & - 9,99 (d, J = 21 Hz), -11,90 (d, J = 20 Hz), -23,19 (t, J = 20
Hz). EM (m/z) calc. para C1sH27N4O16P3, 624,06; encontrado 623,1 [M-H].

Tabla 3. Condiciones de la HPLC Prep. 3

Fase movil /A: bicarbonato de trietilamonio 10 mM/acetonitrilo al 10 %
B: bicarbonato de trietilamonio 1 M/acetonitrilo al 10 %
Columna \Waters AP-5 con Source Q 196 ml
sistema HPLC detector Waters 22767HPLC/2489
ﬁgavciili;ente (% de Tampon B en la fase 580 %
Tiempo de ejecucion/caudal 90 minutos a 50 ml/minuto
Tabla 4. Condiciones de la HPLC Prep. 4
Fase movil A: trietilamqnio 100 mM
B: acetonitrilo

Columna \Waters Novapk C18, 19 mm x 300 mm

sistema HPLC Waters 625 HPLC/detector 486

Gradiente (% de Tampén B en la fase movil) |10-25%

Tiempo de ejecucion/caudal 30 minutos a 8,5 ml/minuto

5-(2-(N-Bencimidazolonil)etilaminocarbonil)-2'-desoxiuridina-5'-O-trifosfato (sal bis-trietilamonio) (6e). El
trifosfato (6e) se sintetizé a partir del 3'-O-acetil-nucledsido (5e) como se describe para el (6a). El producto en bruto
(6e) se purificd con el mismo equipo y tampones que los usados para (6a), pero el gradiente se modifico para utilizar
el tampoén B del 15 % al 60 % durante la eluciéon de 50 minutos para mejorar la resolucion de los productos (Tabla 3:
Condiciones de la HPLC prep. 3). Para (6e) [€ est. 13.700 cm™ M-"] el producto purificado aislado fue de 101 umol
(rendimiento del 20%). RMN 'H (D,0) & 1,17 (18H, t, J = 7,3 Hz), 2,17-2,36 (2H, m), 3,09 (12H, ¢, J = 7,3 Hz), 3,60-
3,73 (2H, m), 4,01 (2H, t, J = 5,4 Hz), 4,03-4,15 (3H, m), 4,45-4,50 (1H, m), 4,70 (>7H, s a, HOD), 6,04 (1H, t, J= 6,6
Hz), 6,95-7,12 (4H, m), 8,02 (1H, s). RMN 3'P (D,0) & -10,35 (d, J = 20 Hz), -11,40 (d, J = 20 Hz), -23,23 (t, J = 20
Hz). EM (m/z) calc. para C19H24N5016P3, 671,04; encontrado 670,1 [M-H].

Las realizaciones anteriores y los ejemplos de referencia solo pretenden ser ejemplos. Ninguna realizacion particular,
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ejemplo de referencia o elemento de una realizacién o ejemplo particular debe interpretarse como un elemento o
caracteristica critica, requerida o esencial de cualquiera de las reivindicaciones. Ademas, no se requiere ningun
elemento descrito en este documento para la practica de las reivindicaciones adjuntas a menos que se describa
expresamente como "esencial" o "critico". Se pueden realizar diversas alteraciones, modificaciones, sustituciones y
otras variaciones en las realizaciones descritas sin apartarse del alcance de la presente invencién, que se define en
las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado entre los compuestos que tienen la siguiente estructura o una sal de los mismos:

0O O
R
SO
0~ 'N
R"O O
OR' X
en la que
R es -(CHy)-RX";
RX! es:
*
G
S

1

*Indica el punto de union del grupo RX" al grupo de conexion (CHz)n
R** es un halogeno seleccionado entre F, Cl, Br, |;
n =0-10;

X se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH,CH,OCHj3 y -azido;

R' se selecciona entre el grupo que consiste en -Ac; -P(N(iPr)2(O(CH2)2)CN; -Bz y -SiMextBu;

R" se selecciona entre el grupo que consiste en H, DMT vy trifosfato (-P(O)(OH)-O-P(O)(OH)-O-P(O)(OH);) o una

sal de los mismos.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene la siguiente estructura o una sal del mismo:

(@] (@]
O N
RO o
(@] X
)\N/JD\O/\/CN
(o]
0o v
|C|) ICI) [ o N
HO—P-0-P-0-F-0— o
OH OH OH
OR' X

3. El compuesto de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en el que R* es Cl.

4. Un oligonucleotido que comprende al menos un nucleétido modificado que tiene la siguiente estructura:
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en la que
5
R es -(CHy)-RX";
RX! es:
10

*Indica el punto de union del grupo RX" al grupo de conexion (CHz)n
R** es un haldgeno seleccionado entre F, Cl, Br, I; n = 0-10;
X se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH,CH,OCHj3 y -azido.

15 5. El oligonucleotido de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que R** es Cl.

6. Un oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en donde el oligonucleétido se selecciona
entre un acido ribonucleico o un acido desoxirribonucleico.

20 7. Un oligonucledtido de acuerdo con la reivindicacion 4 o la reivindicacion 5, en donde dicho oligonucleétido
comprende, ademas, al menos una modificacién quimica que comprende una sustituciéon quimica en una o mas
posiciones independientemente seleccionadas entre una posicién ribosa, una posicion desoxirribosa, una posiciéon
fosfato y una posicién base,
opcionalmente en donde dicha modificacion quimica se selecciona independientemente entre el grupo que consiste

25  en una modificacién del azucar en la posicion 2', un 2'-amino (2'-NHz), un 2'-fluoro (2'-F), un 2'-O-metilo (2'-OMe), 2'-
O-etilo (2'-OEt), 2'-O-propilo (2'-OPr), 2'-O-CH,CH,OCHs;, una modificacion de pirimidina en la posicion 5, una
modificacion de la estructura principal, metilacion, una proteccién en 3'y una proteccion en 5'.

8. Un aptamero que comprende al menos un nucleétido modificado que tiene la siguiente estructura:

30
O O
HN N’R
P | H
(0) N
=0 0
(l') X
en la que
35 R es -(CHz)-RX";
RX1 es:
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*Indica el punto de union del grupo RX" al grupo de conexion (CHz)n

R** es un halogeno seleccionado entre F, Cl, Br, I;

n =0-10;

X se selecciona entre el grupo que consiste en -H, -OH, -OMe, -O-alilo, -F, -OEt, -OPr, -OCH,CH,OCHj3 y -azido.

9. Un aptamero de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde R** es Cl.

10. Un aptamero de acuerdo con la reivindicacién 8 o la reivindicaciéon 9, en donde el aptamero se selecciona entre
un acido ribonucleico o un acido desoxirribonucleico.

11. Un aptamero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en donde dicho aptamero comprende
ademas al menos una modificacion quimica que comprende una sustitucién quimica en una o mas posiciones
independientemente seleccionadas entre una posicion ribosa, una posicion desoxirribosa, una posicion fosfato y una
posicion base, opcionalmente en donde dicha modificacién quimica se selecciona independientemente entre el grupo
que consiste en una modificacién del azucar en la posicion 2', un 2'-amino (2'-NHz), un 2'-fluoro (2'-F), un 2'-O-metilo
(2'-OMe), 2'-O-etilo (2'-OEt), 2'-O-propilo (2'-OPr), 2'-O-CH2CH,OCH?3;, una modificacion de pirimidina en la posicion 5,
una modificacién de la estructura principal, metilacion, una proteccion en 3'y una proteccion en 5'.
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