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DESCRIPCION
Procesos para la preparacién de oligémeros
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional de Estados Unidos de América nim.
62/508,256, presentada el 18 de mayo de 2017, la solicitud de patente provisional de Estados Unidos de América
nam. 62/341,049, presentada el 24 de mayo de 2016; la solicitud de patente provisional de Estados Unidos de
América nim. 62/356,923, presentada el 30 de junio de 2016; la solicitud de patente provisional de Estados Unidos
de América num. 62/357,072, presentada el 30 de junio de 2016; la solicitud de patente provisional de Estados
Unidos de América num. 62/357,153, presentada el 30 de junio de 2016; y la solicitud de patente provisional de
Estados Unidos de América num. 62/357,166, presentada el 30 de junio de 2016.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La tecnologia antisentido proporciona un medio para modular la expresién de uno o mas productos genéticos
especificos, incluidos productos de empalme alternativos, y es excepcionalmente Util en una serie de aplicaciones
terapéuticas, de diagnéstico y de investigacion. El principio detras de latecnologia antisentido es que un compuesto
antisentido, por ejemplo, un oligonucleétido, el cual se hibrida con un &cido nucleico diana, modula las actividades
de expresion génica tales como la transcripcidn, el empalme o la traduccién a través de cualquiera de varios
mecanismos antisentido. La especificidad de secuencia de los compuestos antisentido los hace atractivos como
herramientas para la validacién de dianas y la funcionalizacién de genes, asi como terapias para modular
selectivamente la expresién de genes implicados en enfermedades.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) se provoca por un defecto en la expresién de la proteina de distrofina.
El gen que codifica para la proteina contiene 79 exones propagados en méas de 2 millones de nucleétidos de ADN.
Cualquier mutacién exdénica que cambia el marco de lectura del exén, o introduce un codén de detencidn, o se
caracteriza por la remocién de un exén o exones completos fuera de marco, o duplicaciones de uno o mas exones,
tiene el potencial de interrumpir la produccién de distrofina funcional, dando por resultado la DMD.

Los ensayos clinicos recientes que prueban la seguridad y eficacia de los oligonucleétidos de cambio de empalme
(SSO) para el tratamiento de la DMD son con base en la tecnologia de SSO para inducir el empalme alternativo
de pre-ARNmM por el bloqueo estérico del espliceosoma (Cirak et al., 2011; Goemans et al., 2011; Kinali et al., 2009;
van Deutekom et al., 2007). Sin embargo, a pesar de estos éxitos, las opciones farmacolégicas disponibles para
tratar la DMD son limitadas.

Eteplirsen es un oligbmero de fosforodiamidato morfolino (PMO) disefiado para omitir el exén 51 del gen de la
distrofina humana en pacientes con DMD que se pueden modificar para omitir el exén 51 para restaurar el marco
de lectura y producir una forma funcional més corta de la proteina de distrofina. Sarepta Therapeutics, Inc.,
presentd una Solicitud de Nuevo Medicamento (NDA) a la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos de América (FDA) buscando la aprobacién para el tratamiento de la DMD en pacientes modificable
a la omisién de exdén 51. La NDA de Sarepta esté actualmente bajo revisién por parte de la FDA.

WO2013/082551 A1 describe el uso de un compuesto antisentido para inducir la inclusién de exones como
tratamiento para la Atrofia Muscular Espinal (SMA). Més particularmente, se refiere a inducir la inclusidén del exén
7 para restaurar los niveles de proteina de la neurona motora de supervivencia (SMN) codificada por el gen de la
neurona motora de supervivencia (SMN). Este documento ensefia ademas procesos para la produccién de
oligonucleétidos antisentido de morfolino.

WO 2014/153240 A2 describe moléculas antisentido capaces de unirse a un sitio diana seleccionado en el gen de
la distrofina humana para inducir la omisién de exén 53. Este documento ensefia ademas procesos para la
produccién de oligonucleétidos antisentido de morfolino.

WO 2011/150408 A2 divulga oligonucleétidos antisentido utiles para el tratamiento de enfermedades en las que la
inhibicién de la expresion de proteinas o la correccion de productos de empalme de ARNm aberrantes produce
efectos terapéuticos beneficiosos. Este documento ensefia ademas procesos para la produccién de
oligonucleétidos antisentido de morfolino.

Aunque se ha logrado un progreso significativo en el campo de la tecnologia antisentido, sigue existiendo la
necesidad en la técnica de métodos para preparar oligémeros de fosforodiamidato morfolino con un rendimiento
antisentido o antigénico mejorado.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION
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En la presente se proporcionan procesos para preparar oligdmeros de fosforodiamidato morfolino (PMO). Los
procesos sintéticos descritos en la presente permiten una sintesis de PMO ampliada en tanto que se mantiene el
rendimiento general y la pureza de un PMO sintetizado.

5 La presente invencién proporciona un proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula (A):
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde R? y n son como se definen en la presente.
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En ciertas modalidades, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto oligomérico de

Férmula (E):
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o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

En aun otra modalidad, el compuesto oligomérico de la divulgacién que incluye, por ejemplo, algunas modalidades
de un compuesto oligomérico de Férmula (E), es un compuesto oligomérico de Férmula (XII):
20
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o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Para claridad, las formulas estructurales que incluyen, por ejemplo, el compuesto oligomérico de Férmula (E) y
Eteplirsen representado por la Férmula (XII), son una férmula estructural continua de 5'a 3'y, para la conveniencia
de representar la formula completa en una forma compacta en las férmulas estructurales anteriores, los Solicitantes
han incluido varias roturas de ilustracién etiquetadas "ROTURAA", "ROTURAB", "ruptura C" y "ROTURAD." Como
entenderia el experto en la técnica, por ejemplo, cada indicacién de "ROTURAA" muestra una continuacién de la
ilustracién de la férmula estructural en estos puntos. El experto en la técnica entiende que lo mismo es cierto para
cada instancia de "ROTURAB", "ROTURAC" y "ROTURAD" en las férmulas estructurales anteriores que incluyen
Eteplirsen. Sin embargo, no se propone que ninguna de las roturas de la ilustracién indique, ni el experto en la
técnica las entenderia como una discontinuacién real de las formulas estructurales anteriores, incluido Eteplirsen.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra un cromatograma representativo de cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC) analitica de una sustancia de farmaco bruta de Eteplirsen (AVI-4658) sintetizada y desprotegida
(ver el Ejemplo 4).

La Figura 2 muestra un cromatograma de HPLC analitico representativo de una solucién de sustancia de
farmaco de Eteplirsen purificada (ver el ejemplo 5).

La Figura 3 muestra un cromatograma de HPLC analitico representativo de una sustancia farmacolégica
de Eteplirsen desalada y liofilizada (ver el ejemplo 5).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan procesos para preparar un oligémero de morfolino. El oligémero de morfolino a
descrito en la presente muestra una afinidad mas fuerte por el ADN y el ARN sin comprometer la selectividad de
secuencia, con relacidn a los oligonucleétidos nativos o no modificados. En algunas modalidades, el oligémero de
morfolino de la divulgacién minimiza o impide la escisién por la RNasa H. En algunas modalidades, el oligémero
de morfolino de la divulgacion no activa la RNasa H.

Los procesos descritos en la presente son ventajosos en un proceso a escala industrial y se pueden aplicar para
preparar cantidades de un oligdmero de morfolino en alto rendimiento y escala (por ejemplo, aproximadamente 1
kg, aproximadamente 1-10 kg, aproximadamente 2-10 kg, aproximadamente 5-20 kg, aproximadamente 10-20 kg,
o aproximadamente 10-50 kg).
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Definiciones

A continuacién, se enumeran las definiciones de varios términos utilizados para describir esta divulgacién. Estas
definiciones se aplican a los términos tal como se utilizan a lo largo de esta memoria descriptiva y reivindicaciones,
a menos que se limiten de otro modo en casos especificos, ya sea individualmente o como parte de un grupo mas
grande.

"Protegido de bases" o "proteccion de bases" se refiere a la protecciéon de los grupos de emparejamiento de bases,
por ejemplo, bases de purina o pirimidina, en las subunidades de morfolino con grupos protectores adecuados
para impedir la reaccién o interferencia de los grupos de emparejamiento de bases durante la sintesis de
oligbmeros por pasos. Un ejemplo de una subunidad de morfolino protegida por base es el compuesto de
subunidad C activada (C) que tiene un grupo protector de CBZ en el grupo amino de citosina que se representa a
continuacion.

Un "grupo fosforamidato activado" es habitualmente un grupo clorofosforamidato, que tiene sustituciéon en el
nitrégeno que se desea en el enlace fosforodiamidato eventual en el oligbmero. Un ejemplo es
(dimetilamino)clorofosforamidato, es decir, -OP(=O)(NMe2)Cl.

El término "unido al soporte" se refiere a una entidad quimica que esté vinculada covalentemente a un medio de
soporte.

El término "medio de soporte" se refiere a cualquier material que incluye, por ejemplo, cualquier particula, perla o
superficie, sobre la cual se puede unir o sintetizar un oligémero, o se puede modificar para la unién o sintesis de
un oligbmero. Los sustratos representativos incluyen, pero no se limitan a, soportes inorganicos y soportes
organicos tal como vidrio y vidrio modificado o funcionalizado, plasticos (incluyendo acrilicos, poliestireno y
copolimeros de estireno y otros materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno, poliuretanos, TEFLON, etc.),
polisacéaridos, nylon o nitrocelulosa, ceramica, resinas, silice o materiales basados en silice incluyendo silicio y
silicio modificado, carbono, metales, vidrios inorganicos, plasticos, haces de fibras épticas, y una variedad de otros
polimeros. Las superficies sélidas y de medio de soporte particularmente (tiles para algunas modalidades se
ubican dentro de un aparato de celda de flujo. En algunas modalidades de los procesos descritos en la presente,
el medio de soporte comprende poliestireno con divinilbenceno reticulado al 1%.

En algunas modalidades, el medio de soporte representativo comprende al menos un sitio reactivo para la unién o
sintesis de un oligémero. Por ejemplo, en algunas modalidades, un medio de soporte de la divulgacién comprende
uno o mas grupos amino o hidroxilo terminales capaces de formar un enlace quimico con una subunidad entrante
u otro grupo activado para unir o sintetizar un oligémero.

Algunos medios de soporte representativos que son susceptibles a los procesos descritos en la presente incluyen,
pero no se limitan a, los siguientes: vidrio de poro controlado (CPG); vidrio de poro controlado por oxalilo (ver, por
ejemplo, Alul et al., Nucleic Acids Research 1991, 19, 1527); particulas que contienen silice, tal como perlas de
vidrio poroso y gel de silice tal como el formado por la reaccién de tricloro{3-(4-clorometil)fenil]propilsilano y perlas
de vidrio poroso (ver Parry Grohmann, Angew. Chem. Internatl. Ed. 1972, 11, 314, vendido bajo la marca comercial
"PORASIL E" por Waters Associates, Framingham, Mass., EUA); un monoéster de 1,4-dihidroximetilbenceno y
silice (ver Bayer y Jung, Tetrahedron Lett. 1970, 51, 4503, vendido bajo la marca comercial "BIOPAK" por Waters
Associates); TENTAGEL (ver, por ejemplo, Wright et al., Tetrahedron Lett. 1993, 34, 3373); matriz en perlas de
copolimero de estireno/divinilbenceno reticulado, o POROS, un copolimero de poliestireno/divinilbenceno
(disponible de PerSeptive Biosystems); medio de soporte soluble tal como PEG de polietilenglicol (ver Bonora et
al., Organic Process Research & Development 2000, 4, 225-231); soporte de PEPS, que es una pelicula de
polietileno (PE) con injertos colgantes de poliestireno de cadena larga (PS) (ver Berg et al., J. Am. Chem. Soc.
1989, 111, 8024 y la solicitud de patente internacional WO 1990/02749); copolimeros de dimetilacrilamida
reticulados con N,N'-bisacriloiletilendiamina, incluyendo una cantidad conocida de N-terbutoxicarbonil-beta-alanil-
N'-acriloilhexametilendiamina (ver Atherton et al., J. Am. Chem. Soc. 1975, 97, 6584, Atherton et al., Bioorg. Chem.
1979, 8, 351, y Atherton et al., J. Chem. Soc. Perkin 11981, 538); particulas de vidrio recubiertas con un polimero
de estireno reticulado hidréfobo (ver Scott et al., J. Chrom. Sci. 1971, 9, 577); polimero de etileno fluorado en el
que se ha injertado poliestireno (ver Kent y Merrifield, Israel J. Chem. 1978, 17, 243 y van Rietschoten en Peptides
1974, Y. Wolman, Ed., Wiley and Sons, Nueva York, 1975, pags. 113-116), membranas de polipropileno recubiertas
con hidroxipropilacrilato (Daniels et al., Tetrahedron Lett. 1989, 4345); barras de polietileno injertadas con acido
acrilico (Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 3998); una "bolsa de té" que contiene perlas de
polimero utilizadas tradicionalmente (Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 5131); y combinaciones de
los mismos.

El término "aparato de celda de flujo" se refiere a una camara que comprende una superficie (por ejemplo,
superficie sélida) a través de la cual se pueden hacer fluir uno o mas reactivos fluidos (por ejemplo, liquido o gas).
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El término "agente de desbloqueo” se refiere a una composicidén (por ejemplo, una solucidén) que comprende un
acido quimico o combinacién de acidos quimicos para remover grupos protectores. Los acidos quimicos de ejemplo
utilizados en agentes de desbloqueo incluyen é&cidos halogenados, por ejemplo, acido cloroacético, acido
dicloroacético, acido tricloroacético, acido fluoroacético, acido difluoroacético, y acido trifluoroacético. En algunas
modalidades, un agente de desbloqueo remueve uno o mas grupos tritilo de, por ejemplo, un oligbmero, un
oligbmero unido al soporte, una subunidad unida al soporte u otra porcién nitrégeno u oxigeno protegido.

Los términos "halégeno" y "halo" se refieren a un dtomo seleccionado del grupo que consta de fluor, cloro, bromo,
y yodo.

El término "agente de terminacién de cadena" se refiere a una composiciéon (por ejemplo, una solucién) que
comprende un anhidrido de acido (por ejemplo, anhidrido benzoico, anhidrido acético, anhidrido fenoxiacético, y
similares) util para bloquear una citacién reactiva de, por ejemplo, un medio de soporte que forma un enlace
quimico con una subunidad entrante u otro grupo activado.

Eltérmino "agente de escisién” se refiere a una composicién (por ejemplo, una solucién liquida o mezcla gaseosa)
que comprende una base quimica (por ejemplo, amoniaco o 1,8-diazabicicloundec-7-eno) o una combinacién de
bases quimicas utiles para escindir, por ejemplo, un oligémero unido al soporte de un medio de soporte.

El término "agente de desproteccién” se refiere a una composiciéon (por ejemplo, una solucién liquida o mezcla
gaseosa) que comprende una base quimica (por ejemplo, amoniaco, 1,8-diazabicicloundec-7-eno o carbonato de
potasio) o una combinacién de bases quimicas Utiles para remover grupos protectores. Por ejemplo, un agente de
desproteccién, en algunas modalidades, puede remover la proteccién de base de, por ejemplo, una subunidad de
morfolino, subunidades de morfolino de un oligdmero de morfolino, o versiones unidas al soporte de las mismas.

El término "solvente" se refiere a un componente de una solucién o mezcla en la que se disuelve un soluto. Los
solventes pueden ser inorganicos u orgénicos (por ejemplo, acido acético, acetona, acetonitrilo, acetil acetona, 2-
aminoetanol, anilina, anisol, benceno, benzonitrilo, alcohol bencilico, 1-butanol, 2-butanol, i-butanol, 2-butanona,
alcohol t-butilico, disulfuro de carbono, tetracloruro de carbono, clorobenceno, cloroformo, ciclohexano,
ciclohexanol, ciclohexanona, ftalato de di-n-butilo, 1,1-dicloroetano, 1,2-dicloroetano, dietilamina, dietilenglicol,
diglima, dimetoxietano (glima), N,N-dimetilanilina, dimetilformamida, ftalato de dimetilo, dimetilsulféxido, dioxano,
etanol, éter, acetato de etilo, acetoacetato de etilo, benzoato de etilo, etilenglicol, glicerina, heptano, 1-heptanol,
hexano, 1-hexanol, metanol, acetato de metilo, éter metil-terbutilico, cloruro de metileno, 1-octanol, pentano, 1-
pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-pentanona, 3-pentanona, 1-propanol, 2-propanol, piridina, tetrahidrofurano,
tolueno, agua, p-xileno).

Las frases "oligobmero de morfolino" y "oligbmero de morfolino de fosforodiamidato" o "PMO" se refieren a un
oligbmero que tiene subunidades de morfolino vinculadas entre si por enlaces de fosforodiamidato, que unen el
nitrégeno de morfolino de una subunidad al carbono 5'-exociclico de una subunidad adyacente. Cada subunidad
de morfolino comprende un resto de emparejamiento de nucleobase eficaz para unirse, mediante enlaces de
hidrégeno especificos de nucleobase, a una nucleobase en una diana.

El término "cola de EG3" se refiere a porciones trietilenglicol conjugadas al oligdmero, por ejemplo, en su extremo
3’ 0 5. Por ejemplo, en algunas modalidades, "cola de EG3" conjugada al extremo 3’ de un oligémero puede ser
de la estructura:

HO{*/\OH’J\ 'E)N };

En ciertas modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacién puede tener una
longitud de 10 a 40 nucleétidos, 10 a 30 nucledtidos, 10 a 25 nucledtidos, 10 a 24 nucleétidos, 10 a 23 nucledtidos,
10 a 22 nucledétidos, 10 a 21 nucleétidos, 10 a 20 nucleétidos, 15 a 30 nucleétidos, 15 a 25 nucleétidos, 15 a 24
nucleoétidos, 15 a 23 nucleétidos, 15 a 22 nucleétidos, 15 a 21 nucledtidos, 15 a 20 nucleétidos, 20 a 30 nucleétidos,
20 a 25 nucleétidos, 20 a 24 nucleétidos, 20 a 23 nucleétidos, 0 20 a 22 nucleétidos de longitud, incluyendo todos
los numeros enteros entre estos intervalos. Preferentemente, un compuesto oligomérico preparado por los
métodos de la divulgacion es de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 0 40 nucledbtidos de longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico
preparado por los métodos de la divulgacién tiene 20 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, un
compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacién tiene 21 nucleétidos de longitud. En algunas
modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacién tiene 22 nucleétidos de
longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacién tiene
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23 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la
divulgacidn tiene 24 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico preparado por
los métodos de la divulgacién tiene 25 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico
preparado por los métodos de la divulgacién tiene 26 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, un
compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacion tiene 27 nucleétidos de longitud. En algunas
modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacién tiene 28 nucleétidos de
longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la divulgacién tiene
29 nucleétidos de longitud. En algunas modalidades, un compuesto oligomérico preparado por los métodos de la
divulgacién tiene 30 nucleétidos de longitud.

Por consiguiente, en algunas modalidades de compuestos oligoméricos preparados por los métodos de la
divulgacién que incluyen, por ejemplo, modalidades de compuestos oligoméricos de la Férmula (A) , n es un
namero entero que varia de 10 a 40, 10 a 30, 10 a 25, 10a24,10a23,10a22,10a21,10a20,15a 30, 15 a
25,15a24,15a23,15a22,15a21,15a20,20a 30,20 a 25,20a 24,20 a 23, 0 20 a 22. En ciertas modalidades,
nes 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 0 40. En algunas modalidades, n es 10. En algunas modalidades, n es 11. En algunas modalidades, n es 12.
En algunas modalidades, n es 15. En algunas modalidades, n es 18. En algunas modalidades, n es 20. En algunas
modalidades, n es 21. En algunas modalidades, n es 22. En algunas modalidades, n es 23. En algunas
modalidades, n es 24. En algunas modalidades, n es 25. En algunas modalidades, n es 26. En algunas
modalidades, n es 27. En algunas modalidades, n es 28. En algunas modalidades, n es 29. En algunas
modalidades, n es 30.

Los términos "alrededor de" o "aproximadamente" en general se entienden por personas con conocimientos en el
area tematica pertinente, pero en ciertas circunstancias pueden significar dentro de + 10%, o dentro de + 5%, de
un valor o intervalo determinado.

Procesos para la preparacion de oligémeros de morfolino

La sintesis se prepara en general, como se describe en la presente, en un medio de soporte. En general, un primer
sintén (por ejemplo, un monémero, tal como una subunidad de morfolino) se une primero a un medio de soporte,
y el oligbmero se sintetiza entonces por el acoplamiento secuencial de subunidades al sintdn unido al soporte. Este
alargamiento iterativo finalmente da por resultado un compuesto oligomérico final. Los medios de soporte
adecuados pueden ser solubles o insolubles, o pueden poseer solubilidad variable en diferentes solventes para
permitir que el polimero unido al soporte en crecimiento esté dentro o fuera de la solucién segln se desee. Los
medios de soporte tradicionales son en su mayor parte insolubles y se colocan de manera rutinaria en recipientes
de reaccion mientras que los reactivos y solventes reaccionan con y/o lavan la cadena en crecimiento hasta que
el oligbmero ha alcanzado la longitud diana, después de lo cual el oligbmero se escinde del soporte y, si es
necesario, se procesa adicionalmente para producir el compuesto polimérico final. Enfoques més recientes han
introducido soportes solubles que incluyen soportes poliméricos solubles para permitir la precipitacion y disolucién
del producto sintetizado iterativamente en los puntos deseados de la sintesis (Gravert et al., Chem. Rev. 1997,
97,489-510).

En la presente se proporcionan procesos para la preparacién de oligémeros de morfolino.

Por lo tanto, en otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula

(Iy:
o)

Oj\NH
L.
(1y,
en donde R es un medio de soporte;

en donde el proceso comprende poner en contacto un compuesto de Férmula (A1):
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Q
02N
N/\l
l\/N\RS
o
O)\NH
R’:

(Al

en donde R' es un medio de soporte y R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

° con un agente de desbloqueo para formar el compuesto de Férmula (Il).
En otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (A3):
O
OzN N/\I o
'\/NMO/\/O\AONOYO
° o @
O)\NH t;l
kw R®
10 {A3);

en donde R' es un medio de soporte, y R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

15 en donde el proceso comprende poner en contacto un compuesto de Férmula (I1):

0N

O

O)\NH
C

1y,

en donde R es un medio de soporte;

20
con un compuesto de Férmula (A2):
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O O
H N/ONOWO\/\O/\V/O\(O
& N
-0 (]
i

{A2),
en donde R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

5 para formar el compuesto de Férmula (A3).

En aun otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (1V):

O

OaN N/\ 9
I\/N O Q. O
O/"\V/ \\,/‘\O/\\/ \f
o ] N
’e (/
'\ H
R‘l

(Ivy,
10
en donde R es un medio de soporte;
en donde el proceso comprende poner en contacto un compuesto de Férmula (A3):
O
O.N
2 N/\‘ o

'\/N\n/\/‘LO/\/O\//\O/\*/O\fO

0 N

OéL\NH N

kw R®

en donde R' es un medio de soporte, y R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

20 con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de Férmula (1V):

En aun otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (A5):
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O
O,N 5'

| OMO[/\]/O\/\O/\/OYO
° O @

O)\NH \ N
N—P=0

R’ / ('3

Y
N

(AS);

en donde R' es un medio de soporte, R se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y

R* se selecciona del grupo que consta de:

L 5%

H S~
Y ey
| HIN
%NTN
© PO, (DPG).
N H O H\rﬁ 0
= =
%b |
\ 'a,iN N
Ty Xy
(PA), (P5mC),

= O
N NH
XY
(T

)

R ““\
A
5 o
SN N %
=Y SLMW
R ‘i-:\§,.d“=\§“§ ‘\\\\ W,»““"::u\\
O YT \;\\-« 4":-:::‘ ) STy
Q {15 5 WG

en donde el proceso comprende poner en contacto un compuesto de Férmula (1V):

10
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Oj\NH [ j

(IVy

en donde R es un medio de soporte;

5 con un compuesto de Férmula (A4):
Ci
N\
/N—-—F;=O
o
N
ke
(Ad),

en donde R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,
10 y R* se selecciona del grupo que consta de:

pfr

'

Z © o
m/ HN
A
° (PC), (DPG),
H O 0
N _NH 4 hY L‘HiN N
T N/ \Jl/
0 (T), (PA), (P5mQ),

15

1
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para formar un compuesto de Férmula (A5).

En otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (A9):

o |51
g

° (]

O)\NH N

| 1
R \N—r!:o

/ Q

oj,R4
N
1 i ]
[ 3]
(A9),

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta

de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona, independientemente para cada
presentacion, del grupo que consta de:

O
O
Y
k@
H ——
XY A
l HN
'%,im\’rr\z
© (PC), (DPG),
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<
o~
£
c
=
Z\\
®
= pqun
E
ad
o=
- ZT
O

(P5mQ),

o 2 e & Y L
y ! S s Y -
LN RS N AW
T e PN
o QL T oWy S P

5 y en donde el proceso comprende los pasos secuenciales de:

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (1V):

O)\NH [ j
L

vy
10
en donde R es un medio de soporte;

con un compuesto de Férmula (A4):

/

L

15 (Ad),

en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona del grupo que consta de:

13
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‘i“
H

(PC), (DPG),

H
eVt GiNe S ¢
N ‘LL,Z{N N
N _NH
% \ﬂ/ N:::/N \g/
0 (T), (PA), (P5mQ),

:w;s\-i\ i';?-vw\/“w TR

e “‘{’

g X%

Y Nty

"‘-‘Q\\«,{_"ﬁ" ;:::x:,§\\ . . . \\\ S 3
g
\? L I % N g
€ FSE W - S ¥ X J\\\ iy

para formar un compuesto de Férmula (A5):
G
0N N /ﬁ 5 [ 5 ]
K/N\[(\)J\
0] N
O)\N

H \ N

1 =0
R / 5
oj/R4
N
ke
[ 3]
(AS);

en donde R' es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta de ftritilo,
monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y

R* se selecciona del grupo que consta de:

14
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(PC), (DPG).

Z o F—N H Hﬁ/
%N NH N\%\\{N
\ﬂ/ N=/
(PA), (P5mQ),

O (T)B
5
&3 e“"\\o\
{:‘:“*&* ‘ ‘5:}% s HAEH
N e A
WAL .»\ ?‘- S ™ RN
{1 MR,y i‘w
y
(b) realizar N-1 iteraciones de los pasos secuenciales de:
10
(b1) poner en contacto el producto formado por el paso inmediatamente anterior con un agente
de desbloqueo; y
(b2) poner en contacto el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior con un
15 compuesto de Férmula (A8):
Cl
\
Soteo
G
‘Tojaa
N
b
(AB);
en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
20 trimetoxitritilo, y R* se selecciona del grupo que consta de:

15
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o (T), (P5SmC)
. RS
{;;;'\ e
RS&\&«*'S\Q\K .
LS N
s ol
gﬁf\\T “.~ ° S \m
"s‘{w PR \ \\ m\
{’ A k \\ j
i3 \i}, ¥ w8 (PG,
5
para formar un compuesto de Férmula (A9).
En aun otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (A10):
10
O '
| 5]
O;N
N/ﬁ 0
A o .
O N
o)\NH N
I 1
R’ \ l
/N_I=O
0O
KEOJ/R4
N
| | ]
| n
H
[ 3]
(A10);

16
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en donde n es un nlmero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte y R* se selecciona, independientemente
para cada presentacién, del grupo que consta de:

PN A
\\) TN
Ty ‘“f” . ‘{‘f“’%
& h N z§_,s;. v S

en donde el proceso comprende poner en contacto un compuesto de Férmula (A9):

17
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I 5]
02N N/\ o
K/NNO/‘\/O\/\O/\/OYO
J O ®
OJ\NH N
[ 1
w N o
a
O. R*

(A9),

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta
de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona, independientemente para cada
presentacion, del grupo que consta de:

e
H
Y'Y {

© (PO), (DPG),

H O H o)

o~ O F—N N %\(

N._ _NH N\%\\( “L,iN IN
XY - If

0 (PA), (P5mC),

(T),

. N \\f%\{ & \ “§m\
< TH N 2,y 7 (M3

18
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y con un agente de desbloqueo para formar el compuesto de Férmula (A10):

En aun otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula (A11):

0
OzN N/ﬁ O[ o' l
AN K/NY\)J\O/\/O\/\O/\\/ O\(O
0] N
¢
| |
\N—l=0
a
Oj/R"
N
| | |
[
[ 3]
5 (ALl),

en donde n es un nlimero entero de 10 a 40, y R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del
grupo que consta de:

o0 R

@ o

Y

10 © (PC), (DPG),

o (M (®PSmC),
N
LN e

& S

{ﬁ-":\\\%‘;f:“\ ’ f::’::'\\ O f”"\\@\“:::;;\\
x s L y B en _“.-\1«"' 3 P
\\{‘\{"N\\\ ‘)NS X\"“S\*ﬁy M% \'““"f \b\\\\
- %Y &m \

HH S A y IR

19
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y
en donde el proceso comprende poner en contacto el compuesto de Férmula (A10):
5
O '
| 5]
O,N
N/ﬁ 0
LA 0 0
\“/\)J\O/\/ \/\O/\/ \f
0O N
o)\NH N
I 1
R' \ l
/N_I=O
0
KEOIFW
N
L | |
| n
H
[ 3]
(A10);
en donde n es un nlmero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte y R* se selecciona, independientemente
para cada presentacién, del grupo que consta de:
10

AT
© (PC), (DPG),
A P
‘HL{]N NH N\e/\\i
g N/
@] (T), (PA), (P5SmQ),

20
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< SV NS
“-M"‘?‘k e & \v\s\\
=

e N\ ~ i
X 13 g 5{ XW.M “‘:} ” o
%{\i pe }%{«N X " W\%
TO A sy Y2 4e

con un agente de escision para formar un compuesto de Férmula (A11):

La presente invencién se refiere a un proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula (A):

) _ _
R2
' 0 N/\I )ﬁ
[5'T wo ij/N‘\ﬁ,o\)o\/N\
P A
N BEY

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, y cada R? se selecciona, independientemente para cada presentacion,
del grupo que consta de:

en donde el proceso comprende poner en contacto un compuesto de Férmula (A11):

21
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N N/ﬁ 0
N k/NNO/\/O\/\O/\/OYO

N
| 1
\N—FL=O
a
o _R*
J
1 | |
L n
| 3]

(All),

en donde n es un nlimero entero de 10 a 40, y R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del

grupo que consta de:
N0
KY
N\n/N
© (PO}, C (DPG),

o (T
al ST
§ }\M It
R YIS \
N Nt
\,‘d_;‘,,.- w"{-“ %

con un agente de desproteccién para formar el compuesto oligomérico de Férmula (I1):

22
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En otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula
(A):

[5'] Hourj\]\(/\ll\k\(ﬁ O\)Oj
s '

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, y cada R? se selecciona, independientemente para cada presentacion,
del grupo que consta de:

A\
l/\”/NHz %N\%\( % A
VA
N

0
NH
N== HLL‘L’:N NH %’{HN
\( ) \g/ (T), N==/

en donde el proceso comprende los pasos secuenciales de:

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (A1):

O
OzN
2 Nﬁ
k/N\Rs
Q
A
C,
{Al),

en donde R es un medio de soporte y R se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

con un agente de desbloqueo para formar el compuesto de Férmula (ll):

23
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O)\NH

(iny;
en donde R es un medio de soporte;

5 (b) poner en contacto el compuesto de Férmula (Il) con un compuesto de Férmula (A2):

s Hrnnons
3 s

(A2);
en donde R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

10
para formar un compuesto de Férmula (A3):

Oz N/ﬁ )
I\/N\ﬂ/\)j\o/"\v/o\//\o,/\\/o O
I b
° C
O)\NH
{A3);

15 en donde R' es un medio de soporte, y R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

(c) poner en contacto el compuesto de Férmula (A3) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto

de Férmula (IV):
20

24
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O.N

@“Y\i RV N N T

Oj\Nl [Nj

{avy,
en donde R es un medio de soporte;

(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (1V) con un compuesto de Férmula (A4):

Ct

|
N—P=0
/]

(A4,

en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona del grupo que consta de:

Jer

O

“‘i

-
OZ\/Z}

(PC), (DPG),

H
o =N H_ P %\rN 0
DE%\\{N ‘Lﬁ{'?N |N
N::./N \ﬂ/
(T), (PA), (P5SmC),

A

-
o—j/z
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O s YoM my S,
para formar un compuesto de Férmula (A5):
O
O.N . /ﬁ o | 5]
k/NN SO
: D
8 N
" ()
O)\NH N

(AS);

en donde R' es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta de ftritilo,
monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y

R* se selecciona del grupo que consta de:

pi/

%

ZT
]

(PC), (DPG),

G N NS

26
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Q o
N F""""& o N
N NH \;\%\(
\n/ NH
o {0, N/ (Y, y PGy,
(e) realizar N-1 iteraciones de los pasos secuenciales de:
5 (e1) poner en contacto el producto formado por el paso inmediatamente anterior con un agente

de desbloqueo; y

(e2) poner en contacto el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior con un
compuesto de Férmula (A8):

10
?l
N—P==(
P
O
o
N
e
{AR);
en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo, y R* se selecciona, independientemente para cada compuesto de Formula (A8),
15 del grupo que consta de:
’Z‘zl; / \
N0 N
Y
ke k@
© PO, (DPG,
N H 0O
= O r N ’/j\r
N
N _NH lL"zLL: 4 A
\[r N=/
0 (1), (PA) (P5mQ),
20
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M/“CN
"’{ / \
8
= {.&s\ o hN &
TS
NH
S @) oM Dy {PG),
para formar un compuesto de Férmula (A9):
0O
5!
K/NN O/\/O\/\O /\/O\(O
O N
] (J
O)\NH N
. I 1
N—P=0
.
Y
N
n
R3
[ 3]
5 (A9),

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte, R® se selecciona del
grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona,
independientemente para cada presentacién, del grupo que consta de:

10

28
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=
N ‘LL,Z{N N
N _NH
% \ﬂ/ N:::/N \g/
0 (T), (PA), (P5mQ),
{.:;;N C!Aﬁ\{
“@*\2‘1’
3\"\

O O
N A N~
H{N NH N\g/\{ e
bl . NH N
O M,y PGy,
5 (f) poner en contacto el compuesto de Férmula (A9) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto

de Férmula (A10):

O,N

H \
I 1
R’ \ l
/N_I=O
0O
KEOJ/R4
N
| | ]
| n
H
[ 3]
(A10);
10 en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte y R* se selecciona,

independientemente para cada presentacién, del grupo que consta de:

{PC), (DPG),

29
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H
fkf ’ ”:}\(H O %\l( e
N L‘LLiN N
N _NH
”1{1 \[r N:::/N \ﬂ/
0 (T), (PA), (P5mC),

‘{_;:.N wa""CN

O
G ﬂk{ O
N

{%\f F""N o .
E{N NH N\)\{ oty
hd N L ONH N\ 2
O {t, Nm o,y (PG},

(g) poner en contacto el compuesto de Férmula (A10) con un agente de escisién para formar un compuesto
de Férmula (A11):

151

@
SN K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

h
[ 1
.
&
KEO R
J
L | I
L n
[ 3]

(All),

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, y R* se selecciona, independientemente para cada presentacion,
del grupo que consta de:
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/ \
N
Y
Y ﬁ@
© (PC). (DPG).
H
o =N o0 H\(N 0
a l\j:%\\(hl N/ |N
N NH
"y @ Y
, (PA), (P5mC),

T

(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (A11) con un agente de desproteccién para formar el
compuesto oligomérico de Férmula (A).

En una modalidad, el paso (d) o el paso (e2) comprende ademas poner en contacto el compuesto de Férmula (1V)
o el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior, respectivamente, con un agente de terminacién de
cadena.

En otra modalidad, cada paso se realiza en la presencia de al menos un solvente.

En aun otra modalidad, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es una solucién que comprende un acido
halogenado.

En aun otra modalidad, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es acido cianoacético.

En otra modalidad, el acido halogenado se selecciona del grupo que consta de &cido cloroacético, acido
dicloroacético, acido tricloroacético, acido fluoroacético, acido difluoroacético, y acido trifluoroacético.

En otra modalidad, el 4cido halogenado es acido trifluoroacético.

En aun otra modalidad, al menos uno de los pasos (a), (c), (e1) y (f) comprende ademés el paso de poner en
contacto el compuesto desbloqueado de cada paso con un agente de neutralizacién.

En aun otra modalidad, cada uno de los pasos (a), (c), (e1) y (f) comprende ademés el paso de poner en contacto
el compuesto desbloqueado de cada paso con un agente de neutralizacién.

En otra modalidad, el agente de neutralizacién estd en una solucién que comprende diclorometano y alcohol
isopropilico.

En aun otra modalidad, el agente de neutralizacién es una monoalquilo, dialquilo, o trialquilamina.
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En aun otra modalidad, el agente de neutralizacién es N,N-diisopropiletilamina.

En otra modalidad, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es una solucién que comprende 4-cianopiridina,

diclorometano, acido trifluoroacético, trifluoroetanol, y agua.

En aun otra modalidad, el agente de terminacién de cadena estad en una solucién que comprende etilmorfolina y

metilpirrolidinona.
En aun otra modalidad, el agente de terminacién de cadena es un anhidrido de acido.

En otra modalidad, el anhidrido de acido es anhidrido benzoico.

En otra modalidad, los compuestos de Férmula (A4) y Férmula (A8) se encuentran cada uno, independientemente,

en una solucidén que comprende etilmorfolina y dimetilimidazolidinona.

En otra modalidad, el agente de escisién comprende ditiotreitol y 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno.

En aun otra modalidad, el agente de escisién esta en una solucién que comprende N-metil-2-pirrolidona.
En aun otra modalidad, el agente de desproteccion comprende NHs.

En aun otra modalidad, el agente de desproteccion estd en una solucidén acuosa.

En aun otra modalidad, el medio de soporte comprende poliestireno con divinilbenceno reticulado al 1%.

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (A4) es de Férmula (Ada):

(I_T!
/NMF(:O
O
T
)
(Ada);
en donde:

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
O
oj/
= og
\Hq“\%\\(
N
H
N"\
Y P
| HN
A ad
© ®C), (DPG).

R4 se selecciona de:
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o H
%\f ’ ’?N)s(n %\n’ e
N L‘LLiN N
N _NH
Hﬁi \ﬂ/ N=::/N \ﬂ/
0 (T), (PA), (P5mC),
by

. Wf“CN
$

o
s
N S ! B

%{ \gx %“ 4 Ii; ©(P&L&;

5 En otra modalidad, el compuesto de Férmula (A5) es de Férmula (ASa):

02N ON . [5']
@

O/‘\/o\/\o/\\/o\(o
O N
o)\NH N
\
R! S
O
kon,W
N
e
[
(ASa);
en donde:
10
R" es un medio de soporte
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
15 R* se selecciona de:
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N_ o
i
| HN
‘od
0 (PC), (DPG),

a2 =
\.,iN\rrNH
o (T), (PA), (P5mC),
=N O
L\YN\%W \\
M,
o
5 Q { ’ NN/ i 1 (PG,
En auln otra modalidad, el compuesto de Férmula (A8) es de Férmula (A8a):
A
Sebeo
O
H[Oj’w
N
ha
{A8a);
10
en donde:
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
15 R* se selecciona, independientemente en cada presentacion del compuesto de Férmula (A8a), del grupo

que consta de:
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-
Y
1
Y

N L‘LLiN N
N H
X s Y
(T), (PA), (P5mC),

HN
i{\:\ﬂ \M
R 7 vy,

o N\(
{PC), (O {DPQ),
H

5
En auln otra modalidad, el compuesto de Férmula (A9) es de Férmula (A9a):
0
o 5]
N/ﬁ o
k/NNO/\/O\/\O/\/ O\l&o

O N

O}\NH N
I 1

R \ l

/N— I =0

O

Y
N
L | I
n
3
[ 3]
(A9a);
10

en donde:
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n es un nimero entero de 10 a 40,

R es un medio de soporte,

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

O

, SIF

© (PC). (DPG)
H
b B oYY
) - T
o (M (PA), (P5mC),
5"‘7?‘ Ow CN
‘x‘i:N R
o 0 . N 8]

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (A10) es de Férmula (A10a):
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(0] '
| 5]
OsN
N/ﬁ o
N Q O O
I\/ NO/\/ NN \f
o] N
J ]
O)\NH I}I
I 1
R \N—J:’—O
74
g
N
1 | |
| n
H
[ 3]
(A10a),
en donde:
5 n es un nimero entero de 10 a 40,

R" es un medio de soporte, y

R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:
10

N ]

N
Y e
| HN
%NTN
© PC), (DPG),
H .0 H
KKKO E}'\(N Kj\er 0
N.__NH \ NN
Y - Y
(PA), (P5mC),
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f‘:’N ON/\QN
ad
N
¥ IRESS
N O
N =N O RN
NS =
NH \
G L, MRS (D), y 4 PG);
En otra modalidad, el compuesto de Férmula (A11) es de Férmula (A11a):

o
5]
o]

O5N \ /ﬁ
= k/N\"(\)J\ o/\/O\/\o /\/O\(O

O )
N
|
' |
Nt
N—|=o
/ o]
o],R4
N
| | |
| n
H
| 3]
5 (Alla),
en donde:

n es un numero entero de 10 a 40, y
10
R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

O
oj(
F’N og
S‘z{“\%\\(
H \ N
T Y R
s N QQ
° (PO, (DPG),
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Pz 9]
N NH
N
0 (T

)

5a3"

{Posicién num. 5' a 3' {R?  |Posici6n num. 5'a 3'

N/ %N N
38, NS
(PA), (P5mC),

{Posicién nim. 5' a 3' R

;
!
111
!
!
!
!

121

|
|
\1
112
|

i

122

;
!
113
!
!
!
!

123

|
i
14
i
i
i

124

¥
H
\1
\5
H

H

3

25

;
]
116
|
|
{

153 SN0l B b

NIRRT WENG
oo 0 4 0]

¥
H

: 1

H 7
H

H

3

..............................................................................................................................................

..............................................................................................................................................

-
()
O
N
o

G

o
®

en donde el compuesto oligomérico de Férmula (A) es un compuesto de Férmula (E):

10

39




10

15

20

25

30

35

ES 2993738 T3

18N

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Eteplirsen (ver, por ejemplo, la Publicacién de Solicitud de Patente Internacional Num. WO 2006/000057) ha sido
objeto de estudios clinicos para probar su seguridad y eficacia, y el desarrollo clinico esta en curso. Eteplirsen es
un oligbmero de fosforodiamidato morfolino (PMO). El agente terapéutico de distrofina "Eteplirsen", también
conocido como  "AVI-4658" es un PMO que tiene la secuencia de bases 5-
CTCCAACATCAAGGAAGATGGCATTTCTAG-3' (SEQ ID NO:1). Eteplirsen esté registrada bajo el Nimero de
Registro de CAS 1173755-55-9. Los nombres quimicos incluyen: ARN, [P-desoxi-P-(dimetilamino)](2',3'-didesoxi-
2',3'-imino-2',3"-seco)(2'a—5'")(C-m5U-C-C-A-A-C-A-mSU-C-A-A-G-G-A-A-G-A-m5U-G-G-C-A-m5U-m5U-m5U-C-
mSU-A-G) (SEQ ID NO:2), 5'[P4{[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletoxi]carbonil]-1-piperazinil]-N, N-
dimetilfosfonamidato] y P,2',3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-5-O-{P-{4-(10-hidroxi-2,5,8- trioxadecanoil)piperazin-1-il}-
N,N-dimetilfosfonamidoil}-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5')-P, 3'-didesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-
secotimidilil-  (2'a—5')-P,2',3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5')-  P,2(3'-tridesoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2', 3'-imino-2', 3'-secoadenilil-
(2'a—5")-P 2", 3-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P- (dimetilamino)-
2',3-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5")-P,2',3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2', 3'-secoadenilil-(2'a—5')-P, 3-
didesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-
secocitidilil-(2'a—5")-P,2',3'-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5")-P,2', 3'-trides oxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5%')-P,2',3'-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3-imino-2',3'-
secoguanilil-(2'a—5")-P,2',3-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2', 3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5')-P,2', 3'-trides oxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—9%')-P, 2", 3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2', 3'-secoadenilil-
(2'a—%")-P,2',3-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-
2',3-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5')-P, 3'-didesoxi-P-  (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5")-P,2',3"-
tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5')-P,2', 3"-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-
secoguanilil-(2'a—5")-P,2',3'-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5')-P, 3'-didesoxi-P-  (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-
(2'a—5")-P,3'-didesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5')-P,3'-didesoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-
imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P- (dimetilamino)-2',3-imino-2',3"-secocitidilil-(2'a—5')-P,3'-
didesoxi-P-(dimetilamino)- 2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5")-P,2', 3'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino- 2',3'-
secoadenilil-(2'a—5")-2',3"-didesoxi-2',3'-imino-2', 3'-secoguanosina.

Eteplirsen tiene la siguiente estructura:
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HO

B(1-30):
C-T-C-C-A-A-C-A-T-C-A-A-G-G-A-A-G-A-T-G-G-C-A-T-T-T-C-T-A-G (SEQ ID NO:1)

5 Eteplirsen también se puede representar por la estructura de la Férmula (XII):

{Xih

Por lo tanto, en una modalidad del proceso descrito anteriormente, el compuesto oligomérico de Férmula (A) es un
10 compuesto de Férmula (E):
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SR
FRGS
.v"‘:\\}\\\ kY
N LE

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

5 En aun otra modalidad, el compuesto oligomérico de Férmula (E) es un compuesto oligomérico de Férmula (XII):

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

10
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En aun otra modalidad, R® es, en cada presentacion, tritilo.

En otro aspecto en la presente, pero que no forma parte de la presente invencién, se describe un proceso para
preparar un compuesto oligomérico de Férmula (S):

5 —
2
R R?
o)\ o )\
[57 o Al 9 T
\{:I,/O N\\
| H
NN [3']
| Jn
(S);
en donde n es un nimero entero de 10 a 40, y cada R? se selecciona, independientemente para cada presentacion,
del grupo que consta de:
10
O
’Lﬁi N ﬁN NH,
% % %“%H\N
(©). NHZ (@), (T), N=/" (A)

s,
5,
7
74
%
?
/«.
rrt
3
%
o
¥
h/
Y

5
P
L3
z
x"(ﬂ‘
%
e
7
T e,
A
o
%

kW

{3y, & UL v N oy,

15 en donde el proceso comprende los pasos secuenciales de:

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (Il):

0
O;N
2 N/w
LM
0
O)\NH
Iy,

20
en donde R es un medio de soporte;

con un compuesto de Férmula (S2):
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8]
O (:IR“
{82}

en donde R* se selecciona del grupo que consta de:

N

5 (PC}. (DPG),

H 0 N
N. _NH N N
Ny 8 Y
O (T), (PA), (P5mC),

o {}M/\“w\\*v
g X}M“v{“{ ’
s N S g
.\ .‘ﬁu\ﬁ \f‘ S\\\
L SN
o w0 : \( &
S g — Lins >
{ \W‘ g O SN
B MR T4
_.‘A) \v«k ) }x\ff& _&\/ LY
._ %%
3 7 s e
10
en donde R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;
para formar un compuesto de Férmula (S3):
G
N
2 N/w o
k/N
Q
0 o.__R*
0 j/
O}\NH N
L
R‘!
15 (83 I3
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en donde R' es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona del grupo que consta de:

O
OX/
.--N O.. /:
N4 \
H N
N\
l HN
kad
5 © (PC) (DPG),
H
H o]
) - T
o (T), (PA), (P5SmC),
B SO
% ; h—a ~
w:\*"\\(ff \
LN
oy 3\3?\‘:{
A «‘f‘;,&.e . . 0
f’f\?' Sk SN *\\{
Ses i s 3 e
’g{,\i PE 3 _.‘«"“{ ﬁ “{' M -\»‘ax\\
G {1 B iy 3 (RGO
10
(b) poner en contacto el compuesto de Férmula (S3) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto
de Férmula (IV-S):
9
N
2 N/\ o
n
0
o] o.__-R*
0 j
OA\NH N
C L
p\‘!
(IV-8);
15

en donde R' es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona del grupo que consta de:
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: (PSmC),

e {RGy

5
(c) poner en contacto el compuesto de Férmula (I1V-S) con un compuesto de Férmula (A4):
v
/N—F":O
O
oj/R‘-
N
o
(Ad);
10

en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona del grupo que consta de:
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(P5mC),

5
AN

£ 0
[ 3o § ; &
% o BN § x i ““‘(
et - S FTY

151

3

%
AL

para formar un compuesto de Férmula (S5):

0]

H N
\N_ _
R / (|)
oy
N 3]

(S3);

en donde R' es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y

R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

0
o?
S,
H .
KY\I/ R
| HN
%NTN

O (PC), (DPG).
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e RV oliNG B¢
N Y %N N
N._ NH
NS, NS
0 (T (PA), (P5mC),

)

sy RER
$’ /'\““/M
g
- N
% Bemw A
N ﬂ{} W w{’) ;::

o

) ’ S g
! 2k WY &%&sw{:“‘

"3{(,!\ ? - EN %X"A ) 3 W SRy
X 3 n .
\‘3} i NW N &

0}

N - b . LT N - .
LY X e ey \\\ R RE L7 Y
{7y N oy ~ Py

5 (b) realizar n-2 iteraciones de los pasos secuenciales de:

(d1) poner en contacto el producto formado por el paso inmediatamente anterior con un agente

de desbloqueo; y

10 (d2) poner en contacto el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior con un

compuesto de Férmula (A8):

J=0
o

Y
L,

(ABY,

15 en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo, y R* se selecciona, independientemente para cada compuesto de Formula (A8),

del grupo que consta de:

0O
oj/
f‘* <3~../j
L@
H e
K’YE R
| HN
L@I{NYN
© (PC), (DPG).

20
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N . g (]\r

N. _NH N\%\\{N

\ﬂ/ N=/

o (PA), (P5mC),

(T),
i g
X«\"Q\\*K %
S Lt
o~ X N
?@;’:\\?@K.« N‘h% .\ ‘;{P‘ ) : ~
\. % DM : ““ 3 N
3 : Y \w} Vo
N S N L e

para formar un compuesto de Férmula (S9):

0]

=
T
=

R N !
/4
o) R*
YORE

(89,

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte, R® se selecciona del
grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona,
independientemente para cada presentacién, del grupo que consta de:

O
O
P\ »
s
H .
Y A
| HN
‘HZEL;NTN
© (PC). (DPG),
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<
o=(
£
@]
Z\Z\Z
L
<7 Nz
E:
-
o=
ZZI
@]

(T), (PSmC),
N o O
‘§ >\~\ e‘(\ o
X’e“\‘ 7
% ¥ N
AN, O N'\:‘\:{ o~
all \?ﬁé “M“’ & $idon, a
R =
% by \“% >
SR g N @y \*\@?“) PGy
5 (e) poner en contacto el compuesto de Férmula (S9) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto
de Férmula (S10):
O
O:N
2 N/\l 0
I\/N
0
O 4 !
. k[oj/r{ [ 5]
OJ\NH N
I 1
R! \N—ILIO
I
/ 0]
o.__R*
pARE]
N
| | |
[ n-1
H
(S10);
10 en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte y R* se selecciona,

independientemente para cada presentacién, del grupo que consta de:

N
Y
Y (@
© {PC), {DPG),
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N 00 H\(H 0
= =
%6 I 5
\N ‘a,iN N
s Y
(PA), (P5mC),
X{*@\)‘
% .

/(\
b}
kY

= @]
N NH
Y
0 (T

)

N
kN
-

Ry’

o

~ ~
%*\S\iv«w{“‘
oy

3 ‘"'2‘5 ‘“‘\
"a‘,\ X N
Ry 33 & & 3
R V¥ & IR AL ok & 3
e o & ‘\m\w*
i 3 R &
S s

Rree X L & T
Ny, oy

PG

(f) poner en contacto el compuesto de Férmula (S10) con un agente de escisién para formar un compuesto de
Férmula (S11):

0

O\2N OY\j\o

N
|
N0 |
/7
\\[OJ/R" I 3.]
N
| | I
lL n-1

(S11);

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, y R* se selecciona, independientemente para cada presentacion,
del grupo que consta de:

N
A P
& i HN
Y o
{PC}, {DPG),
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(T), (PA), (P5mQ),

(g) poner en contacto el compuesto de Férmula (S11) con un agente de desproteccién para formar el
compuesto oligomérico de Férmula (S).

10 Procesos para la preparacion de Eteplirsen
En la presente se proporcionan procesos para la preparacion de Eteplirsen.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula
15 (E):

o L

e
FR

\e__"\\'(

en donde el proceso comprende los pasos secuenciales de:

20
(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (I):
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ket

O

(I
en donde R es un medio de soporte,

5 con un agente de desbloqueo para formar el compuesto de Férmula (ll):

pPOR®

O

O)\NH

(1.

en donde R es un medio de soporte;
10
(b) poner en contacto el compuesto de Férmula (Il) con el compuesto (B):

G¢§ MOA/OV\O/\/"[\E
10
C

(BY.

15 para formar un compuesto de Férmula (l11):
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ON N/\ o)
K/NY\)'\O/\/O\/\O/\/O\(O
N

(i

en donde R es un medio de soporte;

5 (c) poner en contacto el compuesto de Férmula (lll) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de
Férmula (1V):

0O
QOoN

N/\I
k/N 8] G O
NQ/\/ NN \(

Q N
O ()
O)\NH N

k H
R!
vy,

10 en donde R es un medio de soporte;

(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (1V) con un compuesto de Férmula (C):

(),
15
para formar un compuesto de Férmula (V):
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OaN N o [5‘1
@

N\ﬂ/\/lko/\\/o\/’\o/\\/o\fo

Ao ( J

\
=0

N ) !
?\fr"?‘/
Aty

[ 3]
(V)
en donde R es un medio de soporte;

5 (e) poner en contacto el compuesto de Férmula (V) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de
Férmula (VI):

/\ o 5]

o/\/ \/\/\/O

A E

" SN es
Oy 5
| 3]

(VI
10 en donde R es un medio de soporte;

(f) poner en contacto el compuesto de Férmula (V1) con un compuesto de Férmula (F):

55



ES 2993738 T3

\2/
T‘—Q
il
o)

e

oY
Ty
OFO

<

{F¥.

Q

para formar un compuesto de Férmula (VII):

G

S T
O

O‘/\\/O\"/\O/\’/O\(o

e &

NP

R A Mo
“(:r”?“/ %
>ng;"0 %\(o

ry

OFO

| %]

Z

(Vi)
en donde R es un medio de soporte;
(g) realizar 28 iteraciones de los pasos secuenciales de:
(g1) poner en contacto el producto formado por el paso inmediatamente anterior con un agente de desbloqueo; y

(g2) poner en contacto el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior con un compuesto de Férmula
(VII):
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v 7

N—-f;zo

/ O
Y

(VI
en donde R? se selecciona, independientemente para cada compuesto de Férmula (VII1), del grupo que consta de:

O

-

(DPG),

para formar un compuesto de Férmula (1X):
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18]

O,N N /ﬁ
K/NY\)J\O/\/O\,/\O/\\/OYO

N—p=0
/ [8]
"
N
i i

Frowee—y
-
LR

(IX);
en donde R es un medio de soporte,

en donde R? se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

Y e
& 9 HN
AR G
(PC), (DPG),

G oy v P,y

..............................................................................................................................................................................................................................................

Posicion nim. 5' a 3 R2 ‘Posicién nim. 5' a 3' R2
1 PC | 21 \DPG
2 T 22 PC
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Posicién nam. 5' a 3 \R?  Posici6n nim. 5'a 3' R? Posicién nim. 5' a 3' ‘R?
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC 14 DPG 24
5 PA 15 PA 25

6 PA 16 PA 26 :

7 PC 17 27 PC
8 PA 18 28

119

....................................................................................................................................................................................................................................

X
o

(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (IX) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de
Férmula (X):

o i ~ | 5']
N 0
I\/NWJ\O/\/O\/\O/\/OYO
o} N
0 )
o)\NH N
| 1
< \tmo
7
KEO R?
J
L | ]
| 30
Hy
El
(X);

en donde R es un medio de soporte,

en donde R? se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

O
O
Y
N \N
H ———
| HN
fed
© (PC), (DPG),
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Posicién nam. 5' a 3 \R2 Posicion nam. 5'a 3 \ Posicin nam. 5' a 3 R?
1 PC 11 21 \DPG
2 12 : PC
3 PC 13 \ 23 PA
4 PC 14 124
5 PA 15 PA 25
6 PA 16 PA 26 :
7 PC 17 \DPG 27 PC
8 PA 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC 20 DPG 30 DPG
5
(i) poner en contacto el compuesto de Férmula (X) con un agente de escisién para formar un compuesto de Férmula
(XI):
O ]
o [ 5]
N/ﬁ 0
RN I\/N\[(\)J\O/\/O\/\O/\/O\fo
o) [Nj
N
|
[ 1
N
/N—|=O
o)
\\on/Rz
N
| | ]
| 30
H
3]
(XI),
10

en donde R? se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:
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Posicién nim. 5' a 3 \R2 Posicin nim. 5' a 3" Posicién nam. 5' a 3" R
e P yy———— S
pr— B i o
R T e oy —— AT
4  pc 14  DPG | pq T T
5 PA 15 pA 25 T
L N £
I e BT e oy — [
&  pPA 18 PA g T T
I I 29 A
0  pPc 20  DPG ; E DPG
y

(j) poner en contacto el compuesto de Férmula (XI) con un agente de desproteccion para formar el compuesto
oligomérico de Férmula (E).

En una modalidad, el paso (d), el paso (f), el paso g(2) o combinaciones de estos comprenden ademés poner en
contacto el compuesto de Férmula (IV), Férmula (V1) o el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior,
respectivamente, con un agente de terminacidén de cadena.

En ciertas modalidades, cada uno del paso (d), el paso (f) y el paso g(2) comprende ademés poner en contacto el
compuesto de Férmula (IV), Férmula (VI) o el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior,
respectivamente, con un agente de terminacidén de cadena.

En otra modalidad, cada paso se realiza en la presencia de al menos un solvente.

En aun otra modalidad, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es una solucién que comprende un acido
halogenado.

En aun otra modalidad, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es acido cianoacético.
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En otra modalidad, el acido halogenado se selecciona del grupo que consta de &cido cloroacético, acido
dicloroacético, acido tricloroacético, acido fluoroacético, acido difluoroacético, y acido trifluoroacético.

En aun otra modalidad, el acido halogenado es acido trifluoroacético.

En aun otra modalidad, al menos uno de los pasos (c), (e1), y (f) comprende ademés el paso de poner en contacto
el compuesto desbloqueado de cada paso con un agente de neutralizacién.

En otra modalidad, cada uno de los pasos (c), (e1) y (f) comprende ademas el paso de poner en contacto el
compuesto desbloqueado de cada paso con un agente de neutralizacién.

En aun otra modalidad, el agente de neutralizacién est4 en una solucién que comprende diclorometano y alcohol
isopropilico.

En aun otra modalidad, el agente de neutralizacién es un monoalquilo, dialquilo o trialquilamina.
En otra modalidad, el agente de neutralizaciéon es N,N-diisopropiletilamina.

En aun otra modalidad, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es una solucién que comprende 4-
cianopiridina, diclorometano, acido trifluoroacético, trifluoroetanol, y agua.

En aun otra modalidad, el agente de terminacién de cadena estad en una solucién que comprende etilmorfolina y
metilpirrolidinona.

En otra modalidad, el agente de terminacién de cadena es un anhidrido de acido.
En aun otra modalidad, el anhidrido de acido es anhidrido benzoico.

En aun otra modalidad, el compuesto de Férmula (VIIl), el compuesto (C), y el compuesto (F) estdn cada uno,
independientemente, en una solucién que comprende etilmorfolina y dimetilimidazolidinona.

En otra modalidad, el agente de escisién comprende ditiotreitol y 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno.

En aun otra modalidad, el agente de escisién esta en una solucién que comprende N-metil-2-pirrolidona.
En aun otra modalidad, el agente de desproteccion comprende NHs.

En otra modalidad, el agente de desproteccidn esta en una solucidén acuosa.

En aun otra modalidad, el medio de soporte comprende poliestireno con divinilbenceno reticulado al 1%.

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (C) es de Férmula (C1):

(C1).

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (V) es de Férmula (Va):
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O

R! /

(Va),
en donde R es un medio de soporte,

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (F) es de Férmula (F1):

/Nmz-o (’J\f
rY

X

(F1)

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (VIl) es de Férmula (Vlla):
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o)
ON ' o [5*]
Q O/\\/O\,/\O/\./O\fo
0 N
o
L (J
R! /N—-i—':O m/kj O
ot N
T 5
\

{Vila),
en donde R es un medio de soporte,

5 En otra modalidad, el compuesto de Férmula (VIIl) es de Férmula (Villa):

cl

A

/N-—F"mo
0

'
arey
)

{VIlia);

en donde R? se selecciona, independientemente para cada compuesto de Férmula (Villa), del grupo que consta
10 de:
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5 En otra modalidad, el compuesto de Férmula (1X) es de Férmula (IXa):

5|
02N N/\ O[
I\/N\H/\)\O/\/O\/\O/\/OYO
o) N
O )
o)\NH N
1 I \ l |
R N—P=0
!
oj,R2
N
1 |
30
~
<
3]
(IXa),

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
10
R" es un medio de soporte, y

R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
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i
Z
e
oy
Z

Ty

en donde R? esta en cada posicién de 1a 30y de 5'a 3"

Posicién nim. 5'a 3 \R2  Posicion nim. 5'a 3 ‘Posicion num. 5' a 3' R

I O ey opa
2T 7 2 T - S B
s irc 3 pbpe 23 S
4 pc 7 PN oy E
g A
&  PA D7 Y v e
7 Pc 17 oee 27T e
s PA T Y e
I T N 0 R (- S
s e B e e

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (X) es de Férmula (Xa):
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OsN i /\I I S l
2 N o
k/NY\)'LO/\/O\/\O/\/O\]&O
° O O
O}\NH N
l 1
R1 Yo
e
"
N
|
|L 30
[ 3]
(Xa),

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde

5 R" es un medio de soporte, y

R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

C {PQC),
10
s
[, ;
N \ﬁ&?i ; .

y

15 en donde R? esta en cada posicién de 1a 30y de 5'a 3"

..............................................................................................................................................................................................................................................

:Posicion nim. 5' a 3' iR?

3
...............................................................................................

‘DPG

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

......................................................................................................................................

: b
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Posicién nam. 5' a 3 \R?  Posici6n nim. 5'a 3' R? Posicién nim. 5' a 3' ‘R?
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC 14 DPG 24
5 PA 15 PA 25

6 PA 16 PA 26 :

7 PC 17 27 PC
8 PA 18 ‘

119

......................................................................................................................................

X
o

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (XI) es de Férmula (Xla):
5]
O

OoN N /\
SN k/ N \r(\/U\ O/\/O\/\O/\/OYO

0

|

/4
oj/R2
N

| | |
| 30
H

[ 3]

(Xla),
5
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
O
04
/N Q. /‘
N / \
H N
N\
Y'Y R
| HI
N
O . .
10 (PC) (DPG),
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. Li o
% e ™ D)

e N S N
H

‘g{s\@\nﬁﬁ \»{“\\M

).
NN
S : R @
£ {1y, ¥ RAY,

5 en donde R? esta en cada posicién de 1a 30y de 5'a 3"

‘Posicién nim. 5' a 3' Posicién nim. 5'a 3 : Posicion nim. 5'a 3 R?

.....................................................................................................................................................................................................................................

1 1 :DPG

2T 2 PA o2 PC
s  pc 13 oG 28 ] PA
4 pc 14  opG 24 T
5  pPA 5 PA 25 T
s  pA w6 A 26 T
z  pc o7 DG 22 PC
s A 1  PA 28 T
o T 19 T 22 PA
w0 pc 20  ope 30 DPG

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (V1) es de Férmula (Vla):

O

ON N 0 [5']
9

O

i ° @

H \ N
R! /N_i_o . N o
7Y
0
N
| 3]
10 (Vla),

en donde R es un medio de soporte,

En aun otra modalidad, el compuesto oligomérico de Férmula (E) es un compuesto oligomérico de Férmula (XII):
15
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£Xi

En otro aspecto, en la presente se proporciona un compuesto de Férmula (IX):

O 1
on 5]
N e}
N Y Y
0 N
0
O)\NH N
l * 1
R’t \ l
N—P=0
/|
H:()TRE
N
{ §
30
]
S
|9]
{Ix).

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
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R" es un medio de soporte, y

R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

5
0
oj/
=N o Q
N/ Y
H
N\
”z‘(z\l 'N HN
© (PCY, (DPG),
3 "~
gjf PN {;:.m\ § &8
S A ‘g{‘\gﬁ"‘ “g\j\
kY ARSI
U t{} ¥ e EPAL
10 y

.............................................................................................................................................................................................................................................

{Posicién nim. 5' a 3' |Posicién nim. 5' a 3' {Posicién nim. 5' a 3' iR2

1 ........................................................................ s e e
2 ....................................................................... P Lt — o
s pc 13  DPG | 2z PA
4 pc 14 pPG 24 T
5  pA 15  pA 7
s PA 6  PA % T
7z pc 17 DPG o PC
s A 8 PA 28 T
9o T e T 20 PA
10  PC | 20  DPG 0 DPG

15 En una modalidad, el compuesto de Férmula (IX) es de Férmula (I1Xa):
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~ 7
K/N\r\)\o/\/o\/\o/\/"\fo
Oj\NH ENj

ue
L

0

k[oj,Rz
N

]

30

O+0

[ 3]

(IXa),
5 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
R" es un medio de soporte, y

R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
10

15 y

en donde R? esta en cada posicién de 1a 30y de 5'a 3"
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{Posicién nim. 5' a 3' {Posicién nim. 5' a 3' {Posicién nim. 5' a 3' iR2

1 11 :DPG
2 Tt 2  pA 2 PC
s pc w3 oG 28 PA
4  pc &  bPG 24 T
s PA 15 PA O T
6 PA 16 PA 26 T

7 PC 17 DPG 27 iPC

8 PA 18 PA 28 T

9 T T 20 iPA

10 PC 20 \DPG 30 .DPG

En otro aspecto, en la presente se proporciona un compuesto de Férmula (A9):

NS WP L
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
L, (¢

H "
| |
R’ \ i
/N— I=o
0
0. R4

5 (A9),

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:

n es un nimero entero de 10 a 40;

10

R es un medio de soporte;

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; y
15 R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
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0O
ojr
NS,
S0 G
] HN
RiN\n/N
© (PC), (DPG),

O (T)
i\@:fﬁf j§2)\\“\\f YN
\%" I\s’r‘wsj\\
{i’f =i f.»_;::"* o~ :\\\ f\\
. { E - /a;,.‘ .:\M{ N
\%‘;\ix« Nt 23\\*’_\\&\1\’/ \/ e
] \ 3 M \ )
< {7y oy w Ry

En una modalidad, el compuesto de Férmula (A9) es de Férmula (A9a):

15|

0% “NH N
[ 1
R’ \ l
N—| | =0
/4

(A%a),

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
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n es un nimero entero de 10 a 40;
R es un medio de soporte;
5 R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; y

R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

pf«

N o
i
] HN

© PO), (DPG),
10
SURve Yt H\r
‘L.,iN NH N\%\\ﬁ L‘Hi
g N/
o (n, (PA), (PSmC),

N R
£ “.‘\\N .-}\\\ &

W
ot
\}\é"‘ .““N
Oy

St

- \f}w =N P S
’\;{{.N‘wa«;&«; "{ N\ }w \\ ({/i.:;
ST.S} & PN

%é&
g ?Mx i, ¥ \\\\

15 En otro aspecto, en la presente se proporciona un compuesto de Férmula (X):

75



10

15

ES 2993738 T3

OsN i /\l I o l
z N o
I\/NY\)J\O/\/O\/\O/\/O\(O
Q N
] ()
O}\NH fl\l
I |
3 \bmo
!
"
N
L | |
| 30
A

(X
o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
R" es un medio de soporte, y

R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

O
O
NN
H N
Y R
| HN
%NWN
© (PC), (DPG),

..............................................................................................................................................................................................................................................
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Posicién nam. 5' a 3 ‘R2  Posicién nim. 5'a 3 R? ‘Posicion num. 5' a 3' ‘R?
2 T 12 PA 22 .PC
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC 14 DPG 24 :
5 PA 15 PA 25 :
6 PA 16 PA 26 T
7 PC 17 Q 27 :
8 PA 18 28
9 19 20
10 PC 20 30 :
En una modalidad, el compuesto de Férmula (X) es de Férmula (Xa)
o)
| 5']
O,N
N/\l Q
I\/N\’_r\)l\o/‘\/o\/‘\o/\/o\fo
o} N
O)\NH N
l 1
R’ \ l
/N—I =0
0
KEOJ,R2
N
| |
| 30
H
[ 3]
(Xa),

o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde
R" es un medio de soporte, y

10 R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

%”‘
H

(PC), {DPG3,
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5
‘Posicién nim. 5' a 3' ‘Posicién nim. 5' a 3' Posicién nam. 5' a 3 R2
1 1 21 .DPG
2 12 22 pC
3 13 23 PA
4 14 24
5 15 25 :
6 PA 16 26
7 17 27 .PC
8 PA 118 128 iT
9 T 19 29 PA
10 PC 20 30 .DPG
En otro aspecto, en la presente se proporciona un compuesto de Férmula (A10):
10
O
| 5]
O,;N
N/ﬁ o)
K/N O 0O O
\“/\)J\O/\/ \/\o/\/ \f
0O N
O)\NH N
[ 1
R’ \ l
/N— I=O
O
KEOJ/R4
N
| | ]
| n
H
[ 3]
(A10),
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
15 n es un nimero entero de 10 a 40;
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R es un medio de soporte; y

R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

5 E ¥C), C (DPG),
H QO
T =N\ N
N(LI*E N\%\\{
N
’7\{ \[I/ N==/
o (T), (PA), ®5mC),

ol ‘m

o \{*‘“ 7

.{-.‘vw“.

.

e kB A
PRy, O HifNa
€

. { , “‘\
t‘izw g’%H ‘%ﬁ\gﬁ\ {j;:\.e \{; 3 - \‘ﬁ“\:&:)
‘ . NE N
¥ s,y S

3 {4}
10
En una modalidad, el compuesto de Férmula (A10) es de Férmula (A10a):
0] 1
| 5]
OzN
N/\ 9
N O O 0
K/ \[(\)‘\O/\/ NN \f
O N
O ()
O)\NH l}l
I 1
R \ l
N—I =0
/ 0]
Y
N
[ | |
| n
H
[ 3]
(Al0a),
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una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
n es un nimero entero de 10 a 40;
5 R es un medio de soporte; y

R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

oj/
N / \‘
H
N""-—.
| HN
Aed
© PO), (DPG),

10

15 En otra modalidad de estos compuestos, el medio de soporte comprende poliestireno con divinilbenceno reticulado
al 1%.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un compuesto de Férmula (XI):
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Is]

O (:]
AN
/7
“fg
! J| 35
3]

(XI),
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:

5 R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

0
oi/
!{‘ O
M / \N
SO G
| HN
57715:»‘1\’1/!\&
© (PC), (DPG,

10

'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' Posicion nim.5'a3  R®
iDPG
‘PC

......................................................................................................................................
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Posicién nam. 5' a 3 \R?  Posici6n nim. 5'a 3' R? Posicién nim. 5' a 3' ‘R?
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC 14 DPG 24
5 PA 15 PA 25

6 PA 16 PA 26 :

7 PC 17 27 PC
8 PA 18 ‘

119

......................................................................................................................................

X
o

En una modalidad, el compuesto de Férmula (XI) es de Férmula (Xla):
5]
]

O:N N /ﬁ
™ k/ N WJ\O /\/O\/\O /\\/OYO

O

|
/ 0O
oj/R2
N
| | ]
| 30
H
[ 3]
(XTa),
5
una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
R? se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
O
04
N B\
H N
N\
Y'Y R
| HN
Y
O . .
10 (PC) (DPG),
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& w\& ;““
; 3 N A\ 3
\::N NI "i ~ N s

G ¥ S {RAY,

5 en donde R? esta en cada posicién de 1a 30y de 5'a 3"

y

Posicion nam. 5' a 3 \R2  Posicién nim. 5' a 3 ‘R2  ‘Posicion nim. 5'a 3' R?
‘ PC 11 PA 21 DPG

T 12 PA 22 :PC

PC 13 DPG 123 iPA

PC 14 \DPG 24
PA 15 PA 25

PA 16 PA 26 T

PC 17 DPG 27 iPC

‘wlo i Nle ol R eI NTE
T
>

N
o

En otro aspecto, en la presente se proporciona un compuesto de Férmula (A11):
5]
G

OzN N /ﬁ
S K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

10 (A1D),

una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:

n es un nimero entero de 10 a 40;
15
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R es un medio de soporte; y
R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

O

By
ﬁ % WO\Q

94 R
g .
XY
(PC), (DPG),

Ny
ey oo N < &
v i~ \N ;:f\' %\\<
. L%y e 1 2 $ e‘Q“»
%‘M.w.\g R 2{,&% X . \N\‘%
G {3 e gy ¥ PR
En una modalidad, el compuesto de Férmula (A11) es de Férmula (A11a):
0
o 5]
N/ﬁ 0
AN I\/N\[(\)J\O/\/O\/\O/\/OYO
O [Nj
N
|
I 1
Nt
/N—|=O
0O
k[oj/R4
N
| | ]
| n
H
[ 3]
(Alla),
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una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, en donde:
n es un nimero entero de 10 a 40;
R es un medio de soporte; y

R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:

O

, SIF

Oligémeros de morfolino

Las propiedades importantes de las subunidades basadas en morfolino incluyen: 1) la capacidad de unirse en una
forma oligomérica mediante enlaces estructurales estables, no cargados o cargados positivamente; 2) la capacidad
de soportar una base nucleotidica (por ejemplo, adenina, citosina, guanina, timidina, uracilo, 5-metil-citosina e
hipoxantina) tal que el polimero formado se pueda hibridar con un acido nucleico diana de base complementaria,
que incluye ARN diana; 3) la capacidad del oligémero para transportarse de manera activa o pasivamente a células
de mamifero; y 4) la capacidad del oligémero y el oligémero: heterodlplex de ARN para resistir la degradacién de
ARNasa y RNasa H, respectivamente.

En algunas modalidades, los oligbmeros antisentido contienen modificaciones o sustituciones de bases. Por
ejemplo, se pueden seleccionar ciertas nucleobases para incrementar la afinidad de unién de los oligdmeros
antisentido descritos en la presente. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina incrementan la
estabilidad del duplex de acido nucleico en 0.6-1.2°C, y se pueden incorporar en los oligbmeros antisentido
descritos en la presente. En una modalidad, al menos una base de pirimidina del oligdmero comprende una base
de pirimidina 5-sustituida, en donde la base de pirimidina se selecciona del grupo que consta de citosina, timina y
uracilo. En una realizacién, la base de pirimidina 5-sustituida es 5-metilcitosina. En otra modalidad, al menos una
base de purina del oligbmero comprende hipoxantina.

Los oligobmeros basados en morfolino (que incluyen oligdmeros antisentido) se detallan, por ejemplo, en las
patentes de Estados Unidos de América nim. 5,698,685, 5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,185,444,
5,521,063, 5,506,337, 8,299,206, y 8,076,476, las publicaciones de solicitud de patente internacional num.
WO/2009/064471 y WO/2012/043730; y Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 1997, 7, 187-195.
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En algunas modalidades, en la presente se describe, pero no es parte de la presente invencién, un proceso para
preparar un compuesto oligomérico de Férmula (B):

157 L o \j\))

)l( [3!]

n

5 (B),
en donde n es un nimero entero de 10 a 40,

T se selecciona de

10
IR v
i\ ®]e
H f} \f\‘}f «s\v,i\f\g
JR };‘ & \
X se selecciona, independientemente en cada presentacion, de H, OH, -OCH,CH>CN, N(R'7)a,
Q‘ii? Q‘\J
Y )
§ H ¥ TR
?—-&s_ N8
e

15 ¥
en donde
R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;

20
R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C16, -C(=NH)NHz, -C(O) CH2)}qNR?°C(=NH)NH, y -
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZ°C(=NH)NH_;
ges 1,2, 34,05

25
R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;

R es H o alquilo C;

30 R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,
C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH>, C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH, y
C(O)CH(NH2)(CH2)aNHy;

R?? es H o alquilo Ci.;

35
R? es H o alquilo C16; ¥y
res1,2 3,4 05;

40 cada R? se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:
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NN A

NH :
N N N:( 'HiN NH %N\%\\(
\<[>r (C), NHz (G), E/ (T), §

i\i%“i 2 o e’{‘}

- b N =

o A o rf«“\\r .‘,\oﬂ‘
N i

{3y G Uy ¥

A

\
e=(
,‘)0

M:f
s
S‘(

M‘{f
',
;
'

£

en donde el proceso comprende los pasos secuenciales de:

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (B1):

0
R‘M
N/\
'\/N\Rs
O 12
O)\N/Rm
s
Bl

en donde

R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;

R' es H o alquilo C16; ¥y

R' es un primer ligador unido a un medio de soporte,

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

con un agente de desbloqueo para formar el compuesto de Férmula (11-B).

(11-B);

en donde

R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
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R'2 es alquilo C1.6;
R' es H o alquilo C16; ¥y
R' es un primer ligador unido a un medio de soporte;

(b) poner en contacto el compuesto de Férmula (I1) con un compuesto de Férmula (l11):

i i
Q.
B ks
R @]
(III-B);
en donde

w se selecciona de O o C;
tes1,2,3,4,05;
R® se selecciona de:

R

_ ~ - )
}I{\?\ s f-{s\‘ S N ,e\}_ et
7 Q \T

Ne

N i

miw ‘\ ¥ ‘\-\N@@ . ,;-'-n\‘};‘

en donde R* se selecciona del grupo que consta de:

%

/IIIIII
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f"x-"' \X\M \JNM \3

“i\

N
BN B e (ﬁ«
O ey PGy,

R® se selecciona independientemente en cada presentacion del grupo que consta de tritilo,
monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo.

R® y R'® son, independientemente, alquilo C1.6, 0 R® y R0, junto con los dtomos a los cuales se unen,

forman un anillo ciclico o policiclico que comprende 4-10 atomos de carbono para formar un compuesto
de la férmula (B3):

Ok,

(B3);
en donde
w se selecciona de O o C;
tes1,2,3 4,05;
R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;
R' es H o alquilo C;
R' es un primer ligador unido a un medio de soporte;

R8 se selecciona de:

f(\?\,« “’\W \M"M\ "‘M\&pf"‘{\ .m{\

i
e

[\7 4 0
¥ Y

en donde R* se selecciona del grupo que consta de:

89



10

15

20

25

ES 2993738 T3

ij

. e
A W
X kY A
13%‘:, N \\:E::\f \\
N * N
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-~ 3 .
R ‘\\z SN

<

Loims
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5,

3
ve
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; 1;,
;Z /‘\qu(;
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A
o

.-“3‘

U, et Y e R0Y ¥
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

(c) poner en contacto el compuesto de Férmula (A3) con un agente de desbloqueo para formar un
compuesto de Férmula (IV-B):

0
R11
N/ﬁ 0
K/N\’_rH\ J\
twW Ra\H
O 12 O
R13
o 22l Nigl
FIQM'
(IV-B),

en donde

w se selecciona de O o C;

tes1,2,3,4,05;

R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;

R' es H o alquilo C;

R' es un primer ligador unido a un medio de soporte; y
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R8 se selecciona de:

‘ : 3 . o~ N
"e{\'{}:” e “'\vf’"\{}f’“‘w“"\ﬁe&-

ine

¥ o < o~ )
N .‘ 3 . 3
§ H N 3 ~ R0 SR Ay
y . R )
R T \i(‘ R PN \ SR
\%\ 3 N 3
:] 3 R ey 3 S
N - >
£ 2 3

S ey R B

(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (IV-B) con un compuesto de Férmula (B4):

Cl:’
X'—F”-"—"O
0O

Y
L

(B4),
en donde

X se selecciona, independientemente en cada presentacion, de H, OH, -OCH,CH,CN, N(R'7)2,
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©®
R R
H Q"‘
~~~~~~ N ¢ NNMQ\" : ,i
Nk P/ )S N
> -
e e SN 4

R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;

R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C16, -C(=NH)NHz, -C(O) CH2)}qNR?°C(=NH)NH, y -
C(O)(CH2)2NHC(O)CH2)sNR?C(=NH)NHy;

ges 1,2, 34,05

R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;

R es H o alquilo C;

R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,
C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NHo, C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH;, y
C(O)CH(NH2)(CHa)aNHy;

R?? es H o alquilo Ci.;

R? es H o alquilo C16; ¥y

res1,2 3 4,05

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y

M
F J(
N N
© ®C). (DPG),

R* se selecciona del grupo que consta de:

=N H_P
N _NH ¢
\ﬂ/ N=/
O (T), (PA), (P5mQ),
e
g MM
kgg\w";\é e f X { )
.3 S
N,
)_,«}i‘:. 2 ;\;‘3 e { }“
2%{,, N i PN “i‘{ \\N{y «\q\
% X R ¥
3 SN i N iy ¥ RN L
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para formar un compuesto de Férmula (B5):

RS N o 5]
Dy J—

0] 12 O
R13 X—P=0
o - S
|£14 KEOj/th
N
ks
| 3]
(Bs),
5
en donde:
w se selecciona de O o C;
10 tes1,2, 3, 4,05;
R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;
15
R' es H o alquilo C;
R' es un primer ligador unido a un medio de soporte;
20 X se selecciona, independientemente en cada presentacion, de H, OH, -OCH,CH,CN, N(R'7)2,
2 S
- S A Y - S
St }3 R
N7
en donde:
25
R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;
R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C+., -C(=NH)NH;,
30 -C(O)(CH2)qNRZ°C(=NH)NH,
y -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR?C(=NH)NHy;
ges 1,2 3,4,05;
35

R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;

R es H o alquilo C;
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R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,
C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NHo, C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH;, y

10

15

20

25

C(O)CH(NH2)(CH2)aNH2;

R?? es H o alquilo Ci.;

R? es H o alquilo C16; ¥y

res1,2 3,4 05;

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,

R8 se selecciona de:

¥
R* se selecciona, independientemente en cada presentacion, de:
\i < \
N0
Y °
| HN
ke
© (PC), (DPG),
N H 0O
Z o F N ’/H/
N
N._ _NH 4 Y
\[r Ne=/
0 (T) (PA) (P5mQ),

\}M N

‘'

W A Y ¥ \3««:‘7 PG,

(e) realizar N-1 iteraciones de los pasos secuenciales de:

(e1) poner en contacto el producto formado por el paso inmediatamente anterior con un agente de

desbloqueo; y
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(e2) poner en contacto el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior con un compuesto de
Férmula (B8):

(’)!
X “?30

o R
J
Ly
(B8
en donde:
X se selecciona de H, OH, -OCH,CH,CN, N(R'7)2,

R"&Q R‘«Q

(O

en donde
R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;
R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C+., -C(=NH)NH;,
-C(O)(CH2)qNR?°C(=NH)NHa,
y -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH;
ges 1,2, 34,05
R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;
R es H o alquilo C;
R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,
C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH>, C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH, y
C(O)CH(NH2)(CH2)aNH2;
R?? es H o alquilo Ci.;
R es H o alquilo Ci;
res1,2 3,4 05;
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y

R* se selecciona, independientemente para cada compuesto de Férmula (A8), del grupo que consta de:
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RS
H %%JJ

S0 G %
| HN
%NTN
© (PC), (DPG),
H

72\ ‘LHZLL:N N
N NH
Y - ¥

(PA), (P5mC),

e (T),

N ~ ~ON

TR «“i-{} s \\ 3
Y =N gl
; \TT . \ix \i“ j\f“ M .
5 U Uy, e iy (B3
para formar un compuesto de Férmula (B9):
0
RN ’ 5' l
N/ﬁ o
I\/N\H’I/JF )‘I—_TB
W
o 12 0 I l 1
)\ R13 X—P=0
0@ N7 &
|-_le14 o Ré
Nj/
1 | |
n
3
[ 3]
(BO);
10
en donde:
w se selecciona de O o C;
15 tes1,2,3,4,05;
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R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;

R' es H o alquilo C;

R' es un primer ligador unido a un medio de soporte;

n es un nimero entero de 10 a 40,

X se selecciona, independientemente en cada presentacion, de H, OH, -OCH,CH,CN, N(R'7)2,

%

N st
I‘m
A

LA

‘%\W;\s IQ\M;\}‘ES 2 ‘ j_(
AN bl % m®
o Yag - SR
R P

en donde:
R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;
R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C+., -C(=NH)NH;,
-C(O)(CH2)qNR?°C(=NH)NHa,
y -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH;
ges 1,2, 34,05
R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;
R es H o alquilo C;
R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,
C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH>, C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH, y
C(O)CH(NH2)(CH2)aNH2;
R?? es H o alquilo Ci.;
R? es H o alquilo C16; ¥y
res1,2 3,4 05;
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,
R® se selecciona de:

lfi\-wg"’ e '{':“'\w“‘"\{\kw"\v«e‘s \"?’5:;:'{?
N N
R B

B :
&N L\
- o
\'\. . .‘.-"") g"{ R 3

N 13 N % 3

A EN N \?(g

e ¥
.

y

R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

97



ES 2993738 T3

Y T
N N HN
A S
{PC), {DPQ),

© (T), , (PSmC),
{ﬁ&*\ -
‘\.‘\N\M &
ST
.y ’ Koy
{p«ﬁ . o N‘{ ~

& P k§ 3 LY N ~“~

Q di 7 N Wy S PGy

y

(f) poner en contacto el compuesto de Férmula (A9) con un agente de desbloqueo para formar un
10 compuesto de Férmula (B10):

0

5]
N 0
O 12 o ' l '
~R™ O
o]
['I‘M 1 o R*
J
L | I
I
[ 3]
(B10);
en donde:

15
w se selecciona de O o C;
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tes1,2,3,4,05;

R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;

R'2 es alquilo C1.6;

R' es H o alquilo C;

R' es un primer ligador unido a un medio de soporte;

n es un nimero entero de 10 a 40,

X se selecciona, independientemente en cada presentacion, de H, OH, -OCH,CH,CN, N(R'7)2,

) ¢

Nt

N R

L AV %

Redd iy T ' _

i Yo A ST S
&y . § """ N &
§W & N

,,
e
»
A
p
i
A

en donde:

R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;

R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C+., -C(=NH)NH;,

-C(O)(CH2)eNR2°C(=NH)NH;,

y -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR2C(=NH)NH>;

ges 1,2, 34,05

R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;

R es H o alquilo C;

R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,

C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH_,
C(O)CH(NH2)(CHz2)aNHz;

R?? es H o alquilo Ci.;
R? es H o alquilo C16; ¥y
res1,2 3,4 05;

R8 se selecciona de:

o " , 3 O
e&\*’ B o

¥ -
N

RN
X
\ »‘.-*‘
N
.
i

N
N
anntnsen

y

R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

2 ¥

C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR?*C(=NH)NH,
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(g) poner en contacto el compuesto de Férmula (B10) con un agente de escisién para formar un
compuesto de Férmula (B11):

o 5]
N Q%WJ—TB
O Nodo
/4
Y
I |
|
| 3]
(B11);

en donde:
w se selecciona de O o C;

tes1,2,3,4,05;
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R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;

n es un nimero entero de 10 a 40,

X se selecciona, independientemente en cada presentacion, de H, OH, -OCH,CH,CN, N(R'7)2,

Q_?’? R'?&‘

Y &
§ : R
&g{ 2 . i
N Rl § FAYS: N
F { -y Ty RS

P § ! /

W RN yooF S
en donde:

R es, independientemente para cada presentacion, H o alquilo Cq;

R'8 se selecciona del grupo que consta de H, alquilo C+., -C(=NH)NH;,

-C(O)(CH2)qNR?°C(=NH)NHa,
y -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH;
ges 1,2, 34,05
R'® es, independientemente para cada presentacién, H o metilo;

R es H o alquilo C;

R?' se selecciona del grupo que consta de H, alquilo Cis, C(=NH)NH2, C(O)(CH2)NRZC(=NH)NH;,

C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH_,
C(O)CH(NH2)(CHz2)aNHz;

R?? es H o alquilo Ci.;
R? es H o alquilo C16; ¥y
res1,2 3 4,05

R® se selecciona de:

4“(\.- \\f‘Nw‘gs\A,»f AN ‘.f"\\w«*‘{\“ \stﬁ'\\"
N N Y
N

N B
TN

o i i
N 3 3»\ Y
y S o }f

N . y

y

R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:
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(j) poner en contacto el compuesto de Férmula (B11) con un agente de desprotecciéon para formar el
compuesto oligomérico de Férmula (B).

En algunas modalidades, el paso (d) o el paso (e2) comprende ademés poner en contacto el compuesto de Férmula
(1V-B) o el compuesto formado por el paso inmediatamente anterior, respectivamente, con un agente de terminacién
de cadena.

En algunas modalidades, cada paso se realiza en la presencia de al menos un solvente.

En algunas modalidades, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es una solucién que comprende un acido
halogenado. En algunas modalidades, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es acido cianoacético. En
algunas modalidades, el 4cido halogenado se selecciona del grupo que consta de &cido cloroacético, &cido
dicloroacético, acido tricloroacético, acido fluoroacético, acido difluoroacético, y acido trifluoroacético. En algunas
modalidades, el acido halogenado es 4cido trifluoroacético.

En algunas modalidades, al menos uno de los pasos (a), (¢), (e1) y (f) comprende ademas el paso de poner en
contacto el compuesto desbloqueado de cada paso con un agente de neutralizacién. En algunas modalidades,
cada uno de los pasos (a), (c), (e1), y (f) comprende ademas el paso de poner en contacto el compuesto
desbloqueado de cada paso con un agente de neutralizacién. En algunas modalidades, el agente de neutralizacion
esta en una solucién que comprende diclorometano y alcohol isopropilico. En algunas modalidades, el agente de
neutralizacién es un monoalquilo, dialquilo o trialquilamina. En algunas modalidades, el agente de neutralizacién
es N,N-diisopropiletilamina.

En algunas modalidades, el agente de desbloqueo utilizado en cada paso es una solucién que comprende 4-
cianopiridina, diclorometano, acido trifluoroacético, trifluoroetanol, y agua.

En algunas modalidades, el agente de terminacién de cadena est4 en una solucién que comprende etilmorfolina y

metilpirrolidinona. En algunas modalidades, el agente de terminacién de cadena es un anhidrido de acido. En
algunas modalidades, el anhidrido de acido es anhidrido benzoico.
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En algunas modalidades, los compuestos de Férmula (B4) y Férmula (B8) se encuentran cada uno,
independientemente, en una solucién que comprende etilmorfolina y dimetilimidazolidinona.

En algunas modalidades, el agente de escisién comprende ditiotreitol y 1,8-diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno. En
algunas modalidades, el agente de escisién esta en una solucién que comprende N-metil-2-pirrolidona.

En algunas modalidades, el agente de desproteccién comprende NHs. En algunas modalidades, el agente de
desproteccidn esta en una solucidén acuosa.

En algunas modalidades, el medio de soporte comprende poliestireno con divinilbenceno reticulado al 1%.

Los compuestos oligoméricos de la divulgacién pueden tener centros asimétricos, ejes quirales, y planos quirales
(como se describe, por ejemplo, en: E. L. Eliel y S. H. Wilen, Stereo-chemistry of Carbon Compounds, John Wiley
& Sons, Nueva York, 1994, paginas 1119-1190, y March, J. , Advanced Organic Chemistry, 3d. Ed., Chap. 4, John
Wiley & Sons, Nueva York (1985)), y se pueden presentar como racematos, mezclas racémicas, y como
diasteredmeros individuales, con todos los isémeros posibles y mezclas de los mismos, incluidos los isbmeros
Opticos. Los compuestos oligoméricos de la divulgacién mencionados especificamente en la presente, sin ninguna
indicacién de su estereoquimica, se propone que representen todos los isémeros posibles y mezclas de los
mismos.

Especificamente, sin desear limitarse a ninguna teoria particular, los compuestos oligoméricos de la divulgacién
se preparan, como se analiza en la presente, a partir de subunidades de morfolino activadas que incluyen estos
ejemplos no limitantes, tal como un compuesto de Férmula (VIII):

i
=0
o)

"
arsy
)

(VI

en donde R? se selecciona, independientemente para cada compuesto de Férmula (VII1), del grupo que consta de:

O
o
F" 0
N / N\
RS
l HN
‘e
© (PC), (DPG),
NGO
N NH
O iy
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Cada uno de los compuestos de Férmula (VIIlI) mencionados anteriormente se puede preparar, por ejemplo, a partir
del beta-D-ribofuranosilo correspondiente como se representa a continuacién:

10 ot on OH
0. e 0 B . 0 B
B NalO# Ou 18 NH3 NaCNBH3
P Ad I G
$ 7N N
HO i o 0 HO™ N o N

Ver Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 1997, 7, 187-195. Sin limitarse a ninguna teoria particular,
la estereoquimica de los dos carbonos quirales se retiene en las condiciones sintéticas tal que se puede producir
una cantidad de posibles esterecisémeros de cada subunidad de morfolino con base en la seleccién de, por
ejemplo, un material de partida de alfa-L-ribofuranosilo, alfa-D-ribofuranosilo, beta-L-ribofuranosilo, o beta-D-
ribofuranosilo.

Por ejemplo, en algunas modalidades, un compuesto de Férmula (VIIl) de la divulgacién puede ser de Férmula
(Villa):

Ci
A
N—p=0
/ O

"
O
)

{VIa);

en donde R? se selecciona, independientemente para cada compuesto de Férmula (Villa), del grupo que consta
de:

AN
NG
gy {PAY

Sin limitarse a ninguna teoria particular, la incorporaciéon de 10 a 40 compuestos de Férmula (VIII), por ejemplo, en
un compuesto oligomérico de la divulgaciéon puede dar por resultado numerosos estereoisémeros posibles.
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Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, los compuestos oligoméricos de la divulgacién comprenden uno o
mas enlaces intersubunitarios que contienen fésforo, que crean un centro quiral en cada fésforo, cada uno de los
cuales se designa como ya sea una configuracién "Sp" o "Rp" como se entiende en la técnica. Sin querer limitarse
a ninguna teoria en particular, esta quiralidad crea estereoisémeros, que tienen una composicién quimica idéntica

pero una disposicién tridimensional diferente

Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, la configuracién de cada enlace de intersubunidad que contiene
fésforo se produce aleatoriamente durante la sintesis de, por ejemplo, compuestos oligoméricos de la divulgacién.
Sin desear limitarse a ninguna teoria particular, el proceso de sintesis genera una cantidad exponencialmente
grande de estereoisbmeros de un compuesto oligomérico de la divulgacién debido a que los compuestos
oligoméricos de la divulgacién se componen por numerosos enlaces de intersubunidad que contienen fésforo, con
cada enlace de intersubunidad que contiene fésforo que tiene una configuracién quiral aleatoria. Especificamente,
sin desear limitarse a ninguna teoria particular, cada enlace de intersubunidad de una subunidad de morfolino
adicional duplica el niUmero de estereocisémeros del producto, de modo que una preparacién convencional de un
compuesto oligomérico de la divulgacion es de hecho una mezcla altamente heterogénea de 2N estereoisémeros,

ES 2993738 T3

de sus atomos.

donde N representa el nimero de enlaces intersubunitarios que contienen fésforo.

La tabla 1 ilustra diversas modalidades de subunidades de morfolino proporcionadas en los procesos descritos en

la presente.

Tablz 1: Varias resfizacionss de sidsmidades de moriniing,

N S\‘s"
;X o mvsi-«v\v G ™ wmil\mv
& oo s
i Nors
A B
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4
_N/ ~0 | \-/L _N/P\O </N | )NH
\ KEOJ,N o oj,N N>
N N
5-Me-C = vwvjmv- 1= -\MNJMM-
o 0]
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N L
\ K[OJ,N o)
N
U= .,,,MJ,,M,,
EJEMPLOS
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A continuacién, se exponen ejemplos con fines ilustrativos y para describir ciertas realizaciones especificas de la
divulgacién. Sin embargo, el alcance de las reivindicaciones no debe verse limitado de ninguna manera por los
ejemplos establecidos en el presente documento. Las definiciones de las variables en las estructuras de los
esquemas del presente documento son proporcionales a las de las posiciones correspondientes en las férmulas
presentadas en el presente documento.

Ejemplo 1: Sintesis de anclaje de NCP2

1. Preparaciéon de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo (1)

Osy R O« _OMe

O,N

En un matraz de 100 L se cargaron 12.7 kg de &cido 4-fluoro-3-nitrobenzoico, se adicionaron 40 kg de metanol y
2.82kg de &cido sulfarico concentrado. La mezcla se agité a reflujo (65°C) durante 36 horas. La mezcla de reaccién
se enfrib a 0 °C. Los cristales se formaron a 38 °C. La mezcla se mantuvo a 0 °C durante 4 h y entonces se filtrd
bajo nitrégeno. El matraz de 100 L se lavd y la torta de filtro se lavd con 10 kg de metanol que se habia enfriado a
0 °C. La torta de filtro sélida se secé en el embudo durante 1 hora, se transfirié a bandejas y se sec6 en un horno
de vacio a temperatura ambiente hasta un peso constante de 13.695 kg de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo
(100% de rendimiento; HPLC 99%).

2. Preparacioén de acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico

A. 4-(3-Hidroxi-1-Metoxi-1-Oxobut-2-en-2-il)-3-Nitrobenzoato de (Z)-metilo (2)

En un matraz de 100 L se cargaron 3.98kg de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo (1) del paso anterior 9.8 kg de
DMF, 2.81kg de acetoacetato de metilo. La mezcla se agitd y se enfrié a 0 °C. A esto se le adicionaron 3.66kg de
DBU durante aproximadamente 4 horas en tanto que la temperatura se mantenia a o por debajo de 5 °C. La mezcla
se agité durante 1 hora adicional. Al matraz de reaccién se adiciond una soluciéon de 8.15kg de é&cido citrico en
37.5 kg de agua purificada en tanto que la temperatura de reacciéon se mantenia a o por debajo de 15 °C. Después
de la adicién, la mezcla de reaccién se agité durante 30 minutos y entonces se filtré bajo nitrégeno. La torta de
filtro humeda se retorné al matraz de 100 L junto con 14.8 kg de agua purificada. La suspensién espesa se agitoé
durante 10 minutos y entonces se filtrd. La torta himeda se retorné de nuevo al matraz de 100 L, se hizo suspensién
espesa con 14.8 kg de agua purificada durante 10 minutos y se filtré a 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-
nitrobenzoato de (Z)-metilo bruto.

B. Acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico
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El 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de (Z)-metilo bruto se cargd en un matraz de reaccién
de 100 L bajo nitrégeno. A esto se le adicionaron 14.2 kg de 1,4-dioxano y se agité. A la mezcla se le afiadi6é una
solucién de 16.655 kg de HCI concentrado y 13.33kg de agua purificada (HCI 6 M) durante 2 horas en tanto que la
temperatura de la mezcla de reaccién se mantuvo por debajo de 15 °C. Cuando se completé la adicién, la mezcla
de reaccién se calentd a reflujo (80 °C) durante 24 horas, se enfri6 a temperatura ambiente, y se filtré bajo
nitrégeno. La torta de filtro sélida se triturd con 14.8 kg de agua purificada, se filtr, se trituré nuevamente con 14.8
kg de agua purificada, y se filtrd. El sélido se devolvié al matraz de 100 L con 39.9 kg de DCM y se sometié a reflujo
con agitacién durante 1 hora. Se adicionaron 1.5 kg de agua purificada para disolver los sélidos restantes. La capa
organica inferior se dividié en un matraz de 72 L precalentado, entonces se retorn6 a un matraz de 100 L limpio y
seco. La solucién se enfrié a 0 °C, se mantuvo durante 1 hora y entonces se filtré. La torta de filtro sélida se lavd
dos veces cada una con una solucién de 9.8 kg de DCM y 5 kg de heptano, entonces se secé en el embudo. El
sélido se transfirié a bandejas y se secé hasta un peso constante de 1.855 kg de é&cido 3-nitro-4-(2-
oxopropil)benzoico. Rendimiento global del 42% a partir del compuesto 1. HPLC 99.45%.

3. Preparacion de succinato de N-tritilpiperazina (NTP)

g0 i

A un matraz con chaqueta de 72 L se carg6 bajo nitrégeno 1.805 kg de cloruro de trifenilmetilo y 8.3 kg de tolueno
(solucién de TPC). La mezcla se agité hasta que se disolvieron los sélidos. A un matraz de reaccién con chaqueta
de 100 L se adicionaron bajo nitrégeno 5.61kg de piperazina, 19.9 kg de tolueno, y 3.72kg de metanol. La mezcla
se agité y se enfrié a 0 °C. A esto se adiciond lentamente en porciones la solucién de TPC durante 4 horas en tanto
que la temperatura de reaccién se mantenia a o por debajo de 10 °C. La mezcla se agité durante 1.5 horasa 10 °C,
entonces se dejd calentar a 14 °C. Se cargaron 32.6 kg de agua purificada en el matraz de 72L, entonces se
transfirié al matraz de 100L en tanto que la temperatura interna del lote se mantenia a 20+/-5 °C. Las capas se
dejaron dividir y la capa acuosa inferior se separé y almacend. La capa organica se extrajo tres veces con 32 kg
de agua purificada cada una, y las capas acuosas se separaron y combinaron con la solucién acuosa almacenada.

La capa organica restante se enfrié a 18 °C y se adiciond lentamente una solucién de 847 g de 4cido succinico en
10.87kg de agua purificada en porciones a la capa organica. La mezcla se agit6é durante 1.75 horas a 20+/-5 °C.
La mezcla se filtr6 y los sélidos se lavaron con 2 kg de TBME y 2 kg de acetona, entonces se secaron en el embudo.
La torta de filtro se trituré dos veces con 5.7 kg de acetona cada una y se filtr6 y lavd con 1 kg de acetona entre
trituraciones. El sélido se secd en el embudo, entonces se transfirié a bandejas y se secé en un horno de vacio a
temperatura ambiente hasta un peso constante de 2.32kg de NTP. Rendimiento 80%.

4. Preparacioén de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil){(4-tritilpiperazin-1-il)metanona

A. Preparacién de 1-(2-Nitro-4(4-Tritilpiperazina-1-Carbonil)Fenil)Propan-2-ona
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En un matraz con chaqueta de 100 L se cargaron bajo nitrégeno 2 kg de 4cido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico (3),
18.3 kg de DCM, 1.845 kg de clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC.HCI). La solucién se
agité hasta que se formé una mezcla homogénea. Se adicionaron 3.048 kg de NTP durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se agité durante 8 horas. Se adicionaron 5.44kg de agua purificada a la mezcla de reaccién
y se agité durante 30 minutos. Se dejé que las capas se separaran y la capa orgénica inferior que contenia el
producto se drend y almacendé. La capa acuosa se extrajo dos veces con 5.65kg de DCM. Las capas organicas
combinadas se lavaron con una soluciéon de 1.08kg de cloruro de sodio en 4.08kg de agua purificada. Las fases
organicas se secaron sobre 1.068 kg de sulfato de sodio y se filtraron. El sulfato de sodio se lavé con 1.3 kg de
DCM. Las capas organicas combinadas se suspendieron con 252 g de gel de silice y se filtraron a través de un
embudo de filtro que contenia un lecho de 252 g de gel de silice. El lecho de gel de silice se lavé con 2 kg de DCM.
Las capas organicas combinadas se evaporaron en un evaporador rotativo. Se adicionaron 4.8 kg de THF al
residuo y entonces se evaporé en el evaporador rotatorio hasta que se alcanzaron 2.5 volimenes de 1-(2-nitro-
4(4-tritilpiperazin-1-carbonil)fenil)propan-2-ona bruta en THF.

B. Preparacién de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-il)metanona (5)

BN O o N”’“’AN
““ . é( A+
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4

En un matraz con chaqueta de 100 L se cargaron bajo nitrégeno 3600 g de 4 del paso anterior y 9800 g de THF.
La solucién agitada se enfrid a <5 °C. La solucién se diluyé con 11525 g de etanol y se adicionaron 194 g de
borohidruro de sodio durante aproximadamente 2 horas a <5 °C. La mezcla de reaccién se agité durante 2 horas
adicionales a <5 °C. La reaccién se extinguié con una solucién de aproximadamente 1.1 kg de cloruro de amonio
en aproximadamente 3 kg de agua por adicion lenta para mantener la temperatura a <10 °C. La mezcla de reaccién
se agité durante 30 minutos adicionales, se filtr6 para remover los compuestos inorganicos, y se recargé en un
matraz con chaqueta de 100 L y se extrajo con 23 kg de DCM. La capa organica se separ6 y la acuosa se extrajo
dos veces mas con 4.7 kg de DCM cada una. Las capas organicas combinadas se lavaron con una solucién de
aproximadamente 800 g de cloruro de sodio en aproximadamente 3 kg de agua, entonces se secaron sobre 2.7
kg de sulfato de sodio. La suspension se filtrd y la torta de filtro se lavé con 2 kg de DCM. Los productos filtrados
combinados se concentraron a 2.0 volimenes, se diluyeron con aproximadamente 360 g de acetato de etilo, y se
evaporaron. El producto bruto se cargd en una columna de gel de silice de 4 kg de silice envasada con DCM bajo
nitrégeno y se eluyd con 2.3 kg de acetato de etilo en 7.2 kg de DCM. Las fracciones combinadas se evaporaron
y el residuo se recolecté en 11.7 kg de tolueno. La solucién de tolueno se filtré y la torta de filtro se lavé dos veces
con 2 kg de tolueno cada una. La torta de filtro se sec6 hasta un peso constante de 2.275 kf del compuesto 5 (46%
de rendimiento a partir del compuesto 3) HPLC 96.99%.

5. Preparacion de (1- (2-nitro-4-(4-trifenilmetilpiperazina-1-carbonil)fenil) propan-2-il)carbonato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo (anclaje de NCP2)
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% Anclaje de NCP2

En un matraz con chaqueta de 100 L se cargaron 4.3 kg de nitrégeno del compuesto 5 (peso ajustado con base
en el tolueno residual por H' NMR; todos los reactivos posteriores se aumentaron en escala en consecuencia) y
12.7 kg de piridina. A esto se le cargaron 3.160 kg de DSC (78.91% en peso por H' NMR) en tanto que la
temperatura interna se mantenia a <35° C. La mezcla de reaccién se envejecié durante aproximadamente 22 horas
a temperatura ambiente y entonces se filtré. La torta de filtro se lavd con 200 g de piridina. En dos lotes, cada uno
de los cuales comprende V2 del volumen de producto filtrado, el lavado de producto filtrado se cargé lentamente en
un matraz con chaqueta de 100 L que contenia una solucién de aproximadamente 11 kg de é&cido citrico en
aproximadamente 50 kg de agua y se agité durante 30 minutos para permitir la precipitacion sélida. El sélido se
recolecté con un embudo de filtro, se lavé dos veces con 4.3 kg de agua por lavado y se secé en el embudo de
filtro bajo vacio.

Los sélidos combinados se cargaron en un matraz con chaqueta de 100 L y se disolvieron en 28 kg de DCM y se
lavaron con una solucién de 900 g de carbonato de potasio en 4.3 kg de agua. Después de 1 hora, se dej6é que las
capas se separaran y se removio la capa acuosa. La capa organica se lavé con 10 kg de agua, se separd, y se
secé sobre 3.5 kg de sulfato de sodio. EI DCM se filtré, se evaporé y se secd bajo vacio hasta 6.16kg de anclaje
de NCP2 (114% de rendimiento).

Ejemplo 2: Sintesis de resina cargada de anclaje

En un reactor de sintesis de fase sélida de 75 L con un grifo de cierre de teflon se cargaron aproximadamente 52
L de NMP y 2300 g de resina de aminometil poliestireno. La resina se agité en el NMP para que se hinchara durante
aproximadamente 2 horas y entonces se drend. La resina se lavd dos veces con aproximadamente 4 L de DCM
por lavado, entonces dos veces con 39 L de solucién de neutralizacién por lavado, entonces dos veces con 39 L
de DCM por lavado. La solucién de anclaje de NCP2 se adicioné lentamente a la solucién de resina en agitacion,
se agité durante 24 horas a temperatura ambiente y se drenéd. La resina se lavé cuatro veces con 39 L de NMP por
lavado, y seis veces con 39 L de DCM por lavado. La resina se traté y se agité con 2 de la solucién de terminacién
de cadena de DEDC durante 30 minutos, se drend, y se tratd y se agité con el2° % de la solucién de terminacién
de cadena de DEDC durante 30 minutos y se drend. La resina se lavd seis veces con 39L de DCM por lavado,
entonces se secd en un horno hasta un peso constante de 3573.71 g de resina cargada de anclaje.

Ejemplo 3: Preparacion de la cola de EG3 activada (ver figura 2)

1. Preparacién de carbamato de tritil piperazina fenilo 35

Nip 2%

A una suspensién enfriada de NTP en diclorometano (6 mL/g de NTP) se le adicioné una solucién de carbonato de
potasio (3.2 eq) en agua (4 mL/g de carbonato de potasio). A esta mezcla de dos fases se le adicioné lentamente
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una solucién de cloroformiato de fenilo (1.03 eq) en diclorometano (2 g/g de cloroformiato de fenilo). La mezcla de
reaccion se calent6 a 20 °C. Al finalizar la reaccién (1-2 h), las capas se separaron. La capa organica se lavé con
agua y se sec6 sobre carbonato de potasio anhidro. El producto 35 se aisl6 por cristalizacién a partir de acetonitrilo.
Rendimiento=80%.

2. Preparacion de alcohol de carbamato 36

B N N

35 36
Se suspendié hidruro de sodio (1.2 eq) en 1-metil-2-pirrolidinona (32 mL/g de hidruro de sodio). A esta suspension
se adicionaron trietilenglicol (10.0 eq) y compuesto 35 (1.0 eq). La suspensidn resultante se calenté a 95 °C.
Después de la complecidon de reaccién (1-2 h), la mezcla se enfrid a 20 °C. A esta mezcla se le adicioné
diclorometano al 30%/éter metil-terbutilico (v:iv) y agua. La capa organica que contenia el producto se lavd
sucesivamente con NaOH acuoso, acido succinico acuoso, y cloruro de sodio acuoso saturado. El producto 36 se
aislé por cristalizacidn a partir de diclorometano/éter metil-terbutilico/heptano. Rendimiento=90%.

3. Preparacion del acido de cola de EG3 37

2
O 0., Pt O ey /l'\/ teis)
%?/ o -, Q/\\ N -y \Ir/
§
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A una solucién del compuesto 36 en tetrahidrofurano (7 mL/g 36) se le adiciond anhidrido succinico (2.0 eq) y
DMAP (0.5 eq). La mezcla se calentd a 50 °C. Después de la complecidén de reaccién (5 h), la mezcla se enfrié a
20 °C y se ajustd a pH 8.5 con NaHCO3 acuoso. Se adiciond éter metil-terbutilico, y el producto se extrajo en la
capa acuosa. Se adicioné diclorometano, y la mezcla se ajusté a pH 3 con 4cido citrico acuoso. La capa orgénica
que contenia el producto se lavd con una mezcla de agente amortiguador de citrato pH=3 y cloruro de sodio acuoso
saturado. Esta solucién de diclorometano de 37 se utilizé sin aislamiento en la preparacién del compuesto 38.

4. Preparacion de la cola de EG3 activada 38
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37

A la solucién del compuesto 37 se le adicioné imida de acido N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboxilico (HONB)
(1.02 eq), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0.34 eq) y entonces clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) (1.1 eq). La mezcla se calenté a 55 °C. Después de la complecidén de reaccién (4-5 h), la
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mezcla se enfrié a 20 °C y se lavd sucesivamente con 1: 1 acido citrico/salmuera 0.2 M y salmuera. La solucién
de diclorometano se sometié a intercambio de solvente a acetona y entonces a N,N-dimetilformamida, y el producto
se aislé por precipitacién de acetona/N,N-dimetilformamida en cloruro de sodio acuoso saturado. El producto bruto
se volvid a hacer suspensién espesa varias veces en agua para remover la N,N-dimetilformamida residual y las

sales. Rendi

miento=70% de cola de EG3 activada 38 del compuesto 36.

Ejemplo 4: 50L de Sintesis en fase sdélida de

Sustanciad

e farmaco bruta de Eteplirsen [Compuesto oligomérico (XIl)]

1. Materiales

Tabla 2: Material de partida

‘Nombre
ide
‘Material

‘Subunidad
‘A activada

'Subunidad
:C activada

‘Subunidad
.DPG
iactivada

‘Subunidad
i T activada

Acido fosforamidocloridico, éster N,N-dimetil-,[6-[6-
(benzoilamino)-9H-purin-9-il]-4-(trifenilmetil)-2-morfoliniljmetilico

Acido fosforamidocloridico, éster N,N-dimetil-,[6-[4-
(benzoilamino)-2-oxo-1 (2H)-pirimidinil]-4-(trifenilmetil)-2-
morfoliniljmetilico

Acido propanoico, gster  2,2-dimetil- 4-[[[9-[6-
[[[cloro(dimetilamino)fosfinilJoxi]metil]-4-(trifenilmetil)-2-
morfolinil]-2-[(2-fenilacetil)amino]-9H-purin-6-ilJoxi]metil]fenilico

Acido fosforamidocloridico, éster N, N-dimetil-[6-(3,4-dihidro-5-
metil-2,4-dioxo-1(2H)-pirimidinil)]-4-(trifenilmetil)-2-
morfoliniljmetilico

Nimero Formula MW |
de CAS gqul’mica :

1155373  CagHzrCIN/O4P 722.2
30-0 f

31-1

1155309- | Cs1Hs3CIN;O7P 9422
89-9 f

1156373-  Ca1HsaCIN4OsP :609.1
34-4

iCoIa de
EG3
{activada

Acido butanodioico, 1-[3aR,48,7R,7aS)-1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-
1,3-dioxo-4,7-metano-2H-isoindol-2-il]4-[2-[2-[2-[[[4-
(trifenilmetil)-1-piperazinillcarbonil]oxi]etoxi]etoxi]etil]éster

1380600- i CasHa7N3O10  765.9
06-5 |

Estructuras quimicas de los materiales de partida:

A. Cola de EG3 activada

{ompussin {1

B. Subunidad C activada (para la preparacion, ver la Patente de los Estados Unidos de América nium. 8,067,571)
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Compaashy (01

C. Subunidad A activada (para la preparacién, ver la Patente de los Estados Unidos de América nim. 8,067,571)

v
NPy

o

N
3
ol
Y
3
3
3
3
3

. Conpusale ()

D. Subunidad DPG activada (para la preparacién, ver WO 2009/064471)

Compusale (54

10
E. Subunidad T activada (para la preparacién, ver WO 2013/082551)
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Sompissie (11

F. Resina cargada de anclaje

3

§#
e
IR, Pl NI
e N N Y \ &
3N S ¥ 3 Ry
3% b F e
. 13 3 o &
o \,\@x \v*'&\){‘\\
& N

R Ry,
("}‘”\"‘" 3"‘“““. ! E {:’;
g
S ‘
s
ey
Foammda (b
en donde

R es un medio de soporte.

Tabla 3: Descripcién de soluciones para la sintesis de oligdémeros en fase sélida de la sustancia de farmaco bruta
de Eteplirsen

%Nombre de solucién §Composicic’)n de solucién
%Solucic’)n de anclaje de §37.5L de NMP y 12929 de Anclaje de NCP2
‘NCP2 é

%Solucic’)n de terminacién §4.16L de dicarbonato de dietilo (DEDC), 3.64L de NEM y 33.8L de DCM
ide cadena de DEDC

%Solucic’)n de CYTFA §2.02 kg de 4-cianopiridina, 158 L de DCM, 1.42 L de TFA, 39 Lde TFE y 2 L de agua
‘purificada

i35.3Lde IPA 7.5 L de DIPEA, y 106.5 L de DCM

:Solucién
ineutralizacion

%Solucic’)n de escisioén f1,530.04 g de TDT, 6.96 L de NMP, y 2.98 L de DBU

2. Sintesis de la sustancia de farmaco bruta de Eteplirsenn

A. Hinchazén de resina

Se cargaron 750 g de resina cargada de anclaje y 10.5 L de NMP en un reactor silanizado de 50 L y se agitd
durante 3 horas. EI NMP se drené y la resina cargada de anclaje se lav6 dos veces con 5.5L de cada uno de DCM
y dos veces con 5.5 L de cada uno de TFE/DCM al 30%.

B. Ciclo 0: Acoplamiento de cola de EG3

La resina cargada de anclaje se lavé tres veces con 5.5 L de TFE/DCM al 30% cada una y se drend, se lavé con
5.5 L de solucién de CYTFA durante 15 minutos y se drend, y de nuevo se lavd con 5.5 L de solucién de CYTFA

durante 15 minutos sin drenar a la que se cargaron 122 mL de NEM/DCM 1:1 y la suspensién se agit6é durante 2
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minutos y se drend. La resina se lavé dos veces con 5.5 L de solucidén de neutralizaciéon durante 5 minutos y se
drené, entonces dos veces con 5.5 L de cada uno de DCM y se drené. Una solucién de 706.2 g de cola de EG3
activada (PM 765.85) y 234 mL de NEM en 3 L de DMI se cargé a la resina y se agité durante 3 horas a TAy se
drené. La resina se lavd dos veces con 5.5 L de Solucién de Neutralizacién durante 5 minutos por cada lavado, y
una vez con 5.5 L de DCM y se drené. Se cargé una solucién de 374.8 g de anhidrido benzoico y 195 mL de NEM
en 2680 mL de NMP y se agité durante 15 minutos y se drend. La resina se agité con 5.5 L de solucidén de
neutralizacién durante 5 minutos, entonces se lavé una vez con 5.5 L de DCM y dos veces con 5.5 L de TFE/DCM
al 30% cada una. La resina se suspendié en 5.5 L de TFE/DCM al 30% y se mantuvo durante 14 horas.

C. Ciclos de acoplamiento de subunidad 1-30
i. Tratamientos de preacoplamiento

Antes de cada ciclo de acoplamiento como se describe en la tabla 4, la resina fue: 1) lavada con TFE/DCM al 30%;
2) a) tratada con solucién de CYTFA 15 minutos y drenada, y b) tratada con solucién de CYTFA durante 15 minutos
a los que se adicioné 1: 1 NEM/DCM, agitada, y drenada; 3) agitada tres veces con solucién de neutralizacién; y
4) lavada dos veces con DCM. Ver tabla 4.

ii. Tratamientos posteriores al acoplamiento

Después de drenar cada soluciéon de subunidad como se describe en la tabla 4, la resina fue: 1) lavada con DCM,;
y 2) lavada dos veces con TFE/DCM al 30%. Si la resina se mantuvo durante un periodo de tiempo anterior al
siguiente ciclo de acoplamiento, el segundo lavado de TFE/DCM no se drend y la resina se retuvo en esta solucién
de lavado de TFE/DCM. Ver tabla 4.

iii. Ciclos de acoplamiento de subunidad activada
Los ciclos de acoplamiento se realizaron como se describe en la tabla 4.
iv. Lavado de IPA final

Después de realizar el paso de acoplamiento final como se describe en la tabla 4, la resina se lavd 8 veces con
19.5 L de cada uno de IPA, y se secd bajo vacio a temperatura ambiente durante aproximadamente 63.5 horas
hasta un peso seco de 5,579.8 g.

D. Escisioén

La sustancia de farmaco bruta de Eteplirsen unida a resina anterior se dividié en dos lotes, cada lote se trat6 de la
siguiente manera. Un lote de 2,789.9 g de resina fue: 1) agitado con 10 L de NMP durante 2 horas, entonces se
drené el NMP; 2) lavado tres veces con 10 L de TFE/DCM al 30% cada vez; 3) tratado con 10 L de solucién de
CYTFA durante 15 minutos; y 4) 10 L de solucién de CYTFA durante 15 minutos a los que entonces se adicionaron
130 ml de NEM/DCM 1:1 y se agité durante 2 minutos y se drené. La resina se traté tres veces con 10 L de cada
Solucidén de Neutralizacién, se lavé seis veces con 10 L de DCM y ocho veces con 10 L de cada uno de NMP. La
resina se traté con una solucién de escisién de 1530.4 g de DTT y 2980 DBU en 6.96L de NMP durante 2 horas
para separar la sustancia de farmaco bruta de Eteplirsen de la resina. La solucién de escisién se drend y se retuvo
en un recipiente separado. El reactor y la resina se lavaron con 4.97L de NMP que se combiné con la solucién de
escision.

Tabla 4
Tratamiento de preacoplamiento Ciclo de acoplamiento Tratamiento posterior]
Nam. de al acoplamiento
ciclo: ! 2 — 3 — 4 - - 1 2
Subunidad30% Solucién SquC|o_n 3 delLavado [Cantidad Tiempo _ delLavado Lavado de
(SU) Lavado dejde CYTFA |neutralizacion |de DCM |SU (g)lacoplamientolde TFE/DCM al
TFE/DCM NEM (L) a TA (horas) DCM  [30%
DMI (L)
EC 5,5L a) 5,5L b)3x5,5L 5,5L 536,7g; 195 ml|5 5,6L  [2x5,5L
5,5L, de NEM,;
122ml 3,2L de DMI
2T 7,0L a) 7L b) 7L,[3x7L 2x7L 4,25 7L 2x7L12
158ml 468,29 y 195ml

" ml indica la cantidad de NEM/DCM 1:1
2 Resina mantenida en este paso durante % dia
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NEM 32L de
DMI
3.C 8L a) 8L b) 8L, 2x8L 536,7g; 195 ml 8L
182ml de NEM,;
3,4L de DMI
4.C oL a) OL b) OL, 2x9L 536,7g; 195 ml oL
206ml de NEM,;
3,6L de DMI
5:A 9,5L a) 9,5L b) 2x9,5 L |5552g; 9,5L
9,5L, 195 ml  de
220ml NEM,;
3,4L de DMI
6:A 10L a) 10L b) 2x10 L |5585,2g; 10L
10L, 232ml 195 ml  de
NEM,;
3,45LDMI

3 Resina mantenida en este paso durante % dia
4 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias
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Tabla 4 Continuacién
Tratamiento de preacoplamiento Ciclo de acoplamiento  [Tratamiento posterior|
NOm.  de al acoplamiento
cicIo:. ! 2 — 3 — 4 - - 1 2
Subunidad 30 % Solucién SO|UCan _ delLavado |Cantidad [Tiempo _ de|Lavado |Lavado de
(SU) Lavado de/de CYTFA |neutralizacién de DCM |SU (g)lacoplamientolde DCM|{TFE/DCM al
TFE/DCM NEM (L) |a TA (horas) 30%
DMI (L)
7.C 11L a) 11L b)3x11L 2x11 L [5636,7g; 195/4,25 11L 2x11 L
11L, 256ml ml de NEM,;
3,57L DE
DMI
8:A 11L a) 11L b)3x11L 2x11 L [655,2g; 195/4,25 11L 2x11 LS
11L, 256ml ml de NEM,;
3,64L DE
DMI
9T 11,5L 3x11,5L 2x11,5L |468,2g; 195/4,25 11,5L [2x11,5L
a) 11,5L b) ml de NEM,;
11,5L 3,72L  de
268ml DMI
10:C 12L a) 12L b)3x12L 2x12 L [5636,7g; 195/4,25 12L 2x12L°
12L, 280ml ml de NEM,;
3,96L de
DMI
11:A 13,5L 3x13,5L 2x13,5L [721,7g; 253/4,25 13,5L [2x13,5L
a) 13,5L b) ml de NEM,;
13,5L, 4,02L  de
204ml DMI
12:A 13,5L a) 13,5L b)3x13,5L 2x13,5L [721,7g; 253/4,25 135L [2x13,5L7
13,5L, ml de NEM,;
204ml 4,02L  de
DMI

5> Resina mantenida en esta etapa durante 2,5 dias
% Resina mantenida en esta etapa durante % dia
7 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias
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Tratamiento de preacoplamiento Ciclo de acoplamiento  [Tratamiento posterior
Nom.  de al acoplamiento
cicIo: 1 2 - 3 - |4 - - 1 2
Subﬁnidad 30 % Solucién  |Solucién delLavado |Cantidad ([Tiempo delLavado |Lavado de
(SU) Lavado de|de CYTFA |neutralizacién  |de DCM [SU (g)acoplamientolde DCM(TFE/DCM al
TFE/DCM NEM (L) |a TA (horas) 30%
DMI (L)
13:.DPG |14L a) 14L b)3xl4L 2x14 L [941,9¢; 4,25 14L 2x14L
14L, 216ml 253 ml de
NEM,;
4,02L  de
DMI
14.DPG |14,5L 3x14,5L 2x14,5L [941,9¢; 4,25 145L [2x14,5L8
253 ml de
a) 14,5L b) NEM,;
14,5L, 4,1L de
228ml DMI
15:A 15,5L 3x15,5L 2x15,5L |721,7g; 4,25 15,5L [2x15,5L
253 ml de
a) 15,5L b) NEM,;
15,5L, 426L  de
254ml DMI
16:A 15,5L 3x15,5L 2x15,5L |721,7g; 4,25 155L [2x15,5L°
253 ml de
a) 15,5L b) NEM,;
15,5L, 426L  de
254ml DMI
17:.DPG |16L a) 16L b)3xI6L 2x16 L [941,9¢; 4,75 16L 2x16L
16L, 366ml 253 ml de
NEM,;
4,41 de
DMI
18:A 16,5L a) 16,5L b)3x16,5L 2x16,5L |721,7g; 4,25 16,5L [2x16,5L'°
16,5L, 253 ml de
378ml NEM,;
4,41 de
DMI

8 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias
9 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias

10 Resina mantenida en esta etapa durante 1,5 dias
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Tratamiento de preacoplamiento Ciclo de acoplamiento [Tratamiento posterior]
NGm del al acoplamiento
cicIo:I ! 2 — 3 — 4 - - 1 2
Subunidad 30 % Solucién SO|UCan _ delLavado de|Cantidad Tlempo_ delLavado de|Lavado
(SU) Lavado delde CYTFA|neutralizacién |DCM SuU (g)lacoplamientoDCM de
TFE/DCM NEM (L) |a TA (horas) TFE/DCM
DMI (L) al 30%
19:T 16,5L 3x16,5L 2x16,5L  |608,7g; 4,25 16,5L 2x16,5 L
253 ml de
a) 16,5L b) NEM,;
16,5L, 4,57L de
378ml DMI
20:DPG 17L a) 17L b)3xI7L 2x17L 941,99, 4,75 17L 2x17L
17L, 253 ml de|
390ml NEM,;
4,57L de
DMI
21:DPG 17L a) 17L b)3xI7L 2x17L 1159,2g ;4,25 17L 2x17L
17L, 311ml  de|
390ml NEM,;
4,72L  de|
DMI
22:C 17,5L 3x17,5L 2x17,5L  |858,7g; 4,75 17,5L 2x17,5 L
311 ml de 1213
a)17,5L b) NEM,;
17,5L, 4,72L  de|
402ml DMI
23:A 17,5L 3x17,5L 2x17,5L  |888,3g; 4,25 17,5L 2x17,5 L
311 ml de
a)17,5L b) NEM,;
17,5L, 4,88L de
402ml DMI
24:T 18L a) 18L b)3xI8L 2x18L 749,19, 4,25 18L 2x18L
18L, 311 ml de| 13
414ml NEM,;
4,95L de
DMI

1 Resina mantenida en esta etapa durante 0,3 dias
12 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias
13 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias
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Tabla 4 Continuacién

Tratamiento de preacoplamiento Ciclo de acoplamiento  (Tratamiento
posterior al
Num. de acoplamiento
ciclo: 1 2 3 4 1 2
Subunidad|30 % Solucién  |Solucién delLavado delCantidad |Tiempo delLavado |Lavado de
(SV) Lavado  de|de CYTFA |neutralizacion  |DCM SuU (g)acoplamientolde DCM|TFE/DCM
TFE/DCM NEM (L) |a TA (horas) al 30%
DMI (L)
25T 18L a) 18L b)3xI8L 2x18L 749,1g; 311|4,25 18L 2x18L
18L, 414ml ml de NEM;
51 L de
DMI
26:T 18,5L 3x18,5L 2x18,5L{749,1g; 4,25 185L [2x18,5L™
311 ml de
a) 18,5L b) NEM,;
18,5L, 5,1 L de
426ml DMI
27.C 18,5L 3x18,5L 2x18,5L(858,79; 4,25 18,5L [2x18,5L
311 ml de
a) 18,5L b) NEM,;
18,5L, 5,25L de
426ml DMI
28T 19L a) 19L b)3x19L 2x19L |749,1g; 4,25 19L 2xI9L13
19L, 438ml 311 ml de
NEM,;
5,25L de
DMI
29:A 19L a) 19L b)3x19L 2x19L (888,3g; 4,25 19L 2x19L
19L, 438ml 311 ml de
NEM,;
5,41L  de
DMI
30:.DPG 19,5L a) 19,5L b)3x19,5L 2x19,5L11159,2g 4,75 19,5L [2x19,5L
19,5L, 311ml  de
450ml NEM,;
5,44L  de
DMI

14 Resina mantenida en esta etapa durante 0,4 dias
5 Resina mantenida en esta etapa durante 0,3 dias
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E. Desproteccién

La solucién de escisién y el lavado de NMP combinados se transfirieron a un recipiente a presiéon al que se
adicionaron 39.8 L de NH4sOH (NHs*H>O) que se habia enfriado a una temperatura de -10° a -25° C en un
congelador. El recipiente a presidn se sellé y se calenté a 45° C durante 16 horas, entonces se dej6 enfriar a 25°
C. Esta solucién de desproteccién que contenia la sustancia de farmaco bruta de Eteplirsen se diluyé 3:1 con agua
purificada y el pH se ajusté a 3.0 con acido fosférico 2M, entonces a pH 8.03 con NH,sOH. HPLC (C18) 73-74%
(Figura 1).

Tabla 5. Datos de la figura 1

%Pico # §Nombre de ETiempo el. Tiempo de Ret §Area % de area EPIacas
iCompuesto iretencion (min) roducto {mAu*min) irel. {(USP)

I 2488 0381 0821928 018 1105
2 3047 467 17661449 391 4047
I 334 os09 0818258 018  ina
4 ................................................... 3605 ........................... e e 010 ............... 7 ........................
5 ................................................... T e— T 6558899 ............. Pyt v
6 ................................................... 4504 ........................... s PP Trra 074 ............... 191690 ...........
7 ................................................... T S— e 5644073 ............. P .
8 .................................................. 6531 ........................... T 332238891 ......... 7347 ............ 2313 ................
9 ................................................... o e 2063159 ............. 046 ............................................
e 7643 ........................... B o 123 ...........................................
e —— T e 8711530 ............. 193 ...........................................
2 8382 283 4654783 103 1835
I 8678 320 0562426 012 na
D 9009 379 112031923 266 6078
s 9500 455 0385563  0.09  na
® 9626 474 1471507 026 46084
a7 0898 516 0484362 011 21328
8 10598 623 14589918 323  na
I 10680 1635 7520577 166 918
20 | 110.811 11.656 18604558  11.90 296

21 : £11.045 11.691 118.351689 14.06 7;49919

Ejemplo 5: Purificacion de la sustancia de farmaco bruta de Eteplirsen

La solucién de desproteccién del ejemplo 2, parte D, que contiene la sustancia de farmaco bruta de Eteplirsen se
cargd en una columna de resina de intercambio aniénico ToyoPearl Super-Q 650S (Tosoh Bioscience) y se eluyd
con un gradiente de 0-35% de B sobre 17 volimenes de columna (Agente amortiguador A: Hidréxido de sodio 10
mM; Agente Amortiguador B: cloruro de sodio 1 M en hidréxido de sodio 10 mM) y las fracciones de pureza
aceptable (C18 y SCX HPLC) se agruparon en una solucién de producto de farmaco purificado. HPLC (figura 2):
97.74% (C18) 94.58% (SCX).

La solucidén de sustancia de farmaco purificada se desalé y se liofilizé a 1959 g de sustancia de farmaco de
Eteplirsen purificada. Rendimiento del 61.4%; HPLC (figura 3): 97.7% (C18) 94.6% (SCX).

Tabla 6. Datos de la figura 2

............................................................................................................................................................................................................................................

%Pico # §Nombre de éTiempo de éReI. Tiempo de Ret. iArea éPorcentaje éPIacas
: :Compuesto {retencion (min) {(Producto) {mAu*min) ide area ((USP)
1 6.837 10.750 10.050757 0.058 41574
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%Pico # Nombre de i Tiempo de iRel. Tiempo de Ret. Area ‘Porcentaje :Placas

; iCompuesto iretencion (min) i(Producto) g{mAu*min) :de area {(USP)

2 7 405 0 813 0303271 0344 | 841

3 8086 | o887 i1 130007 1280 13

7 N 615 0 %6 2265128 28567 761

5 AVI4658 9 1000 8 3468700 94583 4405

6 10019 1100 0704509 0798  na

7 ' 111.069 11.215 10.326550 3044

Tabla 7. Datos de la figura 3

Pico# Nombre  de Tiempo - de Rel. Tiempo de Ret Area Porcentaje |Placas
iCompuesto :retenC|on (min) i(Producto) {{mAU*min) ide area g(USP)

1 ...................................................... s 0751 ........................................... e 608 ..................

2 77 082 0280589 0 397 na.

I T 188 085 0 816793  i1.156 209

4 se4s 0945 1842806 12608 1147 |

5 AVI4658 9 145 1000 66857088 194622 4664

6 1 0058 1100 0575793 0815 | na.

V2 R ) 1103 1214 0 239454 0339 4375

5 Ejemplo 6: Oligodmeros adicionales preparados por el proceso de la divulgacién

Los siguientes oligémeros de las siguientes secuencias se prepararon de acuerdo con los métodos de los ejemplos
4y 5 sobre:

51 . O
)I( [3!]

10 - —_1n

donde R? se selecciona, independientemente en cada presentacion, del grupo que consta de:

15

Say R LY
Tabla 8. El oligomero R? en cada posicion de 1anyde 5 a 3"
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‘Nombre jR25'a3'y1an

PMO1 22 [CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG ~ [EG3
PMO2 25 \GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC ~ EG3
AVIT100 120 |CGGT+TAGAAGAC+TCATC+TTT EG3
AVI-7537 119 \GCC+ATGGT+TTT+TTC+TC+AGG  [EG3

AVI-7288 123 | GAATATTAAC+AI+AC+TGAC+A+AGTC

En la Tabla 8 anterior, "+" indica donde X es
T
(]
H
de lo contrario, X es -N(CHa)..

Tabla 9. Acrénimos

{Acrénimo :Nombre

T e
—— o
DIPEA  iNN-disopropiletlamina
oM 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona
oT D tiotreitol
PA Alcohol isopropiico
Mw P eso molecular
NEM ‘N-etimorfolina
NP N “meti-2-pirolidona
VU Temperatura ambiente
TFA : Acido 2,2, 2-trifluoroacético

TFE 12,2 2-Trifluoroetanol
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula (A):

0 [ .
Rh
of ™n
[5 wo C}a 0 O)ﬁ
;S G
| H
A 3
| _n
5 (A);

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, y cada R? se selecciona, independientemente para cada presentacion,
del grupo que consta de:

N
10 o (). NHz (G), (1) N/ (A)
PN y“ﬁ\\tﬁ“ el -
; X ) E g
*"{\\v"‘.’\ \8;'”,«“\”&,3\ ,N%"\w{\;
K 3 A
? {5y < Uy M S £

en donde el proceso comprende los pasos secuenciales de:
15 (a) poner en contacto un compuesto de Férmula (A1):

O
N N/\
K/N\R;g
o)
O)\NH
L
{Al)

en donde R' es un medio de soporte y R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
20 dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;
con un agente de desbloqueo para formar el compuesto de Férmula (ll):
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)
O)\NH
U
{y,

en donde R es un medio de soporte;
(b) poner en contacto el compuesto de Férmula (Il) con un compuesto de Férmula (A2):

5
O O
H

N’ONO/\/O\’/\O/\/OYO

o N
o (J

t

1s

{AZY,

en donde R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;
para formar un compuesto de Férmula (A3):
10

Ao ()
S

{A3);

en donde R' es un medio de soporte, y R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;
15 (c) poner en contacto el compuesto de Férmula (A3) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de

Férmula (1V):

=N N/\ O
K/NY\/U\O/\/O\/\O/\/Q 0
! T
i (J
O)\N N

vy,

=
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en donde R es un medio de soporte;
(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (1V) con un compuesto de Férmula (A4):

\ ¢
N'—Fl’xo
/ O
YTRA
N
b
(Ad),

en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se

selecciona del grupo que consta de:
0O
oi/
“\%\\(

NN

O ——,

\<o
HN

2T

aﬁi NKY
(PO, (DPG),
N

“
N
T
2\{/0 r;_N N /,F}o
NH N\%\\( N
T

X

(N, (PA), (P3mC),
e W
" &3
A
Iy
& \” e & Pl ,}
SR Y oD @
3 i % A T iy

para formar un compuesto de Férmula (A5):
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O
Q2N N/\ o ’ 5 ]
K/NY\/U\O/\VD\/’\O/‘\,/O\(O
] O @
O)\NH \ N
NP
R! /

{AS)

en donde R' es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona de:

)
oj/
o\/j
N
H N \N
I HN
ke
© (PCy, (DPG)
o)
%\f e Y. Y
N _NH %Nﬂ E{N N
T N jl/
(1), {PA) {(P5mC},
st N
&

PGy

(e) realizar N-1 iteraciones de los pasos secuenciales de:
(e1) poner en contacto el producto formado por el paso inmediatamente anterior con un agente de desbloqueo; y
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>
&

{AB);

en donde R® se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se

selecciona, independientemente para cada compuesto de Férmula (A8), del grupo que consta de:

Jer

=
%N\[C])/NH @ L‘H{N\ﬂ/"‘

(T, (PA), (P5mC),
‘{:::}\ o s’“’“"\:&é

X w“‘i‘i S
fﬁ\\w P
\;,;svn { \%\\ S"NK f
&

para formar un compuesto de Férmula (A9):

QMJ

rrr/
e
g,
é
s
2
o~
¥
t';-/f
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o 151
@

(A9,

en donde n es un nimero entero de 10 a 40, R es un medio de soporte, R® se selecciona del grupo que consta
de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y R* se selecciona, independientemente para cada
5 presentacion, del grupo que consta de:

pe
e
FE e

W0 H_o
2\( e “
S hn N7 \N 'Z(,{N N
Y - T
O {T), {PA), {(P3mCy,

10
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#W{;’
%{%‘T A
O an
y

(f) poner en contacto el compuesto de Férmula (A9) con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de
Férmula (A10):

O N
Oj\NH [f}ij
n Yoo
O
O R
J
e
&

(ALDY:

en donde n es un nlmero entero de 10 a 40, R' es un medio de soporte y R* se selecciona, independientemente
para cada presentacién, del grupo que consta de:

9]

Nacs

129



ES 2993738 T3

(o q
%N Rk 7 \N H{N N
Y - T
G (T, {(PA), (P3m0),

N G

o

et
PR » § .
.w,a“i\xi‘w‘m : *NX"X {
Uy

3 NM
S Y ¥

i
{3 §
kS

N

5 (g) poner en contacto el compuesto de Férmula (A10) con un agente de escisién para formar un compuesto de

Férmula (All):
o I 5]
Q-
SN NNO/\/O\/\O/\/O 0
! T
()
f ' |
\
N—P==0)
!
O]/R"
N
, I |
}L n
| 3]
{(Ally

10 en donde n es un nlimero entero de 10 a 40, y R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del
grupo que consta de:
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mg ¢
| HN
’B,iN\n/N
© (*C). (DPG),
o0 H

N.__NH N¢ b} Lﬁ{” N

N - T

Q (T}, {PA), {P5

mC},
=N ?é

{f"’; g\ & »wj»\ >

.;53:5\5 &%
N
2

MM

N
YN
o i

y
(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (A11) con un agente de desproteccién para formar el compuesto
oligomérico de Férmula (A).

2. El proceso de las reivindicaciones 1-4, en donde el compuesto de Férmula (A5) es de Férmula (A5a):
O

ON N 0 [ 5,]
O

O N
L ()
G N N
1 \N———%’:Q
R /7 S
k[O],R*
N
s
| 3]
{ASa);
en donde:
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R es un medio de soporte;
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona de:

OX/
o\,:
N / \
' N
PPN N‘\“( o
Y e
"E{NTN
o (PC) (DPG),
SURYE Vind HY
%N NH N\%\\g
\[( N/
O {T, (PA)q (P3m(},

' N

RS
£

0y {'}-‘{3,3.

3. El proceso de la reivindicacidén 1 o la reivindicacién 2, en donde el compuesto de Férmula (A8) es de Férmula
(ABa):

Cl
A
N-—F}-’SO
/ Q
Y
N
b
(ABay,
en donde:

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona, independientemente en cada presentacién del compuesto de Férmula (A8a), del grupo que
consta de:
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oj/
O’
N / \
H
NM
l HN
Aae
© ®C), (DPG)
=N H 0 N o
‘//L(O ;\i]/‘ N %T
N NH 12: 4 \N ‘g‘{N
T N/ \g/ _
O {1, (PA), {P5SmC),
X “‘M“‘:‘ q
{;:‘a *M"‘WJ 5..3\2
o el
(ﬁ\% N
] i PN &
- N
5 S Ny y (P
4. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el compuesto de Férmula (A9) es de Férmula
(A9a):
10 {A9a);
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en donde:

n es un nimero entero de 10 a 40,

R" es un medio de soporte

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, y
R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

Y e
| HN
ke k@

© (PC) (DPG),

0 =N NP NS

ey, Y

T 4 Y 'Z,iw N

Y v T

o (PA), (P5mC),

(N,

| {xx;\;x ‘x{)wiis\é
M-‘ gx:,:'}\ “{\ PR
RV
R (oY
& L0 LY

5. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el compuesto de Férmula (A10) es de Férmula

(A10a):

134



ES 2993738 T3

oo 5]
2 N/\\ o
K/NMO/\/O\/\O/\\’/OYO
G N
J ()
O)\NH rg
@ Nitmo
S
bt
N
g 3
)
3]
{Al0ay
en donde:

n es un nimero entero de 10 a 40,
R" es un medio de soporte, y
R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:

oj/
o\;
hY / \
Y R
I HN
Aae
© PC) (DPG)
N H O K%‘ O
%YO o~ K’J\lr
S NH N Y %N N
\ﬂ/ Nz=/ 1{
0 (T, (PA), (PSmE),
v;:.;%&i. 5 NN
§\§ &8 “{
A
NP . “‘Q
%N N Y & *{:/ SR
TN o
% \i MM \ j\ ..
3 5} Nt iy R 1
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6. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el compuesto de Férmula (A11) es de Férmula

(A11a):
I | 5]
O:N N/ﬁ a
SN K/NY\JJ\O/\/O\/\O/\/O O
O @
N
I !
Vb
Q
DD/R“
N
| I f
}L 5
[3]
5 {Alla};
en donde:

n es un numero entero de 10 a 40, y

R* se selecciona, independientemente para cada presentacion, del grupo que consta de:
10

TY g
N
Y
© (PC), (DPG).
N H O
Yoy
N _NH N \N
T N==/
o (), (PA), (PsmC),
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5 {B1},

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
en donde
R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
10 R'2 es alquilo C1.6;
R' es H o alquilo C16; ¥y
R' es un primer ligador unido a un medio de soporte,
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo.

15 8. El compuesto de la reivindicacién 7, en donde el compuesto de Férmula (B1) es de Férmula (1):
O
ey oy O
n
SOk
O)\NH
L.

@

en donde R es un medio de soporte,
20

9. Un compuesto de Férmula (II-B):
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O
R1¢
N/ﬁ
l\/NH
O 12
R'E3
o)\r\s’
;g_m
(I1-B};

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma

en donde

R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;

R' es H o alquilo C16; ¥y

R' es un primer ligador unido a un medio de soporte.

10. El compuesto de la reivindicacion 9, en donde el compuesto de Férmula (lI-B) es de Férmula (1):

0O

o
O}\NH
kRi
),

en donde R es un medio de soporte,

11. Un compuesto de Férmula (B3):

{B3);

0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma

en donde

w se selecciona de O o C;

tes1,2,3,4,05;

R™ se selecciona del grupo que consta de halo, CN y NO;
R'2 es alquilo C1.6;

R' es H o alquilo C;

R' es un primer ligador unido a un medio de soporte;

R® se selecciona de:
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§ PR
o™
L -~ ,;{

¥

R

en donde R* se selecciona del grupo que consta de:

A0
NW
N

/ N 20 Kﬁ; N"\‘{ o
X'y &S
{PC), (DPG),

5
H
N Mo 0 N0
%\fo = N (/1\1(
N
N._ _.NH 4 W, 'HiN N
Y - T
O (T), (PA), (P3mC),
e
~ e B ¢
M " {:ﬂi\:. £ SO
‘g{'ﬁ gE N \}‘N’{ W‘;\\ S
b g 4
SN sy A ey
10
y
R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo.
12. El compuesto de la reivindicacidén 11, en donde el compuesto de Férmula (B3) es de Férmula (ll1):
15
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O,N

Z
Z
z
./

. )0

{1y
en donde R es un medio de soporte,

5 13. Un compuesto seleccionado de:

Q

0N

NH

R1

5]
GY\)\C/\/O\/\O/\/O\FO

@

\
N—P=0
YA
oy
%I;
| 3]

10

en donde:

n es un nimero entero de 10 a 40;
15 R es un medio de soporte;

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; y
R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
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H Hi %{)ﬂ
NN o Nm o

{PC), {DPG),
H O R o
O ==N

%\f h]l’ N %Y

\ﬂ/ N/ E/
0 (T, (PA), {PSmC),
5
o P
) }m\{
R \Xy X

; X

AV . .

© =N N

AR o N ’ Py
. R \
S 1 WA oy {0
14. Un compuesto seleccionado de:
a
QN i
? M’ﬁ Q O
10
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i ¥ i %

en donde:
n es un nimero entero de 10 a 40;
R es un medio de soporte;

R3 se selecciona del grupo que consta de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; y

R* se selecciona, independientemente en cada presentacién, del grupo que consta de:
N~.<
HN

{PCy, (DPG),

Y

T

%\f ’ f?N\(Q ] HY 5
(PA) (P3mC),

"\{N NH N \N
\ﬂ/ N/
0

S
w\“':\-.\{e‘b-“‘
< o "
§<’“ 2 gs'&i
QS 3. kY &
- R,\w‘,&‘\‘ Na ¥
i X
: = - X
{3 Q‘\‘} \ii\\\\#‘\
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Figura 2
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