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DESCRIPCION
Cromatografia de interaccidn hidréfoba para la purificacion de oligonuclestidos
Referencia a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficic de la fecha de presentacion de conformidad con 35 USC § 119(e) de la
Solicitud Provisional de EE. UU. N® 62/349,970, presentada el 14 de junio de 2018, y de la Solicitud Provisional
de EE. UU. N®62/462,402, presentada el 1 de mayo de 2017.

Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de Secuencias gue se presentd por via electrénica en formato ASCII.
Dicha copia de ASCI, creada el 12 de junio de 2017, se denomina 123429-00120_SL.ixt y tiene un tamafio de
839 bytes.

Antecedentes de la invencion

Los oligonucledtidos son oligbmeros de ADN o ARN cortos que pueden sintetizarse quimicamente con fines
de investigacion y médicos. Tipicamente, los oligonucledtidos se preparan mediante una adicién escalonada
de residuos de nucledtidos para producir una secuencia especifica. Durante la sintesis, puede haber
ineficiencias en cualquiera de las etapas, que resulten en un oligbmero que carezca de un nucledside (“la
impureza N-1") o que tengan un enlace fosfodiéster en lugar del enlace fosfotioéster deseado (“la impureza
P=0"). Ademas, la exposicién a condiciones oxidativas durante o después de la sintesis podria convertir un
enlace P=8 en un enlace P=0 para formar una impureza P=0. Una vez completada la sintesis del
oligonucledtido de la secuencia deseada, el oligonucledtido diana se obtiene como una mezcla junto con todas
las secuencias con errores y las impurezas N-1 y P=0. Entonces se deben separar estas impurezas del
oligonucleétido diana.

Una técnica de separacion cominmente utilizada es la cromatografia liquida de alta presion en fase inversa
(rp-HPLC, por sus siglas en inglés), que se utiliza para purificar oligonuciedtidos; sin embargo, fa rp-HPLC no
puede, por lo general, eliminar con eficacia las impurezas N-1, P=0, ABasicas, CNEt y/o N+1. Otra desventaja
de la rp-HPLC incluye el uso de una cantidad significativa de disolventes organicos, que crea un problema de
desecho, asi como la necesidad de llevar a cabo la purificacion en instalaciones a prueba de explosiones.

Por lo tanto, se necesitan métodos de purificacién para oligonucledtidos que puedan eliminar las impurezas N-
1, P=0, ABasicas, CNEt y/o N+1 y sean adecuados para un procedimiento comercial a gran escala.

El documento USB087491 describe oligonuceldtidos de pureza extremadamente elevada y métodos de
sintetizarlos ulilizando blogues de dimeros. El documento WO86/01268 describe la purificacién de fosforotioatos
de oligonucledtidos utilizando cromatografia de intercambio anibénico DEAE-SPW y cromatografia de interaccion
hidréfoba. El documento W(0O2004/020449 describe procedimientos para separar vy desproteger oligonuceiétidos.
El documento WO98/47910 describe un método para la sintesis en fase de solucién de cligonucelétidos. Ramage
R. et al, describe 4-(17-tetrabenzo[a,c,g,ilfluorenylmethyl)-4’,4"-dimethoxytrityl Chloride: A Hydrophobic 5'-
protecting group for the separation of synthetic oligonucleotides.

Compendio de la invencién

La presente invencién describe un método para purificar un oligonucledtido diana utilizando cromatografia de
interaccion hidréfoba (HIC, por sus siglas en inglés). En particular, el método que se describe en la presente
incluye aplicar, con una capacidad de carga dinamica particular, una mezcla del oligonucledtido diana e
impurezas relacionadas con el producte a la resina (o adsorbente hidréfobo) de la cromatografia de interaccion
hidréfoba. El métedo reivindicade produce una separacién mejorada de las impurezas N-1 y P=0 del
oligonucledtido diana, asi como la eliminacién del uso de disolventes organicos durante el procedimiento de
purificacién. En determinadas realizaciones, el método reivindicado también puede eliminar las impurezas
ABésicas, CNEt y/o N+1.

Breve descripcién de las figuras

La FIG. 1 es una gréafica que ilustra la relacidn entre la capacidad de carga dindmica vy la eliminacién de la
impureza P=0.

La FIG. 2 es una grafica que ilustra la relacidn entre la capacidad de carga dinamica vy la eliminacién de la
impureza N-1.

La FIG. 3 ilustra estructuras ejemplares de impurezas ABasicas, CNEty P=0.
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Descripcion detallada

La presente invencién se dirige a métodos para separar un oligonucledtido de las impurezas relacionadas con
el producto, generadas durante la sintesis del oligonuciedtido. Se desarrolié el nuevo procedimiento, en el gque
una mezcla de oligonucleétidos bruta, que contiene no solamente el oligonucledtido diana, sino también
diversas impurezas relacionadas con el producto, se aplica a un adsorbente hidréfobo con una capacidad de
carga dinamica particular. Este nuevo método resulta en la eliminacién mejorada de determinadas impurezas
relacionadas con el producto, incluidas la impureza N-1 y la impureza P=0. Una mejora de este tipo fue
sorprendente, dado que se espera que la hidrofobicidad del oligonucledtido diana sea similar en comparacion
con sus impurezas N-1y P=0 y estas impurezas no se eliminan mediante rp-HPLC a escala del proceso, que
también depende de interacciones hidréfobas. En determinadas realizaciones, &l método reivindicado también
puede eliminar las impurezas ABasicas, las impurezas CNEt y fas impurezas N+1 que son dificiles de eliminar
mediante rp-HPLC.

Una primera realizacién de la invencién es un método para separar un oligonucledtido diana de una mezcla
gue contiene el oligonucledtido diana y una impureza refacionada con el producte, comprendiendo el métedo
las etapas de:

a) afiadir sal a la mezcla, en donde la sal es sulfato de amonio;

b) poner en contacto ta mezcla diluida con un adsorbente hidréfobo a una capacidad de carga dinédmica de
aproximadamente 32 a aproximadamente 78 % de la capacidad del adsorbente hidrofobo, en donde el
adsorbente hidréfobo comprende fenilo o hexilo;

c) lavar el adsorbente hidréfobo con una solucién salina acuosa;
d) eluir el oligonucledtido diana con una solucién de elucion; y
e) recoger el eluyente que comprende & oligonuciedtido diana;

en donde la impureza relacionada con el producto incluye al menos una impureza N-1, separando con ello el
oligonucleétido diana de la impureza relacionada con el producto.

Una segunda realizacién de la invencién es un método para separar un oligonuciedtido diana de una mezcla
que contiene el oligonucledtido ticlado diana y una impureza relacionada con el producto, comprendiendo el
método las etapas de:

a) afadir sal a la mezcla, en donde la sal es sulfato de amonio;

b) poner en contacto la mezcla diluida con un adsorbente hidréfobo a una capacidad de carga dinamica de
aproximadamente 40 a aproximadamente 100 % de la capacidad del adsorbente hidréfobo, en donde el
adsorbente hidréfobo comprende fenilo o hexilo;

c) lavar el adsorbente hidréfobo con una solucién salina acuosa;
d) eluir el oligonucleétido diana con una solucién de elucion; vy
e) recoger el eluyente que comprende el oligonucledtido diana;

en donde la impureza relacionada con el producto incluye al menos una impureza P=0, separando con ello el
oligonuciedtido diana de la impureza relacionada con el producto.

Tal como se utiliza en la presente, una “impureza relacionada con el producto” hace referencia a los
subproductos no deseados generados durante la sintesis del oligonucledtido diana. En determinadas
realizaciones, una impureza relacionada con el producto es una i) impureza N-1; ii) una impureza P=0; iii) o
una combinacidn de las mismas; o iv) una mezcla de cualquiera de estas tres. Tal como se utiliza en la presente,
una “impureza N-1" es un oligonucledtido que carece de 1 nucledsido en cualquier posicidn relativa al
oligonucledtido diana debido a una reaccion de acoplamiento fallida. Tal como se utiliza en la presente, una
“impureza P=0" es un oligonucledtido que contiene un enlace fosfodiéster en lugar de un enlace fosforotioato
deseado del oligonucledtido diana debido a una reaccion de sulfuracion fallida o una oxidacién ne intencionada
después de la sintesis. En determinadas realizaciones, el método descrito para la primera realizacién puede
utilizarse para eliminar la impureza P=0 junto con la impureza N-1. En determinadas realizaciones, el método
descrito para la segunda realizacién puede utilizarse para eliminar la impureza N-1 junto con la impureza P=0.

En determinadas realizaciones, las impurezas relacionadas con el preducto también pueden incluir una
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impureza ABasica, CNEt y/o N+1. Tal como se utiliza en la presente, una “impureza N+1" es un oligonucledtido
que tiene 1 nucledsido adicional en cualquier posicidn con respecto al oligonucledtido diana. Tal como se utiliza
en la presente, una “impureza ABé4sica” es un oligonuclebtido gque tiene uno o més nucledsidos que carecen
de la nucleobase en comparacién con el oligonucledtido diana, en donde el nucledsido tiene la estructura que
se muestra a continuacion:

i
i
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!

Una estructura ejemplar para una impureza ABésica se muestra en la FIG. 3. En una realizacion patticular, la
nucleobase omitida en la impureza ABésica es adenosina y/o guanina. Tal como se utiliza en la presente, una
impureza “CNEt” es un oligonuciedtido que contiene una nucleobase de timina modificada en lugar de la
nucleobase de timina no medificada del oligonucledtide diana, en donde la nucleobase de timina modificada
tiene la siguiente estructura:

o
Ao

Una estructura ejemplar para una impureza CNEt se muestra en la FIG. 3.

En determinadas realizaciones, las impurezas relacionadas con el producto incluyen una impureza de tipo
shortmer. Tal como se utiliza en la presente, una “impureza de tipo shortmer” es un oligonucledtido que carece
de 1, 2, 3, 4 0 mas nuclebsidos en cualquier posicién con respecto al oligonucledtido diana.

En determinadas realizaciones, las impurezas relacionadas con el producto incluyen una impureza de elucién
temprana (EEl por sus siglas en inglés). Tal como se utiliza en la presente, la “impureza de elucién temprana”
es una impureza que eluye antes que el oligonucledtido diana utilizando los métodos de purificacién que se
describen en la presente. En una realizacién, la EEI incluye una impureza de tipo shortmer, tal como una
impureza N-1, una impureza P=0 y/o una impureza ABasica.

En determinadas realizaciones, las impurezas relacionadas con el producto incluyen una impureza de elucién
posterior (LEI, por sus siglas en inglés). Tal como se utiliza en la presente, la “impureza de elucién posterior’
es una impureza que eluye después del oligonucledtido diana utilizando los métodos de purificacion que se
describen en la presente. En una realizacién, la LE| incluye la impureza N+1.

“Oligonucledtido” significa un compuesto que comprende una pluralidad de nucleésidos enlazades. En
determinadas realizaciones, uno ¢ mas de la pluralidad de nucledsidos se encuentran modificados. En
determinadas realizaciones, un oligonucleétidc comprende unoc o mas ribonucledsidos (ARN) vy/o
desoxirribonuciedsidos (ADN). En determinadas realizaciones, el oligonucledtido incluye sclamente ARN,
solamente ADN o incluye tanto ARN como ADN. En una realizacion particular, el oligonucledtido diana es un
gapmero. “Gapmero” significa un compuesto quimérico en el que una regién interna que tiene una pluralidad
de nucledsidos que brindan sustento a la escisién de la RNasa H se encuentra posicionada entre regiones
externas con unc o méas nucledsidos, en donde los nucledsidos que comprenden la regidn interna son
quimicamente distintos del nucledsido o los nuclebsidos que comprenden las regiones externas. En
determinadas realizaciones, el oligonucieétido diana comprende 10 a 100, 10 a 50, 10 a 25, 15 a2 100, 15 a 50
¢ 15 a 25 nucledsidos.

“Nucledsido” significa un compuesto que comprende una nucleobase y un resto de azlcar. Los nucledsidos
incluyen, perc no se limitan a nucledsidos de origen natural, nucleésidos modificados y nucledsidos que tienen
bases miméticas y/o grupos de azlcares. “Nucledsido modificado” hace referencia a un nuclebsido que
comprende al menos una modificacién en comparacion con nucledsidos de ARN o ADN de origen natural. Una
modificacién de este tipo puede encontrarse en el resto de azlcar y/o en la nucleobase. Los nucledsidos
pueden modificarse con cualquiera de una diversidad de sustituyentes en la nucleobase o el resto de azlcar.

Un “nucledtido” se refiere a un nucledsido que comprende un grupo de enlace, que enlaza dos nucledsidos
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entre si como parte del oligonucledtido. Las dos clases principales de grupos de enlace se definen mediante
la presencia o ausencia de un atomo de fosforo. Enlaces representativos que contienen fasforo incluyen, pero
no se limitan a fosfodiésteres (P=0), fosfotriésteres, metilfosfonatos, fosforamidato y fosforotioatos (P=38).
Grupos de enlace representativos que no contienen fésforo incluyen, pero no se limitan a metilenmetilimino (-
CHo-N(CH3)-O-CHo-), tiodiéster (-O-C(QO)-S-), tionocarbamato (-O-C{O)}NH)-S-); siloxano (-O-Si(H)-0-); v
N,N'-dimetilhidrazina (-CHo-N(CHaz}-N{CHzs)-). En una realizacién particular, el grupc de enlace es un
fosfodiéster (P=0) o un fosforoticato (P=8). En determinadas realizaciones, el oligonucledtido diana de los
métodos descritos para la primera y segunda realizaciones incluye solamente fosfodiésteres (P=0),
fosforotioatos (P=S8), o una combinacién de los mismos como el grupo de enlace.

Una “nucleobase” significa la parte de base heterociclica de un nucledsido. En determinadas realizaciones,
una nuclecbase puede comprender cualquier &tome ¢ grupo de dtomos que permitan la unidn de hidrégeno a
una nucleobase de ofro acido nucleico. Las nuclecbases pueden ser de origen natural o pueden estar
modificadas. Ademas de las nuclecbases “no medificadas” ¢ “naturales” tales como las nucleobases de purina
adenina {A) y guanina (G), y las nucleobases de pirimidina timina (T) (o 5-metil uracilo), citesina (C) y uracilo
(U}, muchas nucleobases modificadas o miméticos de nucleobases conocides por los expertos en la técnica
son pasibles de incorporacion en los oligonucleétidos diana por separado mediante el método descrito en la
primera o segunda realizaciones, incluyendo, por ejemplo, hipoxantina, xantina, 7-metil guanina, 5,6-
dihidrouracilo, 5-metilcitosina, 7-deaza purina y 5-hidroximetilcitosina. En determinadas realizaciones, el
método es el descrito para la primera o segunda realizacion y la nucleobase se selecciona de adenina, guanina,
timina {5-metil uracilo) y 5-metilcitosina.

“Resto de azlcar” significa un azlcar o sustitute de azlicar natural o modificado.
“Aztcar natural” significa un resto de ribofuranosa de ADN (2-H) 0 ARN (2'-OH).

“Azucar modificado” significa un resto de ribofuranosa que comprende al menos un sustituyente distinto del de
un azlcar natural. Modificaciones de este tipo incluyen, sin limitacién, la adicién de grupos sustituyentes, el
puenteo de atomos de anillo no germinales para formar un acido nucleico biciclico (BNA, por sus siglas en
inglés), el remplazo del atomo de oxigeno del anillo ribosilo por S, N(R) o C(R'){R)? (R=H, alquilo C+-C1z 0 un
grupo protector) y combinaciones de estos. En determinadas realizaciones, el aztcar se modifica en la posicidn
2' para incluir un sustituyente que no sea H u OH (“modificado en 2 o “sustituido en 2'). De manera alternativa,
la modificacién es en la posicidn 5' del aziicar. En determinadas realizaciones, el azlcar se modifica en la
posicién 2' y la posicién &' del azlcar.

Ejemplos de modificaciones de azidcares Utiles en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a
compuestos que comprenden un grupo sustitfuyente de azlcar seleccionado de: OH, F, O-alquile, S-alguilo, N-
alquilo u O-alquilo-O-alquile, en donde el alquilo, alquenilo y alquinile pueden ser alquilo C1 a C10 ¢ alguinilo
y alquenilo C2 a C10 sustituidos o no sustituidos. En determinadas realizaciones, sustituyentes de este tipo se
seleccionan de: un haluro (incluyendo, pero no limitade a F), alilo, amino, azido, tio, O-alilo, O-alquilo C4-Cqg, -
OCF3, O-(CH2)2-O-CHs, 2'-O(CH2)2SCHs, O-(CH2)o-O-N{Rm}{(Rn) u O-CHo-C(=O)}-N(R)(R+), en donde cada
uno de los Rn y Ry s, de manera independiente, H o alquilc C4-C1o sustituido o no sustituido. En particular, los
nucledsidos modificados adecuados para el uso en los métodos descritos en la primera y segunda
realizaciones son: 2'-metoxietoxi (‘MOE” 0 “2'-MOE” 0 “2'-OCH,CH,OCHy"), 2'-O-metilo (“2'-Ome” 0 2'-0-CHs)
o 2-flucro (2'-F).

En determinadas realizaciones, los nucleésidos modificados que tienen un grupo sustituyente en la posicion 2’
se seleccionan de: O[(CH2) 1OlnCHs, O(CH2}NH2, O{CH2)CHs, O({CH2) «ONHo, OCHC{=O)N{H)CH3 vy
O{CH2):ON[CH2),CHzs}o, en donde n y m son de manera independiente de 1 a aproximadamente 10. Otros
grupos sustituyentes de azucares en 2' incluyen: alquile Cq a Cqg, alquile, alquenilo, alguinilo, alcarilo, aralquilo,
O-alcarilo u O-aralquilo sustituidos, SH, SCHs, OCN, CI, Br, CN, CF3, OCF3, SOCHs3, SO2CHs, ONO3, NO2, Ns,
NHo, heterociclilo y aminoalquilamino.

En determinadas realizaciones, los nucledsidos modificados que tienen un grupo sustituyente en el dtomo de
oxigeno en la posicion &' se seleccionan de acetilo (Ac); benzoilo (Bz); bencilo (Bn); éter de p-metoxietoximetilo
{(MEM); dimetoxitritilo, [bis-(4-metoxifenil)fenilmetilo] (DMT); éter de metoximetilc (MOM);, metoxitritilo [(4-
metoxifenilydifeniimetilo, MMT), éter de p-metoxibencilo {(PMB); éter de metiltiometilo; pivaloilo (Piv);
tetrahidropiranilo (THP); tetrahidrofurane {THF); fritilo (trifenilmetilo, Tr), éter de sililo (incluyendo, pero no
limitado a trimetilsililo (TMS), terc.-butildimetilsiliio (TBDMS), tri-iso-propilsililoximetilo (TOM} y éteres de
triisopropilsililo (TIPS));, éteres de metilo, éteres de etoxietilo (EE) y 5'-O(a-metil-G-nitropiperoniloxicarboniio)
{(MeNPOC). En una realizacion particular, la posicién 5 'es -ODMT.

Ejemplos de nucledsidos que tienen restos de azlcares meodificados incluyen, sin limitacidon, nucleésidos que
comprenden grupos sustituyentes de 5'-vinilo, 8'-metilo, 8-ODMT, 4'-8, 2'-F, 2-OCH3 y 2-O(CH2);OCHs.

En determinadas realizaciones, los grupos sustituyentes de azlicares en 2' se encuentran en la posicion arabino

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 988 362 T3

(superior) o en la posicién ribo (inferior). En determinadas realizaciones de este tipo, una modificacién 2'-
arabino es 2'-F arabino (FANA). También pueden realizarse modificaciones similares en otras posiciones en el
azicar, particularmente en la posicién 3' del aztcar en un nucledtido 3' terminal o en los oligonucledtidos
enlazados en 2'-5'y en la posicion ' del nucledtido 5' terminal.

Tal como se usa en la presente, el término “alquilo” hace referencia a un resto hidrocarbure totalmente
saturado, ramificado ¢ no ramificado. Preferentemente, el alquile comprende 1 a 20 dtomos de carbono, més
preferentemente 1 a 16 dtomos de carbono, 1 a 10 &tomos de carbonoe, 1 a 6 &tomos de carbonc o 1 a 4 atomos
de carbono. En algunas realizaciones, un alquilo comprende de 6 a 20 atomos de carbono. Ejemplos
representativos de alquilo incluyen, pero no se limitan a metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, sec.-butilo,
iso-butilo, terc-butile, n-pentilo, isopentilo, neopentile, n-hexilo, 3-metilhexilo, 2 2-dimetilpentile, 2,3-
dimetilpentilo, n-heptilo, n-octilo, n-nonile o n-decilo.

“Alguenilo” hace referencia a un grupo hidrocarburo insaturade que puede ser lineal o ramificado y tiene al
menos un doble enlace carbono-carbono. Se pueden preferir grupos alquenilo con 2-6 dtomos de carbono. El
grupe alquenilo puede contener 1, 2 o 3 dobles enlaces carbono-carbone, o mas. Ejemplos de grupos alquenilo
incluyen etenilo, n-propenilo, isopropenilo, n-but-2-enilo, n-hex-3-enile y similares.

“Alguinilo” hace referencia a un grupo hidrocarburo insaturado que puede ser lineal o ramificado vy tiene al
menos un triple enlace carbono-carbono. Se pueden preferir grupos alquinilo con 2-6 dtomos de carbono. El
grupe alquinilo puede contener 1, 2 o 3 triples enlaces carbono-carbone, o méas. Ejemplos de grupos alquinilo
incluyen etinilo, n-propinilo, n-but-2-inilo, n-hex-3-inilo y similares.

El término "arilo” hace referencia a grupos hidrocarburo aromaticos, monociclicos, biciclicos o triciclicos que
tienen de 8 a 14 4tomos de carbono en la parte del anillo. En una realizacién, el términc “arilo” hace referencia
a grupos hidrocarburo aromaticos, monociclicos y biciclicos, que tienen de & a 10 atomos de carbono. Ejemplos
representativos de grupos arilo incluyen fenilo, naftilo, flucrenilo y antracenilo. El término “arilo” también hace
referencia a un grupo biciclico o triciclico en el que al menos un anillc es aromético y estd condensado a uno
o dos anillos hidrocarburec no aromaticos. Ejemploes no limitativos incluyen tetrahidronaftaleno, dihidronaftalenilo
e indanilo. Un “arilalquilo” es un grupo arilo enlazado a fravés de un enlazador alquileno al resto de la molécula.
Un “alcarilo” es un grupo alquilo enlazade a través de un enlazador arileno al resto de la molécula.

Tal como se usa en la presente, el término “heterociclilo” hace referencia a un sistema de anilio monociclico o
biciclico (p. ., sistemas de anillc puenteados o espire), saturado o insaturado, que tiene de 3 a 7 miembros
del anille o, en particular, 3 a 6 miembros del anillo 0 5 a 7 miembros del anilio, al menos uno de los cuales es
un heterodtomo y hasta 4 (p. ¢j.,, 1, 2, 3 0 4) de los cuales pueden ser hetercatomos, en donde los heteroatomos
se seleccionan de manera independiente de O, S ¥ N, y en donde C puede oxidarse (p. ej., C{(O)), N puede
oxidarse (p. ej., N(O)) o cuaternizarse y S puede oxidarse opcionalmente y convertirse en sulféxido y sulfona.
Anillos heterociclicos insaturades incluyen anillos hetercarilo. Tal como se usa en la presente, el término
“heteroariio” hace referencia a un sistema de anillo monociclico de 5 0 6 miembros aromatico, que tiene 1a 4
heteroatomos, seleccionados de manera independiente de O, Sy N, y en donde N puede oxidarse (p. €j., N(O))
o cuaternizarse, y S puede oxidarse opcionalmente y convertirse en sulfoxido y sulfona. En una realizacion, un
heterociclilc es un anillo monociclico saturado de 3 a 7 miembros o un anillo menociclico saturade de 3 a 6
miembros o un anille monociclice saturado de 5 a 7 miembros. En una realizacién, un heterociclilo es un anillo
monociclico de 3 a 7 miembros ¢ un anillo monociclico de 3 a 6 miembros o un anillo monociclicode a7
miembros. En otra realizacién, un heterociclilo es un anillo biciclico de 6 o 7 miembros. El grupo heterociclilo
puede presentar unién en un hetercatomo o un atomo de carbono.

“Nucledsido biciclico” o “BNA” significa un nuclebsido en donde el resto de aztcar del nucledsido comprende
un puente que conecta dos atomos de carbono del anillo de azlcar, formando con ello un resto de azucar
biciclico. Ejemplos de BNA incluyen, sin limitacidn, nucleédsidos que comprenden un puente entre los atomos
del anille ribosilo 4' y 2' (“nucledsido biciclico 4'-2"), por ejemplo, un anilic de furanosa gque comprende un
puente que conecta dos atomos de carbono del anillo de furanosa para conectar el atomo de carbono 2'y el
atomo de carbeno 4’ del anille de azlcar.

En determinadas realizaciones, el oligonucledtide diana incluye uno o mas nucleésidos de BNA, en donde el
puente comprende una de las formulas: 4'-B-D-(CH2)-O-2" (B-D-LNA);, 4'-(CH2)-S-2; 4'-a-L-(CH2)-0-2' (a-L-
LNA); 4'A(CH2)-0-2" (ENA), 4-C{CH2)»-0-2' (véase el documento PCT/US2008/068822), 4'-CH(CHas)-O-2'
(“cEt") y 4'-C- H{CHOCH3)-C-2' (véase la pat. de EE,UU, N° 7,399,845, expedida el 15 de julio. de 2008); 4'-
CHo-N{OCH3)-2' (véase el documento PCT/US2008/064591); 4'-CHx-O-N(CHsz)-2' (véase la Solicitud de
Patente de EE. UU. publicada US2004-0171570, publicada el 2 de sep. de 2004); 4'-CHx-N{R}-0O-2' {véase la
pat. de EE. UU. N° 7,427,672, expedida el 23 de sep. de 2008), 4-CHo-C{CH3)-2' y 4-CH,-C(=CHy)-2' (véase
el documento PCT/AUS2008/066154); y en donde R es, de manera independiente, H, alquilo C4-C42, 0 un grupo
protector. En determinadas realizaciones, la presente invencidn proporciona nucleésidos modificados gue
comprenden restos de azlcares modificados que no son restos de azlcares biciclicos.
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“‘Sustituto de azlcar’ hace referencia a una esfructura distinta de un anillo de ribofuranosa que tiene la
capacidad de sustituir el azticar de un nucledsido. Ejemplos de sustitutos de azdcares incluyen, pero no se
fimitan a anillos de 6 miembros, azticares en los que el oxigeno se remplaza, por ejemplo, por azufre o
nitrégeno, para formar, por ejemplo, morfolinos y azlicares gue contengan 4’-tio.

En determinadas realizaciones, el oligonucleétido diana separado mediante el método descrito en la primera o
segunda realizacién es un oligonucledtideo de fosforoticato con una secuencia de (de 5'a 3)

TCACTTTCATAATGCTGG (SEQ ID NO: 1),

en donde cada uno de los enlaces internucledsido del oligonucledtido es un enlace fosforotioato, cada uno de
los nucledsidos del oligonucledtido es un nucledside de 2-metoxietiic (MOE) y cada una de las citosinas es
una &'-metilcitosina. La SEQ 1D NG: 1 también se conoce como BlIB058 y se describe en los documentos
WQO2007/002390, WO2010/148249 y US8,980,853.

En determinadas realizaciones, el oligonucleétide diana separado mediante el método descrito en la primera o
segunda realizacion es un gapmero de MOE 5-10-5, que tiene una secuencia de (de 5'a 3')

CAGGATACATTTCTACAGCT (SEQ D NO: 2),

en donde cada uno de los nucledsidos 1-5 y 16-20 son nucledsidos modificados de 2'-O-metoxietilribosa, y
cada unc de los nucledsidos 8-15 son 2'-desoxinucledsidos, en donde los enlaces internucledsidos entre los
nucledsidos 2a 3,4 a5, 16 a 17 y 18 a 19 son enlaces fosfodiéster y los enlaces internucleésidos entre los
nucledsidos 182, 3a4,5a6,6a7,7a8,8a9,9%9a10,10a11, 11a12, 12a13,13a 14, 14a 15, 15a 16,
17 a 18 y 18 a 20 son enlaces fosforoticate, y en donde cada una de las citosinas es una 5-metilcitosina. La
SEQ ID NO: 2 se describe mediante la siguiente notacion quimica: mCes Aeo Ges Geo Aes Tds Ads mCds
Ads Tds Tds Tds mCds Tds Ads mCeo Aes Geo mCes Te; en donde,

A = una adenina,

mC = una 5'-metilcitosina

G = una guaning,

T = una timina,

e = un azlcar modificado de 2'-O-metoxietilribosa,
d = un azucar de 2'-desoxirribosa,

s = un enlace internucledsido fosforotioato y

¢ = un enlace internucledsido fosfodiéster.

La SEQ ID NO: 2 también se conoce como BIIBO67 o ISIS 666853 y se describe en el documento
W0O2015153800.

El adsorbente hidréfobo {es decir, “resina hidrdofoba’) es cualquier material al cual se une el oligonucledtido
diana de forma tal que pueda separarse de las impurezas relacionadas con el producto en el método descrito
en la primera y segunda realizaciones. Por ejemplo, el adsorbente hidréfobe incluye carbohidratos hidréfilos,
agarosa reticulada y materiales de copolimeros sintéticos. Seglin la presente invencién, el adsorbente
hidréfoho comprende fenilo, butilo o hexilo. Por ejemplo, HexiloB50C es un adsorbente hidréfobo adecuado.
Como se describe también en la presente, el adsorbente hidréfobo comprende butilo. Ademas, el adsorbente
hidréfobo estad empaquetado a una altura de lecho de al menos 15 cm, por ejemplo, al menos 20 cm, al menos
25 cm, o al menos 30 cm; o de aproximadamente 15 cm a aproximadamente 30 cm; de aproximadamente
15em a 20cm, de aproximadamente 20 a aproximadamente 25cm, o aproximadamente 25cm a
aproximadamente 30 cm.

La “capacidad de carga dinamica” se define como la cantidad de producto (p. ej., producto de oligonucleétido)
gue se unira a una resina de cromatografia en condiciones de flujo tipicas y se determina en condiciones de
flujo especificas y la concentracién de sal de carga, entre otros factores de carga conocidos por el experto en
fa técnica. Se caleula en funcién de la cantidad que puede cargarse antes de que se midan las concentraciones
de producto en el flujo continuo (a lo que se hace referencia como “punto de inflexién”). En particular, el material
a separar se aplica a la resina de manera fluida (en oposicién a la manera estatica de un modo por lotes) a un
caudal particular, por ejemplo, aproximadamente 100 a aproximadamente 250 crm/h y, en particular, 200 cm/h.
El experto en la técnica sabria como seleccionar la concentracidén de sal en funcidn de la solubilidad del
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producto en esa sal y el caudal en funcion del tamafio de las perlas, la altura del lecho y otras variables tales
como que no se supere la presién de entrada para alcanzar una relacion de carga dinamica particular.

Por ejemplo, si la capacidad de un adsorbente hidréfobe para la mezcla de oligonucledtidos es de 50 mg/mL
{dinamica), la aplicacién de 50 mg/mL de la mezcia seria a una capacidad de carga dindmica del 100 %. De
manera similar, para un adsorbente hidréfobo 50 mg/mL, la aplicacion de 25 mg/mL de la mezcla seria a una
capacidad de carga dinamica del 50 %. Para el método descrito en la primera realizacion, la capacidad de
carga dindmica es aproximadamente 32 % a aproximadamente 78 %, por ejemplo, aproximadamente 32 % a
aproximadamente 43 %, aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, aproximadamente 45% a
aproximadamente 55 %, aproximadamente 509% a aproximadamente 80 9%, aproximadamente 55% a
aproximadamente 65 %, aproximadamente 80 a aproximadamente 70 %, aproximadamente 65% a
aproximadamente 78 % o aproximadamente 32 % a aproximadamente 50 %, aproximadamente 40 a
aproximadamente 75 % o aproximadamente 50 % a aproximadamente 78 %. Para el método descrito en la
segunda realizacion, la capacidad de carga dinamica es aproximadamente 40 % a aproximadamente 100 %,
por ejemplo, aproximadamente 40 % a aproximadamente 50 %, aproximadamente 50 % a aproximadamente
80 %, aproximadamente 60 % a aproximadamente 70 %, aproeximadamente 70 % a aproximadamente 80 %,
aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 %, aproximadamente 90 a aproximadamente 100 %,
aproximadamente 40 % a aproximadamente 75 %, o aproximadamente 40 % a aproximadamente 60 % o
aproximadamente 40 % a aproximadamente 80 %. Para el método descrito en la primera y segunda
realizaciones, la capacidad de carga dindmica es aproximadamente 40 % a aproximadamente 78 %, por
ejemplo, aproximadamente 40 % a aproximadamente 45 %, aproximadamente 45 % a aproximadamente 50 %,
aproximadamente 50 % a aproximadamente 55 %, aproximadamente 55 % a aproximadamente 60 %,
aproximadamente 60 % a aproximadamente 65 %, aproximadamente 65 a aproximadamente 70 %,
aproximadamente 70 % a aproximadamente 75 %, o aproximadamente 40 % a aproximadamente 30 %,
aproximadamente 40 a aproximadamente 75 %, ¢ aproximadamente 50 % a aproximadamente 78 %.

En una tercera realizacién, el método es el descrito para la primera o segunda realizaciéon y la sal se afiade a
ta mezcla como una solucién salina acuosa o la sal se disuelve directamente en la mezcia. Como se describe
en la presente, la sal incluye cualquier cation de NH4*, K* o Na® y cualquier cation compuesto por F, [SO4]7,
[HPC4] #, acetato o CI o combinaciones de los mismos. Segln la presente invencidn, la sal es sulfato de
amonio.

En una cuarta realizacion, el método es el descrito para cualquiera de la primera, segunda o tercera
realizaciones, en donde el caudal de la etapa de lavado es menor que el caudal de carga. En particular, el
caudal de la etapa de carga es aproximadamente 150 cm/h a aproximadamente 250 cm/h y el caudal de la
etapa de lavado es de aproximadamente 50 cm/h a aproximadamente 150 cnmv/h, por ejemplo, el caudal de fa
etapa de carga es de aproximadamente 175 cm/h a aproximadamente 225 cm/h y el caudal de la etapa de
lavado es aproximadamente 75 cm/h a aproximadamente 125 crmvh. En particular, el caudal de la etapa de
carga es de aproximadamente 200 cm/h y el caudal de la etapa de lavado es de aproximadamente 100 cmvh.

En una quinta realizacidn, el métedo es el descrite para cualquiera de la primera, segunda, tercera o cuarta
realizaciones, la solucién de elucién se selecciona de agua, una solucidn salina acuosa, etilenglicol o
propilenglicol o mezclas de los mismos. En particular, fa sal incluye cualquier catidon de NHs", K" o Na" y
cualquier anién compuestc por F [804]? [HPO4] 2 acetato o CI o combinaciones de los mismos.
Especificamente, la sal es sulfato de amonio.

En una sexta realizacién, el método es el descrito para cualquiera de la primera, segunda, tercera, cuarta o
quinta realizaciones, en donde la recogida de elucién se retrasa de forma tal que no incluya el primer 2-25 %,
el primer 2-10 %, el primer 2-8 %, el primer 4-6 %, el primer 5-10 % o el primer 10-25 % del pico de elucién del
producto. En una realizacidn mas especifica, la recogida se retrasa de forma tal que no incluya el primer 5 %
del pico de elucidn del producto. En particular, el eluyente se recoge en fracciones y el tamafio de fraccion se
ajusta para separar el oligonucledtido diana de las impurezas relacionadas con el producto en fracciones
separadas. El tamafio de fraccidn puede ser determinado facilmente por &l experto en la técnica, dependiendo
en parte de la diferencia en el tiempo de elucidn entre el oligonucledtide y la impureza relacionada con el
producto, la cantidad de producto bruto que contiene el oligonucledtido diana y las impurezas relacionadas con
el producto a separar, etc.

Asimismo, en la sexta realizacidon, &l métodeo es el descrito para cualquiera de la primera, segunda, tercera,
cuarta o quinta realizaciones, en donde la recogida de elucién no incluye el primer y tltimo 2-25 % del pico de
elucidén del producto. Mas especificamente, la recogida de eiucién no incluye el primer y el Gitimo 2-10 %, el
primer y el Ultimo 2-8 %, el primer y el (itimo 4-8 %, el primer y el Gltimo 5-10 % o el primer y el Gltimo 10-25 %
del pico de elucion del producto. En otra realizacion especifica, la recogida de elucién no incluye el primery el
Gltimo 5 % del pico de elucién del producto.

En una realizacién, ia solucién de lavado se mantiene constante durante la etapa de lavado, lo cual se conoce
como modo de lavado isocratice. De manera alternativa, la solucidn de lavado se somete a variaciones durante
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la etapa de lavado, lo cual se conoce como modo de lavado en gradiente. En el lavado en gradiente, la solucion
de lavado puede variar de una polaridad o fuerza idnica alta a una polaridad o fuerza iénica baja. La disminucion
de la polaridad o fuerza idnica puede lograrse mediante la disminucion de la concentracion de sal de la solucidén
acuosa ¢ el aumento de la relacion de volumen del disolvente mas polar, p. ej., agua, u otros disolventes
polares, p. €j., etilen o propilenglicol con respecto a la solucidon con mayor contenido de sal. De manera
alternativa, la solucién de lavado puede variar de una polaridad baja o una resistencia idnica alta a una
polaridad alta o resistencia iénica baja. En otra alternativa, una etapa de lavado en gradiente puede ser seguida
por una etapa de lavado isocrético o viceversa.

En una realizacién, la solucién de elucién se mantiene constante durante la elucién, o cual se conoce como
modo de elucian isocratica. De manera alternativa, la solucidn de elucion se somete a variaciones durante la
etapa de lavado, lo cual se conoce como modo de elucién en gradiente. En la elucion en gradiente, la solucién
de elucién puede variar de una fuerza iénica alta o polaridad baja a una fuerza iénica baja o polaridad aita. El
aumento de la polaridad o la disminucién de la fuerza idnica puede lograrse mediante la disminucién de la
concentracién de sal de [a solucién acuosa o el aumento de la relacién de volumen del disolvente mas polar,
p. €}, agua, u otro disclvente polar, p. ¢j., etilen o propilenglicol con respecto a la solucidn con mayor contenido
de sal. De manera alternativa, la solucion de elucién puede variar de una polaridad baja o una resisiencia idnica
alta a una polaridad alta o resistencia i6nica baja. En otra alternativa, una elucién en gradiente puede ser
seguida por una elucidn isocratica, ¢ viceversa.

En una realizacion, el método de la presente invencién que se describe en la presente también puede eliminar
EEl y/fo LEL En ofra realizacién, el método de la presente invencién que se describe en la presenie puede
eliminar al menos una impureza relacionada con el producto seleccionada de una impureza de tipo shortmer,
una impureza N+1, una impureza ABasica, una impureza CNEt y una impureza P=C. En otra realizacién, el
método de la presente invencién que se describe en la presente puede eliminar una impureza N-1, una
impureza P=0 y al menos una impureza relacionada con el producto seleccionada de entre una impureza de
tipo shortmer que no sea la impureza N-1, una impureza N+1, una impureza ABaésica y una impureza CNEL
En ofra realizacion, el método de la presente invencién que se describe en la presente puede eliminar una
impureza N-1, una impureza P=0, una impureza de tipo shortmer que no sea la impureza N-1, una impureza
N+1, una impureza ABésica y una impureza CNEL

“Separar un oligonucledtido diana de una mezcla que contiene el coligonucleétido diana y una impureza
relacionada con el producto” o “eliminar una impureza relacionada con el producto” significa eliminar al menos
15 %, por ejemplo, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 % 0 60 %, de una o0 mas de las impurezas
relacionadas con el producto que se describen en la presente, por ejemplo, la impureza N-1, la impureza P=0,
la impureza ABasica, la impureza CNEt o la impureza N+1 de la mezcia.

Ejemplificacion

Ejemplo 1: Eliminacion de la impureza N-1 o P=0O

Materiales:

Columna: 6,84 mL fenil sefarosa de flujo rapido, sublimacién alta

Altura de lecho: 20 cm

Tampén de dilucidn del producto: sulfato de amoenio 850 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Tampén de equilibrio: sulfato de amonio 800 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Carga de producto bruto: sulfatc de amonio 765 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Tampén de lavado: sulfato de amonio 440 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Tampén de elucion: sulfato de amonic 40 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Arrastre: agua desionizada

Limpieza en sitio: hidréxido de sodio 1 N

Almacenamiento: hidroxido de sodio 0,1 N

Monitor UV: 295 nm

Método:
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- Preparacion de la muestra: La muestra (SEQ ID NO: 2) se diluyd 10 veces con tampdn de dilucidn (la
conceniracién de sulfato de amonic final es 765 mi)

- Método de ciclos: La columna se equilibrd con 4 volimenes de columna (CVs, por sus siglas en inglés) de
sulfato de amonic 800 mM, tris 50 mM, pH 8,5, a 200 crmvh. La muestra se cargé a una velocidad de 200 em/h
con tres capacidades de carga dindmica diferentes:

Para la tanda 1. carga con una capacidad de carga dindmica de 8,8 %.
Para la tanda 2: carga con una capacidad de carga dinamica de 47 %.
Para la tanda 3. carga con una capacidad de carga dinamica de 100 %.

La columna se lavé con 7 CVs de sulfato de amonio 440 mM, tris 50 mM, pH 8,5, a 100 em/h. La columna se
eluyé con 6 CVs de sulfato de amenio 40 mM, tris 50 mM, pH 8,5 a 200 em/h. La columna se arrastré con
2 CVs de agua desionizada a 200 crivh. La columna se limpid con 3 CVs de hidréxido de sodic 1 N a 200 emv/h
y se almacend en 3 CVs de hidréxido de sodio 0,1 N a 200 crmvh.

Resulftados:

l.a cantidad relativa de eliminacién de impurezas N-1y P=0 se proporcicnara a continuacién en las Tablas 1y
2, respectivamente.

Tabla 1- Eliminacién de la impureza N-1
impureza | % de | Cantidad en Producto | Cantidad en Producto | Cantidad en
Concentracién | Eluido de HCl a una | Eluido de HCI a una | Producto Eluido de
carga baja (4 mg/ml) | carga media (21 | HCl a una carga alta
en Bruto Inicial | tanda 1 mg/mL.) tanda 2

{45 mg/mL) tanda 3

N-1 3,2 3,2 2,6 4.4

Tabla 2- Eliminacién de la impureza P=0

impureza | % de | Cantidad en Producto Eluido de HCI | Cantidad en Producto Eluido de HCI
Concentracion a una carga baja (4 mg/mb) tanda 1 | a una carga media (21 mg/mL) tanda
2

en Bruto Inicial

P=0 2,6 3,9 2,1

En funcién de los resultados descritos en las Tablas 1 y 2, es necesario e usc de la capacidad de carga
dinamica adecuada para eliminar las impurezas N-1y P=0.

Ejemplo 2: Relacién entre la Capacidad de Carga Dindmica y la eliminacién de impurezas P=0

l.a evaluacién del efecto de la capacidad de carga dinamica sobre la eliminacién de la impureza relacionada
con el producto P=0 se completd utilizando el software Design of Experiment (DesignExpert ™v0). El tipo de
disefio estadistico fue un material compuesto central. E! tipo de estudio fue de superficie de respuesta. Se
realizaron 50 tandas con una columna de fenil sefarosa con una altura de lecho de 20 cm y una capacidad de
unién dindmica de 45 mg/mbL. El tampén de lavado fue sulfatc de amonic 440 mM y el tampdn de elucion fue
sulfato de amonio 40 mM. Se utilizaron siete y seis voiimenes de columna de tampédn de lavado y de elucion,
respectivamente. La SEQ ID NO: 2 se utilizé como el oligonucledtido, utilizande las mismas condicicnes que
se describieron anteriormente en el Ejemplo 1.

Los resultados del anélisis demuestran que para la impureza P=0 existe una mejora en la eliminacién de la
impureza P=0 con una capacidad de carga de 42 %-100 % (es decir, 19 mg/mL-45 mg/mL en el diagrama de
fa FIG. 1).

Ejemplo 3: Relacién entre la Capacidad de Carga Dindmica y la eliminacién de impurezas N-1

La evaluacién del efecto de la capacidad de carga dinamica sobre la eliminacién de la impureza relacionada
con el producto N-1 se muestra en la FIG. 2. Se representan cinco tandas en la FIG. 2 que corresponden a una
capacidad de carga de 9, 24, 47, 69 y 100 % de 45 mg/mL de un adsorbente hidrofobo. El porcentaje de
reduccién de N-1 se calculé a partir de las concentraciones de N-1 iniciales en el producto brutc. El analisis
concluyd que la relacibén de carga es el dnico factor significative en la reduccién de N-1. Por lo tanto, ofras
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variables son insignificantes para la reduccién de N-1 segln el anélisis estadistico.
Materiales:

Columna: 6,84 mL fenil sefarosa de flujo rapido, sublimacién alta (Ge Healthcare Life Sciences, P/C: 17-0973-
05)

Altura de lecho: 20 cm

Tampén de dilucidn del producto: sulifate de amoenio 850 mM, tris 50 mM, pH 8,5
Tampén de equilibrio: sulfato de amonio 800 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Carga de producto bruto: sulfatc de amonio 765 mM, tris 50 mM, pH 8,5

Tampén de lavado: sulfato de amonio 440 mM, Tris 50 mM, pH 8,5 sulfato de amonio 400 mM, Tris 50 mM, pH
8,5

Tampédn de elucidn: suifato de amonio 40 mM, Tris 50 mM, pH 8,5 sulfato de amonic 10 mM, Tris 50 mM, pH
8,5

Arrastre: agua desionizada

Limpieza en sitio: hidréxido de sodio 1 N
Almacenamiento: hidroxido de sodio 0,1 N
Meonitor UV: 295 nm

Método:

- Preparacion de la muestra: La muestra (SEQ ID NO: 2) se diluyé 10 veces con solucién tampén de dilucidn
{concentracién de sulfato de amonioc final de 765 mM).

- Método de ciclos: La columna se equilibrd con 4 volimenes de columna (CVs) de sulfato de amonic 800 mM,
tris 50 mM, pH 8,5, a 200 ecm/h. La muestra se cargé a una velocidad de 200 cm/h a cinco relaciones de carga
diferentes

que se observan en la Tabla 3.

Tabla 3- Variables de DoE para la reduccién de N-1 en funcién de la cantidad de tandas de carga

Cantidad Tampén de lavade (mM | Lavado | Tampdn de lavado (mM Suifato | Elucidn
Sulfato de Amonio, Tris 50 de Amonio, Tris 50 mM, pH 8,5)

Cargada mM, pH 8,5) CcV CV

(%)

8 440 7 40 8

24 400 10 10 10

47 440 7 40 8

69 400 4 10 2

100 440 7 40 8

La columna se tavd a 100 cnmvh con el tampdn de lavado y los CVs especificados en la Tabla 3. La columna se
eluyd a 200 cm/h con el tampén de elucidn y los CVs especificados en la Tabla 3. La columna se arrastré con
2 CVs de agua desionizada a 200 cnvh. La columna se limpié con 3 CVs de hidroxido de sodic 1 N a 200 emv/h
y se almacend en 3 CVs de hidrdxido de sodio 0,1 N a 200 cnvh.

Tal como se muestra en fa FIG. 2, hay una mejora en la eliminacion de la impureza N-1 con una capacidad de
carga de 40 % a 78 %.

Ejemplo 4. Eliminacidn de la impureza ABé&sica, CNEL o N+1
Materiales:

Columna: 81 mL empaquetada con fenil sefarosa de flujo répido, sublimacidn alta
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Altura del Lecho: 16 cm; Diametro del Lecho: 2,6 cm

Tampén de Dilucion del Producto: sulfato de amonio 575 mM, tris 50 mM, pH 8,5
Tampén de equilibrio: sulfato de amonio 500 mM, tris 50 mM, pH 8,5
Carga de producto bruto: sulfato de amonio 500 mM, tris 50 mM, pH 8,5
Tampén de favado: sulfato de amonio 250 mM, tris 50 mM, pH 8,5
Tampén de elucion: sulfato de amonic 10 mM, tris 50 mM, pH 8,5
Arrastre: agua

Limpieza en sitio: hidréxido de sodio 1 N

Almacenamiento: hidréxide de sodio 0,1 N

Monitor UV: 295 nm

Método:

-Preparacion de la muestra: La muestra bruta (SEQ ID NO: 1) se diluyd 7,7 veces con tampén de dilucién del
producto {la concentracién de suifato de amonio final es 500 mM).

-Método de columna de cromatografia: La columna se equilibrd con 5 volimenes de columna (CVs) de sulfato
de amonio 500 mM, tris 50 mM, pH 8,5, a 150 cm/h. La muestra bruta diluida se cargé a un caudal de 150 cm/h
a una capacidad de carga dindmica de 47 % (26,5 mg de producto/mL de resina).

l.a columna se lavé con 7 CVs de sulfato de amonic 250 mM, tris 50 mM, pH 8,5 a 75 cm/h. La columna se
eluyé con 9 CVs de sulfato de amonic 10 mM, tris 50 mM, pH 8,5 a 150 cim/h y se recogid el pico. La columna
se arrastré con 3 CVs de agua desionizada a 150 cmv/h. La columna se limpié con 3 CVs de hidrdxido de sodio
1 N a 150 crm/h y se almacend en 3 CVs de hidrdxido de sodio 0,1 N a 150 cm/h.

Resulftados:

La cantidad relativa de eliminacién de impurezas ABésicas, CNEt y N+1 con respecto a la cantidad en el
producto bruto se proporcionard a continuacion en las Tablas 4, 5 y 8, respectivamente.

Tabla 4- Eliminacién de la impureza ABé&sica
impureza % de Concentracioén en Bruto inicial % en Producto Eluido de HCI

ABasica 0,34 0,18

Tabla 5- Eliminacién de la impureza CNet
impureza % de Concentracion en Bruto Inicial % en Producto Eluido de HCI

N+1 0,31 0,20

Tabla 6- Eliminacién de la impureza N+1
impureza % de Concentracién en Bruto Inicial % en Producto Eluido de HCI

N+1 1,25 0,20

En funcién de los resultados descritos en las Tablas 4, 5 y 6, la carga de Ia columna de HIC en el centro de su
capacidad de carga dinamica permite la eliminacion de las impurezas ABasicas, CNEt y N+ 1.

12
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REIVINDICACIONES

1. Un método para separar un oligonucledtido diana de una mezcla que contiene el oligonucleétido diana y una
impureza relacionada con el producto, comprendiendo el método las etapas de:

a) aftadir sal a la mezcla, en donde la sal es sulfato de amonio;

b) poner en contacto la mezcla diluida con un adsorbente hidrdfobo a una capacidad de carga dindmica de
aproximadamente 32 a aproximadamente 78 % de la capacidad del adsorbente hidrofobo, en donde el
adsorbente hidréfobo comprende fenilo o hexilo,

¢) lavar el adsorbente hidréfobo con una solucién salina acuosa;

d) eluir el oligonucledtido diana con una solucién de elucién; y

e) recoger el eluyente que comprende el oligonucledtido diana;

en donde la impureza relacionada con el producto incluye al menos una impureza N-1, separando con elio el
oligonucledtido diana de la impureza relacionada con el producto.

2. Un método para separar un oligonuciedtido diana de una mezcla que contiene el oligonuclediido tiolado
diana y una impureza relacionada con el producto, comprendiende el método las etapas de:

a) afadir sal a la mezcla, en donde la sal es sulfato de amonio;

b) poner en contacto la mezcla diluida con un adsorbente hidrdfobo a una capacidad de carga dindmica de
aproximadamente 40 a aproximadamente 100 % de la capacidad del adsorbente hidréfebo, en donde el
adsorbente hidréfobo comprende fenilo o hexilo,

¢) lavar el adsorbente hidréfobo con una solucién salina acuosa;
d) eluir el oligonucledtido diana con una solucién de elucién; y
e) recoger el eluyente que comprende el oligonucledtido diana;

en donde la impureza relacionada con el producto incluye al menos una impureza P=0, separando con elio el
oligonucledtido diana de la impureza relacionada con el producto.

3. Bl métedo de [a reivindicacién 1 0 2, en donde la sal se aflade a la mezcla come una sclucion salina acuosa
o la sal se disuelve directamente en fa mezcla y en donde el caudal de la etapa de lavado s menor que &l
caudal de carga.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la solucién de elucién se selecciona
de agua, una seclucidn salina acuosa, etilenglicol o propilenglicol 0 mezclas de los mismos.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la recogida de la elucién se retrasa
de forma tal que no incluya el primer 1-25 %, 10-25 % o0 5-10 % del pico de elucién del producto o el dlitimo 1-
25 %, 5-10 % o 10-25 % del pico de elucidon del producto.

€. El método de cualquiera de ias reivindicaciones anteriores, en donde el adsorbente hidréfobo se empaqueta
a una altura de lecho de al menos 15 cm.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonucledtido diana comprende
15 a 25 nucledtidos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonucledtido diana comprende
nucleobases seleccionadas independientemente del grupo que consiste en adenina, guanina, timina {5-metil
uracilo), citosina, hipoxantina, xantina, 7-metil guanina, 5,6-dihidrouracilo, 5-mefilcitosina, 7-deaza purina y 5-
hidroximetilcitosina, opcionalmente en donde las nucleobases se seleccionan del grupo que consiste en
adenina, guanina, timina (5-metil uracilo) y 5-metilcitosina.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonucledtido diana comprende
azlcar gue esta sustituido en la posicién 2 ‘con Of(CH>)nOJmCH3, O(CH2)nNH,, O(CH2jnCHz, O(CH2)nONHy,
OCHC(=ON(H)CHs ¥y O(CHz),ON[CH2),CHz]z, en donde n y m son independientemente de 1 a
aproximadamente 10, opcionalmente en donde el azlicar esta sustituido en 2 con O(CH2),OCHs.
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10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonucledtido diana
comprende solamente ARN, solamente ADN, o una combinacién de ARN y ADN, opcionaimente en donde el
oligonuciedtido diana es un gapmero.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonucledtide diana incluye
fosfodiésteres (P=0), fosforotioatos (P=8), o una combinacién de los mismos.

12. Ei método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la secuencia del oligonucledtido
diana es (SEQ ID NO: 1) o (SEQ ID NO: 2.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el oligonuciedtido diana
comprende 4,4'-dimetoxitritilto (DMT).

14. Ei método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la capacidad de carga dinamica
es aproximadamente 40 a aproximadamente 75 % de la capacidad de carga del adsorbente hidréfobo y en
donde la impureza relacionada con el producto incluye al menos una impureza N-1 y al menos una impureza
P=0.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la impureza relacionada con el

producto incluye, ademas, al menos una impureza ABésica, al menos una impureza CNEt o al menos una
impureza N+1.
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