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PROCESOS PARA PREPARAR OLIGOMEROS DE MORFOLINO

FOSFORODIAMIDATO

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el Dbeneficio de 1la
solicitud de patente provisional de los Estados Unidos no.
62/340,953, presentada el 24 de mayo de 2016; y la solicitud
de patente provisional de Estados Unidos no. 62/357,134,
presentada el 30 de Jjunio de 2016, y los contenidos completos
de cada uno de los cuales se incorporan en la presente como

referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La tecnologia antisentido proporciona un medio para
modular la expresidén de uno o més productos génicos especificos,
incluyendo productos de empalme alternativos y es uUnicamente
itil en un numero de aplicaciones terapéuticas, de diagndstico
y de investigacién. E1l principio detrds de la tecnologia
antisentido es que un compuesto antisentido, por ejemplo, un
oligonucleétido, el cual se hibrida a un &acido nucleico
objetivo, modula las actividades de expresidén génica tal como
transcripcidén, empalme o traduccidén a través de cualgquiera de
un numero de mecanismos antisentido. La especificidad de
secuencia de los compuestos antisentido los hace atractivos

como herramientas para la validacién objetivo %
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funcionalizacidédn génica, asi como terapéuticos para modular
selectivamente la expresidédn de genes implicados en la
enfermedad.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es causada
por un defecto en la expresidén de la proteina distrofina. E1
gen que codifica la proteina contiene 79 exones extendidos
sobre mas de 2 millones de nucledétidos de ADN. Cualquier
mutacidén exdnica que cambia el marco de lectura del exdn, o
introduce un coddébn de detencidn, o se caracterizada por la
remocidédn de un exdén o exones completos fuera de marco, o©
duplicaciones de uno o méds exones, tiene el potencial de
interrumpir la produccidén de distrofina funcional, resultando
en DMD.

Los recientes ensayos c¢linicos que analizan la
seguridad y eficacia de oligonucledétidos de modulacidédn de
empalme (SSO) para el tratamiento de DMD se basan en la
tecnologia de SSO para inducir el empalme alternativo de pre-
mARN por 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
farmacoldégicas disponibles para el tratamiento de DMD son
limitadas.

Eteplirsen es un oligdbébmero de morfolino
fosforodiamidato (PMO) disefiado para saltar el exén 51 del gen

de distrofina humana en pacientes con DMD que son susceptibles
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al salto de exén 51 para restaurar el marco de lectura vy
producir una forma funcional més corta de la proteina
distrofina. Sarepta Therapeutics, Inc., presentd una Solicitud
de Nuevo Farmaco (NDA) a la Administracidén de Alimentos vy
Fadrmacos de Estados Unidos (FDA) que busca la aprobacidn para
el tratamiento de DMD en pacientes susceptibles al salto de
exdn 51. La NDA de Sarepta actualmente estd bajo revisidn por
la FDA.

Aunque se ha realizado un progreso significativo en
el campo de la tecnologia antisentido, permanece una necesidad
en la técnica de métodos para preparar oligbébmeros de morfolino
fosforodiamidato con rendimiento antisentido o antigen

mejorado.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan procesos para preparar
oligbmeros de morfolino fosforodiamidato (PMO). Los procesos
sintéticos descritos en la presente permiten una sintesis de
PMO aumentada mientras se mantiene el rendimiento y pureza
general de un PMO sintetizado.

Por consiguiente, en un aspecto, en la presente se
proporciona un proceso para preparar un compuesto oligomérico

de Férmula (A):
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En ciertas modalidades, en la presente se proporciona

un proceso para preparar un compuesto oligomérico de Fbérmula

(E) :
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En todavia otra modalidad, el compuesto oligomérico

de la descripcién incluyendo, por ejemplo, algunas modalidades

de un compuesto oligomérico de Foérmula

(E), es un compuesto
25 oligomérico de Foérmula

(XITI):
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Por claridad, las férmulas estructurales incluyendo,
por ejemplo, el compuesto oligomérico de Férmula (E) vy
Eteplirsen representado por la Férmula (XII), son una formula
estructural continua desde 5’ a 3’, y, por conveniencia de la
representacién de la fédrmula completa en una forma compacta en
las férmulas estructurales anteriores, los Solicitantes han
incluido wvarias roturas de ilustracién marcadas “ROTURA A",
“ROTURA B”, “ROTURA C” y “ROTURA D”. Como se entenderia por el
experto, por ejemplo, cada indicacidén de “ROTURA A” muestra una
continuacién de la ilustracidén de la fdérmula estructural en
esos puntos. El experto entiende que los mismo es cierto para

cada cado de Y“YROTURA B”, “ROTURA C”, vy “ROTURA D” en las
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férmulas estructurales anteriores incluyendo Eteplirsen. Sin
embargo, ninguna de las roturas de la ilustracidn estd destinada
a 1indicar, ni el experto entenderia que significa, wuna
interrupcidén real de las férmulas estructurales anteriores

incluyendo Eteplirsen.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 muestra un cromatograma de cromatografia
liquida de alta resolucidén (HPLC) analitica representativa de
una sustancia farmacoldgica cruda Eteplirsen sintetizada vy
desprotegida (AVI-4658) (ver Ejemplo 4).

La Fig. 2 muestra un cromatograma de HPLC analitica
representativa de wuna solucién de sustancia farmacoldgica
Eteplirsen purificada (ver Ejemplo 5).

La Fig. 3 muestra un cromatograma de HPLC analitica
representativa de una sustancia farmacoldgica Eteplirsen

desalada y liofilizada (ver Ejemplo 5).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan procesos para preparar
un oligémero de morfolino. El oligémero de morfolino descrito
en la presente exhibe una afinidad més fuerte para ADN y ARN
sin comprometer la selectividad de secuencia, con respecto a
los oligonucledétidos nativos o no modificados.

En algunas modalidades, el oligbmero de morfolino de



10

15

20

25

la descripcidén minimiza o previene la escisidn por RNasa H. En
algunas modalidades, el oligbmero de morfolino de 1la
descripcidn no activa RNasa H.

Los procesos descritos en la presente son ventajosos
en un proceso de escala industrial y se pueden aplicar para
preparar cantidades de un oligbmero de morfolino a alta escala
y rendimiento (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).

Definiciones

A continuacién se listan las definiciones de varios
términos usados ©para describir esta descripciédn. Estas
definiciones se aplican a los términos como se usan en toda
esta especificacidén y reivindicaciones, a menos que se limite
de otro modo en los casos especificos, ya sea individualmente
o como parte de un grupo mas grande.

“Protegido «con Dbase” o ‘“proteccidén de Dbase” se
refiere a la proteccidén de los grupos de apareamiento de bases,
por ejemplo bases de purina o pirimidina, en las subunidades
de morfolino con grupos protectores adecuados para prevenir la
reaccién o interferencia de los grupos de apareamiento de bases
durante la sintesis de oligbmero por etapas. (Un ejemplo de una

subunidad de morfolino protegida con base es el Compuesto (C)
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de subunidad C activada que tiene un grupo protector CBZ en el
grupo amino de citosina representado a continuacidn).

Un “grupo fosforamidato activado” tipicamente es un
grupo clorofosforamidato, que tiene sustitucidén en el nitrdgeno
el cual se desea en el enlace de fosforodiamidato eventual en
el oligébmero. Un ejemplo es (dimetilamino)clorofosforamidato,
es decir -0-P(=0) (NMe2)Cl1.

El término “unido al soporte” se refiere a una entidad
quimica que se enlaza covalentemente a un medio de soporte.

El término “medio de soporte” se refiere a cualquier
material incluyendo, por ejemplo, cualquier particula, perla o
superficie, en el cual un oligbmero se puede unir o sintetizar,
o se puede modificar para la unidén o sintesis de un oligdmero.
Los sustratos representativos incluyen, pero no se limitan a,
soportes inorgédnicos y soportes orgadnicos tales como vidrio y
vidrio modificado o funcionalizado, pléasticos (incluyendo
acrilicos, poliestireno y copolimeros de estireno y otros
materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno,
poliuretanos, TEFLON, etc.), polisacéaridos, nildén 0
nitrocelulosa, cerédmica, resinas, silice o materiales a base
de silice incluyendo silicio y silicio modificado, carbédn,
metales, vidrios inorgéanicos, plasticos, haces de fibras
6pticas y una variedad de otros polimeros. El medio de soporte
particularmente UGtil vy superficies sélidas para algunas

modalidades se ubican dentro de un aparato de celda de flujo.
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En algunas modalidades de los procesos descritos en la presente,

o°

el medio de soporte comprende poliestireno con 1 de
divinilbenceno reticulado.

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

Algunos medios de soporte representativos gque 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 con oxalilo (ver, por ejemplo,
Alul, et al., Nucleic Acids Research 1991, 19, 1527); particulas
que contienen silice, tales como perlas de vidrio poroso y gel
de silice tal como aquel formado por la reaccidén de tricloro-
[3-(4-clorometil) fenil]propilsilani y perlas de wvidrio poroso
(ver Parr and Grohmann, Angew. Chem. Internal. Ed. 1972, 11,
314, wvendido bajo la marca comercial Y“PORASIL E” por aguas
Associates, Framingham, Mass., EUA); a mono éster de 1,4-
dihidroximetilbenceno y silice (ver Bayer and Jung, Tetrahedron
Lett., 1970, 4503, vendido bajo la marca comercial “BIOPAK” por
aguas Associates); TENTAGEL (ver, por ejemplo, Wright, et al.,

Tetrahedron Letters 1993, 34, 3373); matriz en perla de
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copolimero de estireno/divinilbenceno reticulado, o POROS, un
copolimero de poliestireno/divinilbenceno (disponible de
Perceptive Biosystems); medio de soporte soluble tal como
polietilenglicol PEG (ver Bonora et al., Organic Process
Research & Development, 2000, 4, 225-231); soporte de PEPS, el
cual es una pelicula de polietileno (PE) con injertos de
poliestireno (PS) de cadena larga colgante (ver Berg, et al., J.
Am. Chem. Soc., 1989, 111, 8024 vy Solicitud de Patente
Internacional WO 1990/02749); copolimeros de dimetilacrilamida
reticulada con N,N'-bisacriloiletilendiamina, incluyendo una
cantidad conocida de N-tercbutoxicarbonil-beta-alanil-N'-
acriloilhexametilendiamina (ver Atherton, et al., J. Am. Chemn.
Soc., 1975, 97, 6584, Bioorg. Chem. 1979, 8, 351, y J. C. S.
Perkin I 538 (1981)); particulas de vidrio revestidas con un
polimero de estireno reticulado hidrofébico (ver Scott, et
al., J. Chrom. Sci., 1971, 9, 577); polimero de etileno
fluorado sobre el cual se ha injertado poliestireno (ver Kent
and Merrifield, Israel J. Chem. 1978, 17, 243 y van Rietschoten
en Peptides 1974, Y. Wolman, Ed., Wiley and Sons, New York,
1975, pp. 113-116); membranas de polipropileno revestidas con
hidroxipropilacrilato (Daniels, et al., Tetrahedron Lett.1989,
4345); Dbarras de polietileno injertado con 4&cido acrilico
(Geysen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81, 3998);
una “bolsa de te” que contiene perlas de polimero

tradicionalmente usadas (Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci.
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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).

El término “agente de desbloqueo” se refiere a una
composicidén (por ejemplo, una solucidn) que comprende un acido
quimico o combinacidén de Aacidos quimicos para remover Jgrupos
protectores. Los &acidos guimicos ejemplares usados en agentes
de desbloqueo incluyen &cidos halogenados, por ejemplo, acido
cloroacético, &cido dicloroacético, &acido tricloroacético,
acido fluoroacético, acido difluoroacético % acido
trifluoroacético. En algunas modalidades, un agente de
desbloqueo remueve uno o mas grupos tritilo de, por ejemplo,
un oligbmero, un oligbémero unido al soporte, una subunidad
unida al soporte, u otra porcién de nitrdbgeno u oxigeno
protegido.

Los términos “haldgeno” y “halo” se refieren a un
adtomo seleccionado del grupo que consiste de fluoro, cloro,
bromo y yodo.

El término “agente de terminacién de cadena” se
refiere a una composicidén (por ejemplo, una solucidn) que
comprende un anhidrido &acido (por ejemplo, anhidrido benzoico,
anhidrido acético, anhidrido fenoxiacético y similares) util

para bloquear un sitio reactivo de, por ejemplo, un medio de
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soporte que forma un enlace guimico con una subunidad entrante
u otro grupo activado.

El término “agente de escisidén” se refiere a una
composicidén (por ejemplo, una solucidén liquida o mezcla
gaseosa) que comprende una base quimica (por ejemplo, amoniaco
o 1,8-diazabicicloundec-7-eno) o una combinacidén de Dbases
quimicas Utiles para la escisidén, por ejemplo, un oligdbmero
unido al soporte de un medio de soporte.

El término “agente de desproteccidn” se refiere a una
composicidén (por ejemplo, una solucidén 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 uUtiles para remover grupos
protectores. Por ejemplo, un agente de desproteccidn, en
algunas modalidades, puede remover la proteccidédn de base de,
por ejemplo, una subunidad de morfolino, subunidades de
morfolino de un oligémero de morfolino, o versiones unidas al
soporte de los mismos.

El término “solvente” se refiere a un componente de
una solucidén o mezcla en la cual se disuelve un soluto. Los
solventes pueden ser inorgdnicos u organicos (por ejemplo,
dcido acético, acetona, acetonitrilo, acetil acetona, 2-
aminoetanol, anilina, anisol, benceno, benzonitrilo, alcohol
bencilico, l-butanol, 2-butanol, i-butanol, 2-butanone, alcohol

t-butilico, disulfuro de carbono, tetracloruro de carbono,
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clorobenceno, cloroformo, ciclohexano, ciclohexanol,
ciclohexanona, di-n-butilftalato, 1,1-dicloroetano, 1,2-
dicloroetano, dietilamina, dietilenglicol, diglima,

dimetoxietano (glima), N,N-dimetilanilina, dimetilformamida,
dimetilftalato, dimetilsulfdéxido, dioxano, etanol, éter,
acetato de etilo, acetoacetato de etilo, benzoato de etilo,
etilenglicol, glicerina, heptano, l1-heptanol, hexano, 1-
hexanol, metanol, acetato de metilo, metil t-butil éter,
cloruro de metileno, l-octanol, pentano, l-pentanol, 2-
pentanol, 3-pentanol, 2-pentanona, 3-pentanona, l-propanol, 2-
propanol, piridina, tetrahidrofurano, tolueno, agua, p-xileno).

Las frases “oligbémero de morfolino” y “oligdbmero de
morfolino fosforodiamidato” o “PMO” se refiere a un oligdmero
que tiene subunidades de morfolino enlazadas juntas por enlaces
de fosforodiamidato, uniendo el nitrbégeno de morfolino de una
subunidad al carbono 5’-exociclico de una subunidad adyacente.
Cada subunidad de morfolino comprende una porcién de
apareamiento de nucleobase efectiva para unirse, por unidén de
hidrébgeno especifica a nucleobase, a una nucleobase en un
objetivo.

El término “cola de EG3” se refiere a porciones de
trietilenglicol conjugadas al oligémero, por ejemplo, en su
extremo 3’ o 5’. Por ejemplo, en algunas modalidades, la “cola
de EG3” conjugada al extremo 3’ de un oligbébmero puede ser de

la estructura:
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031()

Los términos “alrededor de” o ‘“aproximadamente”
generalmente se entienden por las personas reconocibles en el
drea objeto relevante, pero en ciertas circunstancias pueden
significar dentro de #10%, o dentro de 5%, de un valor o rango

dado.

Procesos para Preparar Oligbmeros de Morfolino

La sintesis generalmente se prepara, como se describe
en la presente, en un medio de soporte. En general, un primer
sintén (por ejemplo un mondmero, tal como una subunidad de
morfolino) primero se une a un medio de soporte y el oligdbmero
luego se sintetiza acoplando secuencialmente subunidades al
sintdédn unido al soporte. Este alargamiento iterativo finalmente
resulta en un compuesto oligomérico final. Los medios de soporte
adecuados pueden ser solubles o insolubles o pueden poseer
solubilidad wvariable en diferentes solventes para permitir el
crecimiento de polimero unido al soporte ya sea dentro o fuera
de solucidén como se desee.

Los medios de soporte tradicionales son en su mayoria
insolubles vy rutinariamente se colocan en recipientes de

reaccidén mientras los reactivos y solventes reaccionan vy/o
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lavan la cadena de crecimiento hasta que el oligbmero ha
alcanzado la longitud de objetivo, después de lo cual se escinde
del soporte y, si es necesario, se elabora adicionalmente para
producir el compuesto polimérico final. Los procedimientos mas
recientes han introducido soportes solubles que incluyen
soportes de polimero solubles para permitir la precipitacidén y
disolucidén del producto iterativamente sintetizado en puntos
deseados en el sintesis (Gravert et al., Chem. Rev., 1997,
97,489-510) .

En la presente se proporcionan procesos para preparar
oligbmeros de morfolino.

Por 1lo tanto, en un aspecto, en la presente se

proporciona a proceso para preparar un compuesto de Férmula

(ITI) :
@)
O,N
@)
Oéi\NH

(II);
en donde R! es un medio de soporte;
en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Férmula (Al):
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POAS

o>;
Z
T

R1
(A1) ;

en donde R! es un medio de soporte y R3 se selecciona
del grupo gue consiste de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

con un agente de desbloqueo para formar el compuesto
de Foérmula (II).

En otro aspecto, en la presente se proporciona un
proceso para preparar un compuesto de Fbérmula (A3):

)

2N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

i O O
O4L\NH N
R R
(A3) ;
en donde R! es un medio de soporte, y R3 se selecciona
del grupo gue consiste de tritilo, monometoxitritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

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

0
O,N
2 N/\
K/NH
0
O)\NH

(IT);
en donde R! es un medio de soporte;

con un compuesto de Férmula (AZ2):

0] 0]
g N/ONO/\/ \/\O/\/O\’%O
ol N
o ()

(A2) ;
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo %
trimetoxitritilo;
para formar el compuesto de Férmula (A3).
En aun otro aspecto, en la presente se proporciona

un proceso para preparar un compuesto de Fbérmula (IV):
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=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O O
I T
i ()
O)\N N

(IV);
en donde R! es un medio de soporte;
en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (A3):

o)

=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
O O O
Oéi\NH v
R’ R
(A3);
en donde R! es un medio de soporte, y R3 se selecciona
del grupo gue consiste de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;
con un agente de desbloqueo para formar un compuesto
de Foérmula (IV).
En todavia otro aspecto, en la presente se

proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula

(AS5) :
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o |5
O/\/O\/\O/\/OTO
()
\N— =0
/S
T
L,
|3
(AS) ;

en donde R! es un medio de soporte, R3 se selecciona

del grupo que

consiste de

tritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,

Yy

monometoxitritilo,

R* se selecciona del grupo gque consiste de:

(PC),

A

~

HN

N

o)

’\/l?“/\\(o\g

(DPG) ,
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0 N O H o}
~ F; = |
N/ \ HuliN\ﬂ/N
( (PA), (P5mC) ,

ZT

N NH
Y -

T),

O
Y e\ A i
' AR
NH
o (U), N="""(1), v (PG) ;
en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (IV):

0]

OoN N//\W o
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

i O )
Oéi\NH N
H
R1
(IV)

en donde R! es un medio de soporte;

con un compuesto de Fbérmula (A4):

v 7
N—p=0
/ (o]

A
1,

(A4) ;



10

15

20

25

21

en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y

trimetoxitritilo, y R? se selecciona del grupo que consiste de:
0
oj/
= 0J
N\e/\\<
N
H
N\
Y p
| HN
ke
© (eC)

H
_— o) F;N H o r;LTT/N o)

%IiN NH N\e/\\il H‘{N N

T - T

(@] (T

) s (PA), (P5mC) ,
F;N O\\/"\CN
%N\e/\\(
N
(@) N== 0
YN
NH
© (U), N="" (1), vy (PG),

para formar un compuesto de Fdérmula (A5).
En otro aspecto, en la presente se proporciona un

proceso para preparar un compuesto de Férmula (A9):
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2 NO .

i i [Nj
O)\NH N
R' | \ l
N—P=0
/

YI;I“
a

3]

(A9) ;
en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es
un medio de soporte, R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo, y R%, independientemente para cada aparicidn,

se selecciona del grupo que consiste de:

(PC), (DPG) ,
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H
_N H O N _O
%YO I\/l/ N %ﬁ/
N NH %%; 74 \N %z:N N
Y N~ T
O (T), (PA), (P5SmC) ,
\/\CN
5
o W
o P
%NT z{ \8/\(
0 (D), vy (PG); vy
en donde el proceso comprende las etapas secuenciales
10 de:
(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (IV):
0O
O,N
2 N/\ 0
L\V/N o o
\H/”\V/H\O/A\V/ \V/A\O/A\v/
15 o © [ j
O)\NH
R1
(IV);
en donde R! es un medio de soporte;
20 con un compuesto de Fbérmula (A4):
\ T
N—p=0
/ o)

Ty
Ly

25
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en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y

trimetoxitritilo, y R? se selecciona del grupo que consiste de:

H b
N\
Y P
| HN
o
© (PC),
H
N H O N O
%Y" - %Y
N

N _NH 7 \ H‘zi"' N
A N~ T
O (T), (PR), (P5mC) ,
_N o/ CN
N /\
N
N\
0 (@)
= F;N o HN
YN
NH
(U), N="" (1), vy (PG),

para formar un compuesto de Fdérmula (A5):
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o 5]
O/\/O\/\O/\/OTO
(]
\N— =0
/S
T
L.
| 3]
(AS) ;

en donde R! es un medio de soporte, R3 se selecciona

del grupo que

consiste de

tritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,

Yy

monometoxitritilo,

R? se selecciona del grupo que consiste de:

(PC),

A

~

HN

N

O

r\/i}/\\(O\Q

(DPG) ,
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H 0
A HY
N\e/\\(
(PR), (P5mC)

F;N O\w/h\CN
N / \

N
N:;(
O
HN

NH
(U), N=""(1), y (PG); vy
(b) realizar n-1 iteraciones de las etapas

secuenciales de:
(bl) poner en contacto el producto formado por la
etapa inmediatamente previa con un agente de desbloqueo; vy
(b2) poner en contacto el compuesto formado por la

etapa inmediatamente previa con un compuesto de Férmula (A8):

Cl
\ ]
/N—Fl’ZO
o)
Oj/R4
N
k3
(A8) ;

en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo %

trimetoxitritilo, y R? se selecciona del grupo gque consiste de:
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(@)
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20
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O
o:ji//
N / \
H N
o )
(@)
(PC), (DPG) ,

O (T), (Pn), (P5mC) ,
F;N o/ CN
N / \
N
N\
o) N 0
%%;N\W,NH %%:N\K)>\{?
NH
O (U), N=" (1), vy (PG),

para formar un compuesto de Fdérmula (A9).
En todavia otro aspecto, en la presente se
proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula

(A10) :
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O=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O

|
o}
K[oj/R4
N
| |
| n
H

3]
(R10) ;

en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es

un medio de soporte, y R%, independientemente de cada aparicién,

se selecciona del grupo que consiste de:

Jags
(\WN o) N:Hil o

(PC), (DPG) ,
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H1L{N\Q/NH ) %NIQ/\(

29

N% |

\ %N N

NQ/N \ﬂ/
(T), (PRA),

NH
), N=" (1)

14

Yy

H
N

O

(P5mC) ,

(PG);

en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (A9):

O,N

[5]
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en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es
un medio de soporte, R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo, y R%, independientemente de cada apariciédn,

se selecciona del grupo gue consiste de:

o)
oj(
- o :
N / \
N
H
N\
| HN
N
© (PC), (DPG),

O N=
O
2 F;N o) HN
N _NH N\e/\(
g N
(U), N=" (1), vy (PG); vy

con un agente de desbloqueo para formar un compuesto
de Foérmula (A10).
En atn otro aspecto, en la presente se proporciona

un proceso para preparar un compuesto de Fbédrmula (All):
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(A1) ;

"

H

| 3]

en donde n es un numero entero desde 10 a 40,

independientemente de cada apariciédn,

’\/l?“/\\(o\g

que consiste de:

(PC),

A

~

HN

N

n

y R4,

se selecciona del grupo

o)

(DPG) ,
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H
Ny (S Y
=/
0] ( N

T), (PA), (P5mC),

(\fo =N 0 HN
H1L{N\Q/NH ) %Nlie/\(

NH
) NS,y (BG); v
en donde el proceso comprende poner en contacto el

compuesto de Fdérmula (Al0):

| 5]

O=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
by (A

H
S \e o
2

T
N
| |
[

| 3]

(A10) ;
en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es

un medio de soporte, y R%, independientemente de cada apariciédn,
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se selecciona del grupo gue consiste de:

ke )
© (PC), (DPG),
H
N H O N O
AN Y AN %\W
1sliN\”/NH N Y %N N
N=/ \ﬂ/
O (T), (PR), (P5mC) ,
_N CN
= o
ﬁ’l{” 7\
N\~N
O N X 5
- 0 HN
NS
NH
O (U), N="" (1), vy (PG) ;

con un agente de escisidén para formar un compuesto

de Férmula (All).

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

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

(57 ol J ])kU

RZ

[3']
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en donde n es un numero entero desde 10 a 40, y cada

R?2, independientemente de cada aparicidén, se selecciona del

grupo que consiste de:

ht

N

%\l(NHz
N

T

~ o]
%N\([)]/lN %

(C), NH
/N NH2
N / \
N
N="

Y
%LiN\([)]/NH )

(5mC) ,

),

y

NH
N=" (1);

4

en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (All):

OLN

X

o

[ 5]

(A11);
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en donde n es un numero entero desde 10 a 40, y R4,

independientemente de cada aparicidn, se selecciona del grupo
0
Ojﬁ;/—
= 0J
N\e/\\<

H N
72 N 0 N::( O
Y
(PC),
(@)

N H N0
A -~ N = |
N.__NH N Y %%;N N
\ﬂ/ N=/ \E/
o) (T (PA), (P5mC) ,

)

que consiste de:

(DPG) ,

F;N O\\//’\\CN
N / \

N
N::(
O
HN

(@)
7Y e
NS
NH
© (U), N="" (1), vy (PG); vy

con un agente de desproteccidén para formar el
compuesto oligomérico de Férmula (A).
En otro aspecto, en la presente se proporciona un

proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula (A):
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) _ _
R2
of ™N
5 /\ o)\
[5'] ho : k/N\\E/O \)\/N\\
| H
A 3]

en donde n es un numero entero desde 10 a 40, y cada
R?2, independientemente de cada aparicidén, se selecciona del

grupo que consiste de:

=\ e
N oY
T

=

O (C), NHy (), T),
/4"‘ NH,
%N\e/\(
N
N=/ (7)),
= = N
— (0]
N |N m W
g hif "
O (5mC) , O (U), v N=" (1),

en donde el proceso comprende las etapas secuenciales
de:

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (Al):
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O>;
Z
T

R1
(A1) ;
en donde R! es un medio de soporte y R3 se selecciona
del grupo gue consiste de tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;
con un agente de desbloqueo para formar el compuesto

de Férmula (II):

o)
O,N
2 N/w
K/NH
o)
O4I\NH

R1
(II);
en donde R! es un medio de soporte;
(b) poner en contacto el compuesto de Férmula (II)

con un compuesto de Férmula (A2):

o) (@]
H N/O\W/“\¢/u\o/“\¢/O\V/A\O/A\v/O\Téo
o N
O ()
N
k3
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en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo;

para formar un compuesto de Fdérmula (A3):

)

=N N/\ o)
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

° O )
Oél\NH v
R R
(A3) ;

en donde R! es un medio de soporte, y R3 se selecciona
del grupo gue consiste 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) :
O:N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O
] )
O)\N N

(IV);

en donde R! es un medio de soporte;
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(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (IV)

con un compuesto de Férmula (A4):

|
Ty
Ly

(A4) ;

\
N—P=0
/

en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo %

trimetoxitritilo, y R? se selecciona del grupo gque consiste de:

0
oj(
N/ \
= N0 N= o)
e H
E‘{N\H/N
° (PC) , (DPG) ,
TR H. o
— @] FN N 4 |
LgiN NH N \} N N
\n/ N=—" \H/
0 (T), (PA), (P5mC) ,
FN o/ CN
b ad'
0 N:;(

0O (U), N=" (1), vy (PG),
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para formar un compuesto de Fdérmula (A5):

o]

O,N

.

N

o | 5]
O /\/OTO
9
/N—(lD:o
Y
L
| 3]
(AD) ;

en donde R! es un medio de soporte, R3 se selecciona

del grupo que

consiste de

tritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,

Yy

monometoxitritilo,

R* se selecciona del grupo gque consiste de:

(PC),

A

~

HN

N

o)

’\/l?“/\\(o\g

(DPG) ,
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H O
S, HY
N\e/\(

F;N O\V/N\CN
N / \

N
N::<
O
HN

NH
(U), N="" (1), vy (PG) ;

(e) realizar n-1 iteraciones de las etapas

secuenciales de:

(el) poner en contacto el producto formado por la

etapa inmediatamente previa con un agente de desbloqueo; y

(e2) poner en contacto el compuesto formado por la

etapa inmediatamente previa con un compuesto de Férmula (A8):
Cc
N\
/N—TZO
o)
"
N
e

(A8) ;
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo, y R%, independientemente de cada compuesto de

Férmula (A8), se selecciona del grupo gque consiste de:
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%Q/j ko

Y " k@
O , N="" (1) (PG) ,

r Y

para formar un compuesto de Férmula (A9):

i [ 5']
O2N N/\j o

K/NW'LO/\/O\/\O/\/ OYO

o} N
i )

O‘A\NH N

i f \N_ . 1
74

Y

R4

(A9) ;
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en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es
un medio de soporte, R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo, y R%, independientemente de cada apariciédn,

se selecciona del grupo gue consiste de:

O
oj/
N / \
N
= H 0 N= O
A Hi
N
© (PC), (DPG),
H
o)
= o) F;N H r;LWT/N o)
N.__NH %N\e/\\i E‘LiN N
) - T
O (T), (PA), (P5mC) ,
FN o/ CN
N / \
N= N
° = 5
(\( /¢N o HN
O SR
NH
(U), N="" (1), vy (PG); y

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

(A10) :



10

15

20

25

44

O=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O

|
o}
K[oj/R4
N
| |
| n
H

3]
(R10) ;

en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es

un medio de soporte, y R%, independientemente de cada aparicién,

se selecciona del grupo que consiste de:

Jags
(\WN o) N:Hil o

(PC), (DPG) ,
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H O N O
A " A
N.__NH N N %N N
b -y T
O (T), (PR),

NH
(U), N="" (1)

(9)

45

14

Yy

(P5mC) ,

(PG);

poner en contacto el compuesto de Férmula (A10)

con un agente de escisidén para formar un compuesto de Fdérmula

(A11) :

O2N

X

I5]

(A1) ;
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en donde n es un numero entero desde 10 a 40, y R4,

independientemente de cada aparicidn, se selecciona del grupo
0
Ojﬁ;/—
= 0J
N\e/\\<
N
H
N\
Y p
| HN
ke
© (PC), (DPG) ,

H
N H O N. O
A " %Y
N.__NH N N %%:N N
) - T
o! (T (PR), (P5mC) ,

)

que consiste de:

F;N O\\/"\CN

N /\
N= N
PN \ \< o
/4 o) HN
NS
NH
© (U), N="" (1), vy (PG); vy

(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (All)
con un agente de desproteccidédn para formar el compuesto
oligomérico de Foérmula (A).

En una modalidad, la etapa (d) o etapa (e2) comprende
ademds poner en contacto el compuesto de Fbérmula (IV) o el

compuesto formado ©por la etapa inmediatamente previa,
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respectivamente, con un agente de terminacidén de cadena.

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

En todavia otra modalidad, el agente de desbloqueo
usado en cada etapa es una solucidén que comprende un acido
halogenado.

En atn otra modalidad, el agente de desblogqueo usado
en cada etapa es acido cianocacético.

En otra modalidad, el acido halogenado se selecciona
del grupo que consiste de acido cloroacético, acido
dicloroacético, é&acido tricloroacético, &cido fluoroacético,
dcido difluorocacético, y acido trifluoroacético.

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

En todavia otra modalidad, al menos una de las etapas
(a), (c)y, (el), y (f) comprende ademds la etapa de poner en
contacto el compuesto desbloqueado de cada etapa con un agente
de neutralizacidn.

En atn otra modalidad, cada una de las etapas (a),
(c), (el), y (f) comprende ademds la etapa de poner en contacto
el compuesto desbloqueado de cada etapa con un agente de
neutralizacidn.

En otra modalidad, el agente de neutralizacidédn estéa
en una solucién que comprende diclorometano 'y alcohol

isopropilico.
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En todavia otra modalidad, el agente de
neutralizacidén es un monoalquilo, dialquilo, o trialquil amina.

En aun otra modalidad, el agente de neutralizacidn es
N,N-diisopropiletilamina.

En otra modalidad, el agente de desblogqueo usado en
cada etapa es una solucidn qgque comprende 4-cianopiridina,
diclorometano, acido trifluorocacético, trifluoroetanol y agua.

En todavia otra modalidad, el agente de terminacidn
de cadena estd en una solucidén que comprende etilmorfolina y
metilpirrolidinona.

En atn otra modalidad, el agente de terminacidén de
cadena es un anhidrido acido.

En otra modalidad, el anhidrido &cido es anhidrido
benzoico.

En otra modalidad, los compuestos de Férmula (A4) vy
Formula (A8) 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[5.4.0]undec-7-eno.

En altn otra modalidad, el agente de escisidén estéd en
una solucidén que comprende N-metil-2-pirrolidona.

En todavia otra modalidad, el agente de desproteccidn
comprende NHz.

En autn otra modalidad, el agente de desproteccidn

estd en una solucidn acuosa.
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En todavia otra modalidad, el medio de soporte
comprende poliestireno con 1% divinilbenceno reticulado.
En otra modalidad, el compuesto de Férmula (A4) es

de Férmula (A4da):

C
\ ]
N—P=0
/ (@)
%°rR4
N
ko
(Ada) ;

en donde:
R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,
monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R4 se selecciona de:

(PC), (DPG)

T), (PR), (P5mC)
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O
(\f FN o HN
YT NS
NH
O (U), N=" (1), vy (PG) .

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

de Férmula (Ab5a):

OoN N o) [51
O

O O
NNO/\/ o\/\o/\/ \’&

Oéi\NH [:N:]
\N—rL:o
R / c|>
Y
Ly
3]

(Ada) ;
en donde:
R! es un medio de soporte
R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,
monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R4 se selecciona de:
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2g;N\E/NH )

(A8)

)
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(PC),
H O
— N
\
N
N="
P
%%:N\ng‘%?
NH
N=" (1)

’

~

HN

. o
7]
A e
(PA), (P5mC)

Y

N

En todavia otra modalidad,

es de Foérmula

en donde:

(A8a) :

(ABa) ;

+
Poes

o)

(DPG) ,

’

(PG) .

el compuesto de Fdérmula
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R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,
monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy
R4, independientemente en cada aparicién del

compuesto de Fébrmula (A8a), se selecciona del grupo gque consiste

de:
0]
oj/
N /\
N
= H 0 N= O
g HN
N
© (PC), (DPG),
H
(0]
AP = A A
Ny N e
N=/
O (T), (PR), (P5mC) ,
F;N O\\/"\CN
%N\e/\\(
N= N
= = N \\( O
F; o) HN
YN
NH
0O (U), N="" (1), vy (PG) .

En aun otra modalidad, el compuesto de Fdérmula

(A9) es de Férmula (A9a) :
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en donde:

n es un numero entero desde 10 a 40,

53

(A%a) ;

Rl es un medio de soporte

)
N
I 1
\
N—P=0
7

R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,

monometoxitritilo,

R4,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

independientemente

de

selecciona del grupo gue consiste de:

A

(PC),

::(N

HN

O

cada

’\/l?“/\\(o\Q

aparicién,

(DPG) ,

Se
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H
o)
N\e/\( EL{N N
N
N/ \ﬂ/
(T), (PA), (P5mC) ,
FN o/ CN
N / \
N:R(N
/¢N o HN
%N\e/\(
NH
(), N=" (1), vy (PG) .

En otra modalidad,

de Férmula (AlOa):

O,N

o)

en donde:

|5

(Al0a) ;

-

el compuesto de Férmula (A1Q0) es

]

/

k[ j,m

| n
H

3]



10

15

20

25

55

n es un numero entero desde 10 a 40,

R! es un medio de soporte, y

R4,

selecciona del grupo gue consiste de:

En otra modalidad,

de Férmula

(Alla) :

independientemente de cada aparicidn,

(DPG) ,
H
0
%Y“ °
Y
=N o_/CN
N / \
N
N\
0]
HN
(I), y (PG)

el compuesto de Férmula

(A11)

se

es
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en donde:

n es un numero entero desde 10 a 40,

R4,

56

(Alla

) ;

independientemente

de

selecciona del grupo que consiste de:

(PC),

A

~

HN

N

O

cada

Yy

aparicién,

’\/l?“/\\(o\Q

(DPG) ,

Se
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O\\/"\CN

N=" (1), vy (PG) .

En una modalidad del compuesto oligomérico de Fbérmula

(A), n es 30, y R? en cada posicidén es desde 1 a 30 yv 5" a 3":
Posicién No. 5’ |R? | Posicién No. 5’ | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’ a 3’ a 3’
1 C 11 A 21 G
2 T 12 A 22 C
3 C 13 G 23 A
4 C 14 G 24 T
5 A 15 A 25 T
6 A 16 A 26 T
7 C 17 G 27 C
8 A 18 A 28 T
9 T 19 T 29 A
10 C 20 G 30 G
en donde el compuesto oligomérico de Fdérmula (A) es

un compuesto de Férmula

(E) :
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ROTURAA | ROTURA B ROTURA C ROTURAD

5] »

e

é = NH; s N

g[o O~ g[ o= g[ Lk g[ .
NJ/NQ/N j/NyN \j/o \j/o

=0
1 N N | )
Jip=o N—p=0 N—pP=0 N—P=0

N N / ~
WL K[o N/ \N K[o N/ \N
ROTURA A\ T Nj/ =/

ROTURA C ROTURA D

ROTURA B
(E),
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Eteplirsen (ver por ejemplo, Publicacidn de Solicitud

de Patente Internacional No. WO 2006/000057, incorporada en la

presente como referencia en su totalidad) ha sido el objeto de

estudios clinicos para analizar su seguridad y eficacia y el

desarrollo clinico estd en curso. Eteplirsen es un oligdbmero

de morfolino fosforodiamidato (PMO). La distrofina terapéutica

“Eteplirsen”, también conocida como “AVI-4658” es un PMO que

tiene la secuencia base 5’-CTCCAACATCAAGGAAGATGGCATTTCTAG-3’
(SEQ ID NO:1). Eteplirsen se registrd bajo el Numero de Registro

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-mbU-C-C-A-A-C-A-mbU-C-A-A-G-G-A-A-G-A-m5U-G-
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G-C-A-m5U-m5U-m5U-C-m5U-A-G) (SEQ ID NO:1), b5’'-[P-[4-[[2-[2-
(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxi]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-i1]-N,N-

10

15

20

25

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"-1imino-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"-tridesoxi-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’-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") -
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P,2’,3’'-tridesoxi-P-(dimetilamino)-2’,3’ -imino-2’,3" -
secoguanilil-(2'a-5")-P,2’,3"-tridesoxi-P- (dimetilamino) -

2’ ,3"-1imino-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:

/PQ\O 5 N/ \}O
e\ H:C” oy
3¢ on,
B ] 29
n=1-29
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)
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la

representar por

puede

se

también

Eteplirsen

(XII)

estructura de Fdédrmula

ROTURA B ROTURA C ROTURAD

ROTURA A

o T £
o~ =z
2 . AT
S
Q - T = — .
U.HA Z Z o ZzT o
Z 1<) "
—Z / NVHO o N\%-\O&L
2 z \ Nvﬂ0 g N\M\OIVL\N/ o
o g 5 ) :
Y Q |V|\\,N/ Wz - Z \ z
o Z-0-0 — O v \
g z o~ i \ Nvﬂ g
a0 - z z7N\ = IS) |V|\
= T o =% z g z-d-o
N O, T |
N Dt =
o I £ AN M\ Z o zg-o -
o
o o
2 Z //IN o N\%.\O\VL =N 2 z
=° % N o T = )]
=z o Q Fa-o . zZ_z z N2z
g N\k.\OIVL A= g =N\ M\ =
o) | o = \ u \
Tk.\o =N 2 = P W 4 2
I = o
o
o = o
E: LI Y DE Bl
==y i) g EN z
N ! = o g F&-o \NJ
/,/N e} >d-o <= “_Nm,A NW\W
bl EN == gfw
7 vLNOH\O T 2 = \ Nvﬂo Q
a-o P Z = °
| = J \ vHO 1 k|\
_Z = N \N = o N\D,.\O
z - = —z L J NL,M\O&L =N
E3 - /W \ NvH g N\%\O&L =~
= z o
=) T e
N,/IN g N\M\O% ~E = =23
° | z S =0
d z-d-o A == Z <
° i Q . Q Y=o — M
0 PN o = Z IS N@
o 3 o o 2
PN —= =z o N\n,,.,.\o m
\ NvHo J N\M\o A
g N\M\O&L \,N/
o, — 9 ,
Wz NL,,F\O AN
-V

10

el
ROTURA C

e
ROTURA B

ROTURAD

15

(XII).

en una modalidad del proceso descrito

Por lo tanto,

(A) es un

el compuesto oligomérico de Férmula

anteriormente,

(E) :

compuesto de Férmula

20

25
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ROTURA B ROTURAC; ROTURA D
5] o VI, Voo Voo
oH /AT _N NH, /4 _N NH, /b P A A °
o N/ K[o N/ K[o NYNH K[o NYNH
N N
N Qe AR e g
? /pr::':o N /Ni:\;zo /Ni%:o N /Ni%zo NH,
0._0o N NH N b
T S J D J !
| A NH, A NH, \
E j N—p=0 " N—p=0 2 N—p=0 N—P=0 o
W Lo R Y. "1 0 L r
N—P=0 K[o N__N K[o N\%\( K[o N/ K[o N___NH
A NH, \[( __NH _NH \[(
5 o m \ ’Vj/ : \ ”j/ N\<NH \ ”j/ N\<NH Wy °
K[ j/ \g/ /N‘T:O /Nf%':O 2 /N Q‘::o 2 Ao /N—F":o
Y T éf2>\~<”“’ T in>\\<“”’ o LI T a éfi>\\<”w
N—P=0 \ A\ \
ISP S AoRs! Y o
o. NTNH Neboo AV N—b=o \—tb=o
N © a ° e =\ N 78 A e 7 =N
Nbe O _N._NH o Ny o N/ o_N_/
N—P=0 \ \
Moo e Y'Y NORS! s IR GRe!
0. N, Lu N \ '\L A H NH,
\Lr /N7270 NH, Ne N Me %YO
= o = o g
\Nfz:o K[o m K[o Q\(o K[o NTNH [ 3 ]
MmUY PR Ty
O _N_N A A NH, A
b N—P=0 N—P=0 d N—p=0 o
L K[O N_ /7 X K[O N\%\\( K[O NYNH
N N
10 ROTURA A Nj/ N Nj/ h=r Nj/ °
L L £
ROTURA B ROTURAC* ROTURA D

de Foérmula

15

(E),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En todavia otra modalidad, el

(E)

ROTURA A

es un compuesto oligomérico de Férmula

compuesto oligomérico

(XIT):

ROTURA B ROTURA C ROTURA D
(5] \ T \ T N T \ T
OH /Nfz:o rN - /N*Z:o I—N - /N*Z—o P ° /N727° P °
= 2 = 2
0N/ 0N/ \Eo N__NH \[o No__NH
S o oG Y Y
N o Nmtie Nt
s N—P=0 N—P=0 N—B=0 N—p=0 NH,
K\' 7o =N NH [} =N o o i}\(o IS >
S o O N 0uN_ \(o N/ \[o NN
T \(Nj» (W \(Nr - Nj’ - Nj’ b
[ ] “-b=o N—b=o NHz \Nfl%'zo NH, \N—l%':o °
N A _~_NH, A N A N o A P
>N—|:=:o NH. \[o r\:(\‘N( KEO NI:%\(O \[Or"r 4 \EOTNYNH
o o 2 NH _NH
R N(\”/ Nj’ o Nj’ Nt{ N N\< N S
he A A NH. N—pe NH, Ny
j’ o N—P=0 N—p=0 2 NB=o NH. NR=o
N 7o PN NH, 7o =N e, o e 5 AN
N—P=0 O. N N 0. N/
20 YU S ot oD oy O
O Nyt N N N N
j’ T N7$:° N*I‘::O N—P=0 N—p=0
N—P=0 04N _NH O N/ \[o N/ \Eo N
/) NH,
o R m 2 KE j’ Ir \( j’ N:/N Nj’ N:./N Nj’ N= NH
N N N
k‘: r I >N*F:‘:0 NH >N—|:=:o /N—.l::o o H NH,
\N’EZO ¢ o m ’ I¢ o N’N/ o L o N/ NH [3]
R | et ey
KEOTNTN ) JL \N*E:O NH; \N—E:o
N © » z ° N, S N NH 7o ~°
— NH —
b \Eo Q\\{ : \(o N K[o NYNH
ROTURA A Nr N=/ Nr =N Nr o
ke - el
ROTURA B ROTURA C ROTURA D
25

(XII),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En aun otra modalidad, R3, en cada aparicidn, es

tritilo.

5 Procesos para Preparar Eteplirsen

En la presente se proporcionan procesos para preparar
Eteplirsen.
En un aspecto, en la presente se proporciona un

proceso para preparar un compuesto oligomérico de Férmula (E):

10 ROTURA A ROTURA B ROTURA C ROTURAD
5] VT \T \T \T
N*ﬁ’—O N*ﬁ’—O /N*DT—O o /N*T‘—O °
oH A FN N /) FN NH, o 7 6 7
o N\%\( K[o N\e/\\( K[o No__NH K[o N._NH
o oRS, T Ty Ty
I Y A \ N \ Y
N—P=0 N—P=0 N—p=0 N—P=0
(\) / /]

15 K[o NE/N /N
\

N Q 0 = NH, ] = NH, = 0
N7F1>:o . 0. NTNH 0. N\e/\\i 0. N\e/\\( o N/
s A j/ 3 j/ N N=/ N=N

| N N N
o.__N.__N \ \ N H NH,
j/ b Nh=e NH, N M=o °
o 0 = 2 0 N, 0 Z
. Y

. o. Q\< ) o Q\(NHZ o N/ NH
20 ROTURA A K[ j N/N\N K[Nj/ N/N\N K[ j/ ¥
ROTURA B ROTURA C ROTURAD
(E) ;
en donde el proceso comprende las etapas secuenciales
de:

25 (a) poner en contacto un compuesto de Férmula (I):
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(I);

en donde R! es un medio de soporte,

con un agente de desbloqueo para formar el compuesto

de Férmula (II):

O,N

(IT);

en donde R! es un medio de soporte;

(b) poner en contacto el compuesto de Férmula

con compuesto (B):

o) O
H (@)
N/\[(\)J\
O
HO

O/A\V/O\V/A\O/A\V/O\Tﬁo

)

(IT)
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para formar un compuesto de Férmula (IITI):

)

OoN N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

X O 9
. Pand
C

(II1);
en donde R! es un medio de soporte;
(c) poner en contacto el compuesto de Férmula (III)
con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de Férmula

(IV) :

O=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
O4i\N [:N:]

(IV);
en donde R! es un medio de soporte;
(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (IV)

con un compuesto de Férmula (C):
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Y
O

N

(C)s
para formar un compuesto de Férmula (V) :

0]

O,N \ o [5]
O

0) 0]
NNO/\/O\/\O/\/ Y

(V)
en donde R! es un medio de soporte;
(e) poner en contacto el compuesto de Fédrmula (V) con
un agente de desbloqueo para formar un compuesto de Férmula

(VI) :
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OaN | N/\ 0 lS'I
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
dj:NH [:N:]
R >N_[|L:O N o
O
| 3]

en donde R! es un medio de soporte;
(f) poner en contacto el compuesto de Férmula (VI)

con un compuesto de Férmula (F):

(F)

para formar un compuesto de Férmula (VII):
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(e}
OoN N o 5]

I\/N O/\/O\/\O/\/O\(O

O N

J L

O)\NH \ N

R /N—IJI":O
5

o O

(VII);
en donde R! es un medio de soporte;

r (9) realizar 28 iteraciones de las etapas
secuenciales de:

(gl) poner en contacto el producto formado por la
etapa inmediatamente

previa con un agente de desbloqueo; y

(g2) poner en contacto el compuesto formado por la
20 etapa inmediatamente previa con un compuesto de Férmula (VIII):
\ ¢
N—P=0
/0

L[:TRZ
s
9

(VITI);

25
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en donde R?, independientemente de cada compuesto de

Férmula (VIII), se selecciona del grupo que consiste de:

o)
o)
e
k@
H NQ(N
N_ __O
o HN—
T
© (PC), (DPG) ,
NP = N
N.__NH H{N 4 \
\ﬂ/ N="
O (T), vy (PRA),

en donde, para cada iteracidén desde 1 a 28, R? es:

No. de R? No. de R? No. de R?
Iteraciédn Iteraciédn Iteraciédn

1 PC 11 DPG 21 PA
2 PC 12 DPG 22 T
3 PA 13 PA 23 T
4 PA 14 PA 24 T
5 PC 15 DPG 25 PC
6 PA 16 PA 26 T
7 T 17 T 27 PA
8 PC 18 DPG 28 DPG
9 PA 19 DPG

10 PA 20 PC
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para formar un compuesto de Fdérmula (IX):

o~ o~ J°]
L\V/N\W/A\V/H\O/A\V/O\V/A\O/A\V/O\Tﬁo
Oj\NH [Nj
R’ | \N—iZO |
/b
Y
O+
|
[ 3']

(IX);
en donde R! es un medio de soporte,
en donde R?, independientemente de cada aparicidn, se

selecciona del grupo que consiste de:

e VR

(PC), (DPG) ,
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—

N\e/\(

N

H
N

0]

%N NH \
g N
O (T), (PA), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a 3':

Posicidén No. 5’ |R?> | Posicién No. 5’ | R? Posicién No. 5’ | R?

a 3’/ a 3’ a 3’/

1 PC 11 PA 21 DPG

2 T 12 PA 22 PC

3 PC 13 DPG 23 PA

4 PC | 14 DPG 24 T

5 PA | 15 PA 25 T

6 PA | 16 PA 26 T

7 PC | 17 DPG 27 PC

8 PA | 18 PA 28 T

9 T 19 T 29 PA

10 PC | 20 DPG 30 DPG
(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (IX) con un

agente de desbloqueo para formar un compuesto de Férmula (X):

O,N

O

PN

Z
T

R1

O

.

NNO/\/O\/\O/\/OYO

|

O

5']

e

Netmo
3

K[:j/R

H

[ 3]

30
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en donde R! es un medio de soporte,

en donde R?, independientemente de cada aparicidn, se
selecciona del grupo que consiste de:
0
@)
=y P
N / \
H
N\
A/N O 0
| HN
Le,liN\ﬂ/N
° (PC), (DPG) ,
AP N
N
N.__NH %Ii 4 \
\ﬂ/ N=/
O (T), vy (PA), ¥y
en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a
37:
Posicidén No. 5’ |R? | Posicidén No. 5’ | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’ a 3’ a 3’
1 PC 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC | 17 DPG 27 PC
8 PA | 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC | 20 DPG 30 DPG
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(1) poner en contacto el compuesto de Férmula

13

un agente de escisidn para formar un compuesto de Fbérmula

O,N

en donde R?,

selecciona del grupo que consiste de:

’\/l?“/\\(o\Q

(PC),

5]

(XTI)

A

’

~

HN

N

O

(X) con

(XTI) :

)
Setmo
a

[ 3]

(DPG) ,

independientemente de cada aparicidn, se
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_N O
%YO “/‘// \
N
(

ZT

lﬁliN\n/NH i
o)

T), vy (PA), vy
en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a

37
Posicién No. 5’ |R? | Posicién No. 5’ | R? Posicién No. 57 | R?
a 3/ a 3’/ a 3/
1 PC 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC 14 DPG 24 T
5 PA 15 PA 25 T
o PA | 16 PA 26 T
7 PC 17 DPG 27 PC
8 PA | 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC 20 DPG 30 DPG

y

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

En una modalidad, la etapa (d), la etapa (f), la etapa
g(2), o combinaciones de las mismas comprenden ademds poner en

contacto el compuesto de Férmula (IV), Formula (VI), o el
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compuesto formado ©por la etapa inmediatamente previa,
respectivamente, con un agente de terminacidén de cadena.

En ciertas modalidades, cada una de la etapa (d), la
etapa (f) y la etapa (g2) comprende ademds poner en contacto
el compuesto de Férmula (IV), Formula (VI), o el compuesto
formado por la etapa inmediatamente previa, respectivamente,
con un agente de terminacidén de cadena.

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

En todavia otra modalidad, el agente de desbloqueo
usado en cada etapa es una solucidén que comprende un acido
halogenado.

En atn otra modalidad, el agente de desbloqueo usado
en cada etapa es 4cido cianocacético.

En otra modalidad, el &4cido halogenado se selecciona
del grupo que consiste de 4cido cloroacético, acido
dicloroacético, &cido tricloroacético, &cido fluoroacético,
dcido difluorocacético, y acido trifluoroacético.

En todavia otra modalidad, el &cido halogenado es
dcido trifluoroacético.

En aun otra modalidad, al menos una de las etapas
(c), (el), y (f) comprende ademds la etapa de poner en contacto
el compuesto desbloqueado de cada etapa con un agente de
neutralizacidn.

En otra modalidad, cada una de las etapas (c), (el),
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y (f) comprende ademas la etapa de poner en contacto el
compuesto desbloqueado de cada etapa con un agente de
neutralizacidn.

En todavia otra modalidad, el agente de
neutralizacidén estd en una solucidn que comprende diclorometano
y alcohol isopropilico.

En aun otra modalidad, el agente de neutralizacidn es
un monoalquilo, dialquilo, o trialquil amina.

En otra modalidad, el agente de neutralizacidén es
N,N-diisopropiletilamina.

En todavia otra modalidad, el agente de desbloqueo
usado en cada etapa es una solucidén qgue comprende 4-
cianopiridina, diclorometano, acido trifluoroacético,
trifluoroetanol y agua.

En aun otra modalidad, el agente de terminacién de
cadena estd en una solucidén que comprende etilmorfolina vy
metilpirrolidinona.

En otra modalidad, el agente de terminacidén de cadena
es un anhidrido acido.

En todavia otra modalidad, el anhidrido &cido es
anhidrido benzoico.

En aun otra modalidad, el compuesto de Férmula
(VIII), compuesto (c), y compuesto (F) estdn cada uno,
independientemente, en una solucidén que comprende etilmorfolina

y dimetilimidazolidinona.
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En otra modalidad, el agente de escisidén comprende
ditiotreitol y 1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno.

En todavia otra modalidad, el agente de escisidn esté
en una solucidédn que comprende N-metil-2-pirrolidona.

En aun otra modalidad, el agente de desproteccidn
comprende NHs.

En otra modalidad, el agente de desproteccidn estd en
una solucidn acuosa.

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

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

Cl
\
N—P=0 H
N

LY
I

(C1).

@)

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

Férmula (Va):
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0]
- OM l 5']
N o O /\/o o)
° O C ]
O)\NH N
° R’ >N_+_O m/kl O
0) 7

10

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

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

A
o
. arty
(

(F1) .

15 Férmula (F1):

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (VII) es

25 de Férmula (VIIa):
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de Foérmula

79

(VIIa),

en donde R! es un medio de soporte.

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (VIII) es

(VIITIa):

(VIIIa);
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Formula

de Foérmula

(VIITIa),

en donde R?,

80

O

I

(DPG)

N NH
E{\n/ N=/

En otra modalidad,

(PA) .

[ 5]
/A\W o
N\ﬂ/ﬁ\v/ﬂ\o/A\v/O\V/~\O/~\V/O\T¢O

O

)

independientemente de cada compuesto de

se selecciona del grupo gue consiste de:

14

el compuesto de Foérmula (IX) es

N
[ 1
/ O

N

K[oj/Rz

30

s

=
=

[ 3]

(IXa),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

R! es un medio de soporte, y

RZ, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

O

1

N
N_ 0 ¢ it
=z N==
| HN o
ke
° (PC), (DPG) ,
N H O
%\’&O 14 N
N
N_ _NH Lﬁ’z{ 7 \N
\ﬂ/ N=
O (T), vy (PA), vy
en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a
37
Posicién No. 5’ |R? | Posicién No. 5’ | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ a 3’ a 3’
1 PC 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC |17 DPG 27 PC
8 PA 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC 20 DPG 30 DPG
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En otra modalidad,

Formula (Xa):

O3N
2 N/\7

82

el compuesto de Férmula (X) es de

|5

o N
O)\NH N
[
R' \ l
/N—-ﬁZO
O
K[OJ,R2
N
I
| 30
H
| 3']
(Xa),
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde
R! es un medio de soporte, y
RZ, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gque consiste de:

(PC),

gt
. Q?J@
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N

—

H
N

0

N=/"
), vy (PA), y
en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a
37

Posicién No. 5’ |R? | Posicién No. 5’ | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ a 3’ a 3’
1 PC 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC |17 DPG 27 PC
8 PA 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC | 20 DPG 30 DPG

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (XI) es

de Férmula (XIa):

S

5]

(XIa),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:
RZ, independientemente en cada aparicién, se
selecciona del grupo gue consiste de:
g 3 9
o 0
EiN\n/N
(@)
(PC), (DPG) ,
=N N_P°
= N
N _NH 4 \
O (T), vy (PA), y

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5/ 37
Posicién No. 5’ |R? | Posicidén No. 5’ | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’/ a 37 a 3’7
1 PC | 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC | 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC | 17 DPG 27 PC
8 PA |18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC | 20 DPG 30 DPG
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es

(VI)

el compuesto de Foérmula

En otra modalidad,

(VIa) :

de Foérmula

I
Z

R1

10

(VIa);

en donde R! es un medio de soporte.

de

el compuesto oligomérico

En aun otra modalidad,

es un compuesto oligomérico de Fdérmula (XII):

(E)

Formula

ROTURA B ROTURA C ROTURA D

ROTURA A

Nz

=

QA = L

uhnl NV_H Z ° o

=z O e
—= \ P e

z I o )=z
~EN Q, T
N\ z =0
o =z
O 2 T 2\ =z 2 I
z ? &L z
i Z d  z-o-o -

o 4 Nt%no TS . o
Fa
z
Lo N g
z, o
PN £ AN
W.z =4 /—’N
= e g S0
z /y \ d zd-o -
=Z. z =z o b|\ I
/w | g NA,,,TO -
z o &L L
3§
I g po -
o &L P
d NA,,VO - o
[ &L +
d-o - Fa =
| H S o
\N/ ‘NVH Z
o
\ ,
o &L FA
g NA,,VO -
o o
S P
=z NL,,,TO -
0\\\0 P
_ d
5/
L0 (@]
— [Q\

ROTURA A

ROTURAD

ROTURA C

ROTURAB

(XII).

25
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En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula (Al):

0
O,N N/\
NS
0
O)\NH

R!
(A1) ;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

cada R! es independientemente un medio de soporte; y

cada R?® independientemente se selecciona del grupo
que consiste de hidrdgeno, tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula (A3):

0
ON N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O\[%O
] O )
Oéi\NH N
R! R

(A3);

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en



10

15

20

25

87

donde:

cada R! es independientemente un medio de soporte; y

cada R3® independientemente se selecciona del grupo
que consiste de hidrdgeno, tritilo, monometoxitritilo,
dimetoxitritilo y trimetoxitritilo.

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula (A5):
o)

O2N N/\ o [ 5' ]
L\V/N\ﬂ/”\\/ﬂ\o/A\v/O\V/A\O/A\V/O\Tﬁo
L .
N—b=0

R' I
/ o

RS
Ls

[ 3]

Z
T

(AD) ;
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde R! es un medio de soporte, R3 se selecciona del grupo que
consiste de tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo vy

trimetoxitritilo, y R? se selecciona del grupo gque consiste de:

N
o T“\/CC
© (PC), (DPG),
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ZT

N NH
Y -

T),

O
7 F;N o
YN
NH
O (U), N=" (1)

0 N O H o}
= F; = |
N/ \ HuliN\ﬂ/N
( (PA), (P5mC) ,

F;N O\‘/’"\CN

HN

r Y (PG) .

En algunas modalidades, el compuesto de Fbérmula (A5)

es de Férmula (A5a):

o]

O,N \ . [5']
@

@) @)
NNO/\/O\/\O/\/ \[4

Oéi\N

T

9

\N—EZO
!
Y
L

| 3]

(Ada) ;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte,

R3 se selecciona del grupo que
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Oy

89

monometoxitritilo, dimetoxitritilo vy

trimetoxitritilo, y R? se selecciona del grupo que consiste de:

0
oj/

/N O /

N / \
N
N\

0

HN
(PC), (DPG) ,

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula

(V) :
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[ 5']

O/A\V/O\V/A\O/A\V/O\Iyo
)
>N_+:O N. o

Xy
SV,
[ 3]
(V) ;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte.

En algunas modalidades,

es de Foérmula

(o]

(Va) :

O

[5']

el compuesto de Foéormula (V)

(.

>N_+:O (\rk] O
o = |
kT:O:I,N\g/N
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte.

compuesto de Férmula

O

PN

Z
I

En otro aspecto,

en la presente se proporciona un

o |5]

SO OO
o) o t??ﬁ
>N_:F:o N. o
=
jT
(@]
N
[ 3']
(VI)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte.

es de Foérmula

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula (VI)

[5']

(VIa);
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte.

En otro aspecto,

compuesto de Férmula

0
O,N

(VII) :
o 5]
NG NG /\/OTO
e
\N—b=o
Y
\

(VII);

en la presente se proporciona un

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte.

En algunas modalidades, el compuesto de Férmula

es de Foérmula

(VIIa):

(VII)
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5]
OO
O [\N(j
O)\N N
N-#ZO H
R’ | 0

(VIIa),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde R! es un medio de soporte.
En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula (IX):
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donde:

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

94

(IX),

R! es un medio de soporte, y

R?,

independientemente

en

selecciona del grupo gue consiste de:

O (T), vy

NOR
/\N
N=—"

[ 3]

cada aparicién,

(DPG)

(PRA), ¥y

en

Se
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en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a

37
Posicién No. 5’ |R? | Posicidén No. 57 | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ a 3’ a 3’
1 PC | 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC | 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC | 17 DPG 27 PC
8 PA | 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC | 20 DPG 30 DPG
En una modalidad, el compuesto de Férmula (IX) es de
Férmula (IXa):

O

PN

Z
I

(IXa),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde

R! es un medio de soporte, y

RZ, independientemente en cada aparicién, se

5 selecciona del grupo gue consiste de:

0
0
o
N /\
H 0 NQ(N
=
10 m/ HN—
N
© (pC), (DBG) ,
N H (0]
NP [~ N
N.__NH %N 7 \N
15 \ﬂ/ N=—"
O (T), vy (PA), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a

37:

Posicién No. 5’ | R? | Posicién No. 5’ | R? Posicién No. 5’ | R?

a 3’/ a 37 a 3’7

1 PC 11 PA 21 DPG
20 2 T 12 PA 22 PC

3 PC 13 DPG 23 PA

4 PC | 14 DPG 24 T

5 PA | 15 PA 25 T

6 PA | 16 PA 26 T

7 PC | 17 DPG 27 PC

8 PA | 18 PA 28 T

9 T 19 T 29 PA

10 PC | 20 DPG 30 DPG
25
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En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula (A9):

[5]

OoN N /\
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

Oéi\N

T

(A9),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde:

n es un numero entero desde 10 a 40;

R! es un medio de soporte;

en

R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,

monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; vy

R4, independientemente en

selecciona del grupo gue consiste de:

cada

aparicidn,

se
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(T), (PR), (P5SmC) ,
FN O\/\CN
s
"~

f¢\7¢o =\ 0 HN
A o

NH
g, N=""(I), y
En una modalidad, el compuesto de Fbérmula (A9) es de

Formula (A%a):

NH N
f 1
R \N—DJI“'=O
/ @)

(A9a) ,
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

n es un numero entero desde 10 a 40;

R! es un medio de soporte;

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

R4, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

wﬁd&

\<

H

(PC), (DPG)

%\(O =N H\/
N NH N\e/\\( H{
Y -
O (T), (PA) (P5mC)

F;N O\\/"\CN
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En otra modalidad,

10

el compuesto de Foérmula

0

de Foérmula (IX), mostrada anteriormente.

En otro aspecto,

compuesto de Férmula

OzN

®)

N

Z
I

R1

(X) :

(A9)

es

en la presente se proporciona un

(X);

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde

R! es un medio de soporte, y

R2, independientemente en cada aparicidn,

selecciona del grupo gue consiste de:

(PC),

en

se
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T), vy

N

H
N

N=/

O

(PA), ¥

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a

37:
Posicidén No. 5’ |R?> | Posicién No. 5’ |R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’7 a 3’ a 3’7
1 PC | 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC | 17 DPG 277 PC
8 PA | 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC 20 DPG 30 DPG

En una modalidad, el compuesto de Férmula (X) es de

Formula (Xa):

O>;
Z
I

R1

(Xa),

N
[ 1
/ (@)
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde

R! es un medio de soporte, y

RZ, independientemente en cada aparicién, se

5 selecciona del grupo gue consiste de:

0
0
s
N / \
H N N
aim AN
© (PC), (DPG),
NP =N N
N
N.__NH i’z{ \e/\\{l
15 \ﬂ/ N=—"
O (T), vy (PA), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a

37
Posicidn No. | R? | Posicidn No. | R? Posicidn No. | R?
5" a 3’ 5" a 37 5" a 3’
20 1 PC |11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC |13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
o PA]1lo PA 26 T
7 PC |17 DPG 27 PC
8 PA |18 PA 28 T
25 9 T 19 T 29 PA
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10 \Pc|2o \DPG |3o

\DPG\

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Fdérmula (A10):

5]

ON N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

@] N
o}\NH N
|
R’ \ l
/N—-EZO
0O
Oj/R4
N
I
‘ n
H
| 3]
(A10),
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

n es un numero entero desde 10 a 40;

R! es un medio de soporte;

R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,

monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; vy

R4, independientemente en

selecciona del grupo gque consiste de:

cada

aparicién,

Se
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= o\Ji:jzjﬁ%/

0]
(PC), \<;<i:> (DPG) ,
H
%N 7\ LsliN\ﬂ/N
(PA), (P5mC) ,

N
N="

N

= o/ CN
A8
N=:<’N
A =N 0 HN—
NH
o (U), N="" (1), vy (PG) .

En una modalidad, el compuesto de Férmula (Al10) es

de Férmula (AlOa):

" N
[ 1
w M=o
a

"

N
L )
n

H

[ 3]

(Al0Oa),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

n es un numero entero desde 10 a 40;

R! es un medio de soporte;

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

R4, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

O:ﬁ;/—
/N O /
N / \
N
N o N=
0
Y HN
ke
© (PC), (DPG) ,

O (T), (PRp), (P5mC) ,
F;N O\\/"\CN
N / \
N
N\
= 0 F;N o HN 0
YN
NH
O (U), N="" (1), vy (PG)
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En otra modalidad, el compuesto de Fbérmula (A10) es
de Foérmula (X), mostrada anteriormente.

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

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula (XI):

o 1 5]
AN N\H/A\V/M\O/A\v/O\V/A\O/A\v/o o)
O [\r\fj
N
[ |
\N—l:o
/b
oj/R2
N
L | J
‘ 30
H
| 3]
(XI),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:
RZ, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gque consiste de:
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7

(PA),

(DPG) ,

Yy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 30 y 5’ a

37
Posicidn No. | R?2 | Posicién No. | R? Posicidn No. | R?
5 a 3' 5" a 3’ 5" a 3'
1 PC |11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC |13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
9 PA|1lo PA 26 T
7 PC |17 DPG 277 PC
8 PA |18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC | 20 DPG 30 DPG
En una modalidad, el compuesto de Férmula (XI) es de
Féormula (XIa):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
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(XIa),

independientemente

en

selecciona del grupo gue consiste de:

(\(H o
EiN\g/lN 5 (PC)
%%;N\g/NH (

T),

cada aparicidn,

(DPG) ,

(PRA), ¥y

en

se
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a

en donde R? en cada posicidédn es desde 1 a 30 y 5’
37

Posicién No. 5’ |R? | Posicidén No. 57 | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ a 3’ a 3’
1 PC | 11 PA 21 DPG
2 T 12 PA 22 PC
3 PC | 13 DPG 23 PA
4 PC | 14 DPG 24 T
5 PA | 15 PA 25 T
6 PA | 16 PA 26 T
7 PC | 17 DPG 27 PC
8 PA | 18 PA 28 T
9 T 19 T 29 PA
10 PC | 20 DPG 30 DPG

En otro aspecto,

compuesto de Fdérmula

O,N

O

O

N

(A11) :

&l

NO/VOV\O/VOYO

@)

(A11),

o

Nt
/

O

H

| 3]

n

en la presente se proporciona un



10

15

20

25

110

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

n es un numero entero desde 10 a 40;

R! es un medio de soporte;

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

R4, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

= F;N o HN
YN
NH
O (U), N=" (1), vy (PG)
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En una modalidad, el compuesto de Férmula (All)

de Férmula (Alla):

Is]

OoN N/”\W
N K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

(Alla),

N
9
|
Neo
/8
oj,R4
N
| |
Jl n
| 3]

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde:

n es un numero entero desde 10 a 40;

Rl es un medio de soporte;

R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,

monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo; vy

R4, independientemente en

selecciona del grupo gue consiste de:

cada

aparicién,

Se
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%O\Q

N

(DPG) ,
H
N H O N O
A0 N AN %\W
N _NH N Y %N N
b -y T
O (T), (PRA), (P5mC) ,

A N, HN
RO SR o

NH
), N=" (1), vy (PG) .

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (All) es

de Foérmula (XI), mostrada anteriormente.

Oligbmeros

Las propiedades importantes de subunidades a base de
morfolino incluyen: 1) la capacidad de ser enlazadas en una
forma oligomérica por enlaces de esqueleto estables, no
cargados o positivamente cargados; 2) la capacidad de soportar

una base de nucledétido (por ejemplo adenina, citosina, guanina,
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timidina, uracilo, 5-metil-citosina e hipoxantina) de modo que
el polimero formado puede hibidrarse con un &acido nucleico
objetivo de base complementaria, incluyendo ARN objetivo; 3)
la capacidad del oligbmero para ser activa o pasivamente
transportado en células de mamifero; y 4) la capacidad del
oligbmero y heteroduplex de o0ligbébmero:ARN para resistir la
degradacidén de ARNsa y RNasa H, respectivamente.

En algunas modalidades, los oligbdmeros antisentido
contienen modificaciones o sustituciones de base. Por ejemplo,
ciertas nucleobases se pueden seleccionar para aumentar la
afinidad de unidén de los oligbmeros antisentido descritos en
la presente. Se ha mostrado que las sustituciones de 5-
metilcitosina aumentan la estabilidad duplex del acido nucleico
por 0.6-1.2°C, vy se pueden incorporar en los oligbémeros
antisentido descritos en la presente. En una modalidad, al
menos una base de pirimidina del oligbémero comprende una base
de pirimidina 5-sustituida, en donde la base de pirimidina se
selecciona del grupo que consiste de citosina, timina y uracilo.
En una modalidad, la base de primidina b5-sustituida es 5-
metilcitosina. En otra modalidad, al menos una base de purina
del oligébmero comprende hipoxantina.

Los oligémeros a base de morfolino (incluyendo 1los
oligbmeros antisentido) se detallan, por ejemplo, en las
Patentes de Estados Unidos Nos. 5,698,685, 5,217,860,

5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,185,444, 5,521,063,
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5,506,337, 8,299,206, y 8, 076,476, Publicaciones de
Solicitudes de Patentes Internacionales Nos. W0O/2009/064471 y
WO/2012/043730, y Summerton et al. (1997, Antisense and Nucleic
Acid Drug Development, 7, 187-195), cada una de las cuales se
incorpora en en la presente como referencia en su totalidad.

Los compuestos oligoméricos de la descripcidn pueden
tener centros asimétricos, ejes quirales y planos qguirales
(como se describe, por ejemplo, en: E. L. Eliel and S. H. Wilen,
Stereo-chemistry of Carbon Compounds, John Wiley & Sons, New
York, 1994, péaginas 1119-1190, y March, J., Advanced Organic
Chemistry, 3d. Ed., Chap. 4, John Wiley & Sons, New York
(1985)), y pueden presentarse como racematos, mezclas racémicas
y como diasteredmeros individuales, con todos los posibles
isémeros y mezclas de los mismos, incluyendo isdémeros oépticos.
Los compuestos oligoméricos de la descripcidén especificamente
mencionados en la presente, sin alguna indicacién de su
estereoquimica, se destinan a representar todos los posibles
isémeros y mezclas de los mismos.

Especificamente, sin desear estar limitado a
cualquier teoria particular, los compuestos oligoméricos de la
descripcién se prepararon, como se discute en la presente, a
partir de las subunidades de morfolino activadas incluyendo
tales ejemplos no limitantes tal como un compuesto de Fdérmula

(VITII):
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(VIII);
en donde R?, independientemente de cada compuesto de

Férmula (VIII), se selecciona del grupo que consiste de:

O
oj/
/N O /
N
H 7\
Y i
ke )
© (pC), (DBG) ,
N0 N H_ 9
N NH N\e/\\{l
\ﬂ/ N="
O (T), y (PR) .

Cada uno de los compuestos mencionados anteriormente
de Foérmula (VIII), se pueden preparar, por ejemplo, a partir
del correspondiente beta-D-ribofuranosilo como se representa a

continuacidn:
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OH OH
\(E‘B NalO4 B NH3 OB NaCNBH3 OB
L — T —> L —
o 0 HO™ N VoH N
H H

Ver Summerton et al., Antisense & Nucleic Acid Drug
Dev. 7:187-195 (1997). Sin desear estar vinculado a cualquier
teoria particular, la estereoquimica de los dos carbonos
quirales es retenida bajo las condiciones de sintesis de manera
que un numero de posibles estereoisbdmeros de cada subunidad de
morfolino se puede producir con base en la seleccidén de, por
ejemplo, un material de partida alfa-L-ribofuranosilo, alfa-D-
ribofuranosilo, beta-L-ribofuranosilo, o beta-D-
ribofuranosilo.

Por ejemplo, en algunas modalidades, un compuesto de
Férmula (VIII) de la descripcidén puede ser de Fé&rmula (VIIIa):

\ ¢

/N—llvzo
o

X

(VIIIa);
en donde R?, independientemente de cada compuesto de

Foérmula (VIIIa), se selecciona del grupo que consiste de:
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0
0
o
%N 7\
H N
AN NSO ('
i N
N
© (PC), (DPG) ,
0
O =N H
N _NH %’iN 4 \
\ﬂ/ N=/
O (T), y (PR) .

Sin estar vinculado a cualquier teoria particular, la
incorporacién de 10 a 40 compuestos de Fbérmula (VIII), por
ejemplo, en un compuesto oligomérico de la descripcidn puede
resultar en numerosos posibles estereoisdmeros.

Sin desear estar vinculado a <cualquier teoria
particular, los compuestos oligoméricos de 1la descripcidn
comprenden una o0 mas intersubunidades que contienen fosforo,
las cuales crean un centro quiral en cada fosforo, cada uno de
los cuales se designa ya sea como una configuracién “Sp” o “Rp”
como se entiende en la técnica. Sin desear estar vinculado a
cualquier teoria particular, esta quiralidad crea
estereoisdémeros, los cuales tienen una composicidédn gquimica
idéntica pero diferente arreglo tridimensional de sus &atomos.

Sin desear estar vinculado a cualquier teoria
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particular, la configuracidén de cada enlace de intersubunidad
de fosforo se presenta aleatoriamente durante la sintesis de,
por ejemplo, compuestos oligoméricos de la descripcidn. Sin
desear estar vinculado a cualquier teoria particular, el
proceso de sintesis genera un numero exponencialmente grande
de estereoisdémeros de un compuesto oligomérico de 1la
descripcidn debido a que los compuestos oligoméricos de 1la
descripcidn estan comprendidos de numerosos enlaces de
intersubunidad de fosforo - con cada enlace de intersubunidad
de fosforo teniendo una configuracidén quiral aleatoria.
Especificamente, sin desear estar vinculado a cualquier teoria
particular, cada enlace de intersubunidad de una subunidad de
morfolino adicional duplica el numero de estereoisdmeros del
producto, de modo gque una preparacién convencional de un
compuesto oligomérico de la descripcidén es de hecho una mezcla
altamente heterogénea de 2N estereoisdmeros, donde N representa
el nUmero de enlaces de intersubunidad de fosforo.

Por lo tanto, a menos que se indique lo contrario,
tales isbébmeros, incluyendo mezclas diastereoméricas %
enantioméricas vy enantidémeros y diasteredmeros puros se
incluyen tal como, por ejemplo, cuando uno o mas enlaces de uno
o0 mas estereocentros se indica por “-” o “~~"” o un equivalente
como se entenderia en la técnica.

La Tabla 1 representa varias modalidades de

subunidades de morfolino proporcionas en los procesos descritos
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en la presente.

Tabla 1: Diversas modalidades de subunidades de morfolino.
NH
o) 2 o) o
P// N AN P// N
o <] o <
> _
\ Oj/N N \ Oj/N N NH,
N N
o NH, o (0]
/) /)
AL A AL~
—N /& —N /&
oj,N o) \ K[oj,N o)
N N
NH (0]
f‘{//o 2 ;{//O
P SN P N
O | P N O 4 )NH
N N
5_Me_c = ’\NVVL\NW 'vvvvl/vvvv
L
/
NH
AN
A Oy
\ o _N” o
N
U = ’\I\Mlll\l\l\l\z
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EJEMPLOS

Los ejemplos se han descrito a continuacidén para el
propdsito de ilustracidn y para describir ciertas modalidades
especificas de la descripcidn. Sin embargo, el alcance de las
reivindicaciones de ninguna manera serd limitado por 1los
ejemplos descritos en la presente. Varios cambios y
modificaciones a las modalidades descritas serdn evidentes para
los expertos en la técnica y tales cambios y modificaciones
incluyendo, sin limitacién, los relacionados con las
estructuras, sustituyentes, derivados, formulaciones o métodos
quimicos de la descripcidn se pueden realizar sin apartarse del
espiritu de la descripcidn y el alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Las definiciones de las variables en las estructuras
en los esquemas de reaccién son acordes con las de las
posiciones correspondientes en las férmulas presentadas en la

presente.

Ejemplo 1: Sintesis de Anclaje de NCP2
1. Preparacidén de 4-Fluoro-3-Nitrobenzoato de metilo (1)

OxOH O _OMe

O,N ON
F

1

A un matraz de 100 L se cargaron 12.7 kg de &4cido 4-



10

15

20

25

121

fluoro-3-nitrobenzoico, se afladieron 40 kg de metanol y 2.82
kg de &cido sulfirico concentrado. La mezcla se agitd a reflujo
(65° C) durante 36 horas. La mezcla de reaccién se enfrié a 0°
C. Se formaron cristales a 38° C. La mezcla se mantuvo a 0° C
durante 4 hrs, luego se filtrd bajo nitrdédgeno. 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 secd en
el embudo durante 1 hora, se transfirid a bandejas y se secd
en un horno de vacio a temperatura ambiente a un peso constante
de 13.695 kg de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo (100% de

rendimiento; HPLC 99%).

2. Preparacién de Acido 3-Nitro-4- (2-oxopropil)benzoico
A. (Z)-4- (3-Hidroxi-1-Metoxi-1-Oxobut-2-en-2-i1)-3-

Nitrobenzoato de Metilo (2)

Os__OMe
@) OMe
> ON
O,N O
OH O
1 2

A un matraz de 100 L se cargaron 3.98 kg de 4-fluoro-
3-nitrobenzoato de metilo (1) de la etapa previa, 9.8 kg de
DMF, 2.81 kg de acetoacetato de metilo. La mezcla se agitd y

se enfrié a 0° C. A esto se afiadieron 3.66 kg de DBU durante
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aproximadamente 4 horas mientras la temperatura se mantuvo a o
por debajo de 5° C. La mezcla se agitdé 1 hora adicional. Al
matraz de reaccidn se afiadid una solucidn de 8.15 kg de acido
citrico en 37.5 kg de agua purificada mientras la temperatura
de reaccidén se mantuvo a o por debajo de 15° C. Después de la
adicién, la mezcla de reaccidn se agitd wunos 30 minutos
adicionales, luego se filtrd bajo nitrdédgeno. La torta de filtro
himeda se regresd al matraz de 100 L junto con 14.8 kg de agua
purificada. La lechada se agitdé durante 10 minutos, luego se
filtrd. La torta humeda de nuevo se regresd al matraz de 100
L, se formdé en lechada con 14.8 kg de agua purificada durante
10 minutos, y se filtrdé a (Z)-4-(3-hidroxi-l-metoxi-1l-oxobut-

2-en-2-1i1l1)-3-nitrobenzoato de metilo crudo.

B. Acido 3-Nitro-4-(2-oxopropil)benzoico

Os_OMe O. _OH
—
OxN O,N
A O
OH O 0
2 3

El (Z)-4-(3-hidroxi-l-metoxi-l-oxobut-2-en-2-il1)-3-
nitrobenzoato de metilo crudo se cargd a un matraz de reacciodn
de 100 L bajo nitrdégeno. A esto se afiadieron 14.2 kg de 1,4-

dioxano y luego se agitdé. A la mezcla se afiadidé una solucidn
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de 16.655 kg de HC1l concentrado y 13.33 kg de agua purificada
(HC1 ©6M) durante 2 horas mientras la temperatura de la mezcla
de reaccién se mantuvo por debajo de 15° C. Cuando la adicidn
se completd, la mezcla de reaccidn se calentd a reflujo (80°
C) durante 24 horas, se enfridé a temperatura ambiente, y se
filtrd bajo nitrdgeno. La torta de filtro sbdélida se triturd con
14.8 kg de agua purificada, se filtrd, se triturd de nuevo con
14.8 kg de agua purificada, y se filtrdé. E1l sbdélido se regresd
al matraz de 100 L con 39.9 kg de DCM y se sometid a reflujo
con agitacidén durante 1 hora. Se afiadieron 1.5 kg de agua
purificada para disolver los sbélidos remanentes. La capa
organica inferior se divididé a un matraz precalentado de 72 1,
luego se regresd a un matraz limpio y seco de 100 L. La solucidn
se enfrié a 0° C, se mantuvo durante 1 hora, luego 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, luego se secd en
el embudo. El sé6lido se transfiridé a bandejas y se secd a un
peso constante de 1.855 kg de Acido 3-Nitro-4-(2-
oxopropil)benzoico. Rendimiento general de 42% del compuesto

1. HPLC 99.45%.

3. Preparacién de Succinato de N-Tritilpiperazina (NTP)

NH,*

2 e O
ShelE ale
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A un matraz encamisado de 72 L se cargaron bajo
nitrdédgeno 1.805 kg de cloruro de trifenilmetilo y 8.3 kg de
tolueno (Solucidén de TPC). La mezcla se agitd hasta que los
s6lidos se disolvieron. A un matraz de reaccidén encamisado de
100 L se afiadieron bajo nitrdégeno 5.61 kg de piperazina, 19.9
kg de tolueno, y 3.72 kg de metanol. La mezcla se agitd y se
enfrié a 0° C. A esto se afadidé lentamente en porciones la
solucidén de TPC durante 4 horas mientras la temperatura de
reaccidén se mantuvo a o por debajo de 10° C. La mezcla se agitd
durante 1.5 horas a 10° C, luego se dejdé calentar a 14° C. Se
cargaron 32.6 kg de agua purificada al matraz de 72 L, luego
se transfirid al matraz de 100 L mientras la temperatura interna
del lote se mantuvo a 20+/-5° C. Las capas se dejaron dividir
y la capa acuosa inferior se separd y se 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
solucibébn acuosa almacenada.

La capa organica restante se enfrié a 18° C y una
solucién de 847 g de &acido succinico en 10.87 kg de agua
purificada se afiadidé lentamente en porciones a la capa organica.
La mezcla se agité durante 1.75 horas a 20+/-5° C. La mezcla
se filtrd, y los sdélidos se lavaron con 2 kg de TBME y 2 kg de
acetona, luego se secaron en el embudo. La torta de filtro se
triturd dos veces con 5.7 kg cada una de acetona y se filtrd y

se lavd con 1 kg de acetona entre las trituraciones. El sélido
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se secd en el embudo, luego se transfirid a bandejas y se secd
en un horno de vacio a temperatura ambiente a un peso constante

de 2.32 kg de NTP. Rendimiento de 80%.

4. Preparacidén de (4- (2-Hidroxipropil) -3-Nitrofenil) (4-
Tritilpiperazin-1-il)Metanona
A. Preparacién de 1-(2-Nitro-4(4-Tritilpiperazin-1-

Carbonil)Fenil) Propan-2-ona

Oy OH ¢! N\{_\N O
O.N O,N
ol el

3 4

A un matraz encamisado de 100 L se cargaron bajo
nitrégeno 2 kg de Acido 3-Nitro-4- (2-oxopropil)benzoico (3),
18.3 kg de DCM, 1.845 kg de clorhidrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC.HC1l). La soluciédn
se agitd hasta que se formd una mezcla homogénea. Se afiadieron
3.048 kg de NTP durante 30 minutos a temperatura ambiente y se
agitd durante 8 horas. Se afiadieron 5.44 kg de agua purificada
a la mezcla de reaccidén y se agitd durante 30 minutos. Las
capas se dejaron separar y la capa organica inferior que

contenia el producto se drend y se almacend. La capa acuosa se
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extrajo dos veces con 5.65 kg de DCM. Las capas organicas
combinadas se lavaron con una solucidén de 1.08 kg de cloruro
de sodio en 4.08 kg agua purificada. Las capas organicas se
secaron sobre 1.068 kg de sulfato de sodio y se filtraron. El
sulfato de sodio se lavd con 1.3 kg de DCM. Las capas organicas
combinadas se formaron en lechada con 252 g de gel de silice y
se filtraron a través de un embudo de filtro gue contenia un
lecho de 252 g de gel de silice. El1 lecho de gel de silice se
lavdé con 2 kg de DCM. Las capas organicas combinadas se
evaporaron en un evaporador rotatorio. Se afiadieron 4.8 kg de
THF al residuo y luego se evapord en el evaporador rotatorio
hasta que se lograron 2.5 volumenes de la 1-(2-nitro-4(4-

tritilpiperazin-l-carbonil) fenil)propan-2-ona cruda en THF.

B. Preparacidén de (4- (2-Hidroxipropil)-3-Nitrofenil) (4-

Tritilpiperazin-1-il)Metanona (5)

O OM
W%oﬁé 0

o

4 5

A un matraz encamisado de 100 L se cargaron bajo
nitrdédgeno 3600 g de 4 de la etapa previa y 9800 g de THF. La

solucién agitada se enfridé to <5°C. La solucidén se diluyd con
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11525 g de etanol y se afiadieron 194 g de borohidruro de sodio
durante aproximadamente 2 horas a <5°C. La mezcla de reacciédn
se agitd unas 2 horas adicionales a <5°C. La reaccidén se apagd
con una solucidén de aproximadamente 1.1 kg de cloruro de amonio
en aproximadamente 3 kg de agua por adicidén lenta para mantener
la temperatura a <10°C. La mezcla de reaccidén se agitd unos 30
minutos adicionales, se filtrd para remover los inorganicos, y
se recargd a un matraz encamisado de 100 L y se extrajo con 23
kg de DCM. La capa organica se separd y lo acuoso se extrajo
dos veces mas con 4.7 kg de DCM cada una. Las capas organicas
combinadas se lavaron con una solucidén de aproximadamente 800
g de cloruro de sodio en aproximadamente 3 kg de agua, luego
se secaron sobre 2.7 kg de sulfato de sodio. La suspensidén se
filtrdé y la torta de filtro se lavdé con 2 kg de DCM. Los
filtrados combinados se concentraron a 2.0 volUmenes, se
diluyeron con aproximadamente 360 g de acetato de etilo, y se
evaporaron. El producto crudo se cargd sobre una columna de gel
de silice de 4 kg de silice empacada con DCM bajo nitrdégeno vy
se eluydé con 2.3 kg acetato de etilo en 7.2 kg de DCM. Las
fracciones combinadas se evaporaron y el residuo se recuperd
en 11.7 kg de tolueno. La solucidén de tolueno se filtrd y la
torta de filtro se lavd dos veces con 2 kg de tolueno cada una.
La torta de filtro se secd a un peso constante de 2.275 kg de

o)

compuesto 5 (46% de rendimiento del compuesto 3) HPLC 96.99%.
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5. Preparacién de 2,5-Dioxopirrolidin-1-il1(1-(2-Nitro-4- (4-
trifenilmetilpiperazin-1 Carbonil)Fenil)Propan-2-il)Carbonato

(Anclaje de NCP2)

O N
o) o) T\ _Tr
O N 7 A
ﬁN/Tr N\ )J\ /N
O O
O O O,N
O,N o)
O O.
T
OH O
O
5 Anclaje de NCP2

A un matraz encamisado de 100 L se cargaron bajo
nitrébgeno 4.3 kg de compuesto 5 (el peso se ajustd con base en
el tolueno residual por H! NMR; todos los reactivos aqui después
se escalaron por consiguiente) y 12.7 kg de piridina. A esto
se cargaron 3.160 kg de DSC (78.91% en peso por H! NMR) mientras
que la temperatura interna se mantuvo a <35°C. La mezcla de
reaccidén se envejecid durante aproximadamente 22 horas a
ambiente, luego se filtrd. La torta de filtro se lavd con 200
g de piridina. En dos lotes, cada uno comprendiendo *» del
volumen filtrado, el lavado de filtrado se cargd lentamente a
un matraz encamisado de 100 L gque contenia una solucidén de
aproximadamente 11 kg de &cido citrico en aproximadamente 50
kg de agua y se agitdé durante 30 minutos para permitir la
precipitacién de sélido. E1l sdédélido se recolectd con un embudo

de filtro, se lavd dos veces con 4.3 kg de agua por lavado y
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se secd en el embudo de filtro bajo vacio.

Los sbélidos combinados se cargaron a un matraz
encamisado de 100 L y se disolvieron en 28 kg de DCM y se
lavaron con una solucidén de 900 g de carbonato de potasio en
4.3 kg de agua. Después de 1 hora, las capas se dejaron separar
y la capa acuosa se removid. La capa organica se lavd con 10
kg de agua, se separd y se secd durante 3.5 kg de sulfato de
sodio. E1 DCM se filtrd, se evapord y se secd bajo vacio a 6.16

kg de anclaje de NCP2 (114% de rendimiento).

Ejemplo 2: Sintesis de Resina Cargada con Anclaje

A un reactor de sintesis de fase sdélida de 75 L con
un grifo de cierre de Tefldn se cargaron aproximadamente 52 L
de NMP y 2300 g de resina de aminometil poliestireno. La resina
se agitdé en el NMP para hincharse durante aproximadamente 2
horas, luego se drendé. La resina se lavdé dos veces con
aproximadamente 4 L de DCM por lavado, luego dos veces con 39
L de Solucién de Neutralizacidédn por lavado, luego dos veces
con 39 L de DCM por lavado. La Solucién de Anclaje de NCP2 se
afiadié lentamente a la solucidén de resina agitada, se agitd
durante 24 horas a temperatura ambiente, y se drend. La resina
se lavd cuatro veces con 39 L de NMP por lavado, y seis veces
con 39 L de DCM por lavado. La resina se tratd y se agitd con
¥ de la Solucidén de Terminacidédn de Cadena DEDC durante 30

minutos, se drend y se tratd y se agitd con la 2@ ¥ de la
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Solucidén de Terminacidén de Cadena DEDC durante 30 minutos y se
drendé. La resina se lavd seis veces con 39 L de DCM por lavado,
luego se secd en un horno a peso constante de 3573.71 g de

Resina Cargada con Anclaje.

Ejemplo 3: Preparacién de Cola EG3 Activada (Ver FIG. [2])

1. Preparacidén de Tritil Piperazin Fenil Carbamato 35

O
(@]

H. H
NG O{—/”\\//Coji o :::

N
[j +CI)J\O > [j
O OO

NTP 35

A una suspensién enfriada de NTP en diclorometano (6
mL/g NTP) se afiadié una solucidén de carbonato de potasio (3.2
eq) en agua (4 mL/g de carbonato de potasio). A esta mezcla de
dos fases se afiadidé lentamente una solucidén de cloroformiato
de fenilo (1.03 eq) en diclorometano (2 g/g de cloroformiato
de fenilo). La mezcla de reaccién se calentd a 20°C. Tras la
terminacién de la reaccidén (1-2 hr), las capas se separaron.
La capa organica se lavd con agua, y se secd sobre carbonato
de potasio anhidro. El producto 35 se aisld por cristalizacidn

a partir de acetonitrilo. Rendimiento = 80%
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2. Preparacidén de Alcohol Alcohol de Carbamato 36

[e]
o]

- i OYO\/\O/\/O\/\OH

N N
[ j + HO\/\O/\/O\/\OH —_— [ j
IO (OO

35 36

Anhidrido de sodio (1.2 eq) se suspendid en l-metil-
2-pirrolidinona (32 mL/g de hidruro de sodio). A esta suspensiodn
se afladieron trietilenglicol (10.0 eq) y compuesto 35 (1.0 eq).
La lechada resultante se calentd a 95° C. Tras la terminacidn
de la reaccidén (1-2 hr), la mezcla se enfrid a 20° C. A esta
mezcla, se afiadidé 30% diclorometano/metil terc-butil éter (v:v)
y agua. La capa organica gque contenia el producto se lavd
sucesivamente con NaOH acuoso, acido succinico acuoso y cloruro
de sodio acuoso saturado. El1 producto 36 se aisldé por
cristalizacién a partir de diclorometano/metil terc-butil

éter/heptano. Rendimiento = 90%.

3. Preparacién de Acido de Cola de EG3 37

o
OYO\/\O/\/O\/\OH OYO\/\O/\/O\/\O)K/YOH
[Nj N o
OO e

36 37
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A una solucidén del compuesto 36 en tetrahidrofurano
(7 mL/g 36) se afiadidé anhidrido succinico (2.0 eq) y DMAP (0.5
eq). La mezcla se calentdé a 50° C. Tras la terminacidén de la
reaccién (5 hr), la mezcla se enfridé a 20° C y se ajustd a pH
8.5 con NaHCOs acuoso. Se afiadidé metil terc-butil éter, y el
producto se extrajo en la capa acuosa. Se afadid diclorometano,
y la mezcla se ajustd a pH 3 con 4cido citrico acuoso. La capa
organica que contenia el producto se lavdé con una mezcla de
amortiguador de citrato pH = 3 y cloruro de sodio acuoso
saturado. Esta solucidén de diclorometano de 37 se utilizd sin

aislamiento en la preparacidédn del compuesto 38.

4. Preparacidén de Cola de EG3 Activada 38

o] o [e]
H
%f”\/Aw/\vﬂ\/“m)kvﬂﬁ(w %Y”\/Aw/\vﬂ\/“m)kwﬂw/%E)kigj
N o] N o]

() () .
OO OO

37 38

A la solucidén del compuesto 37 se afiadidé imida del
dcido N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboxilico (HONB) (1.02
eq) , 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0.34 eq), y luego
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) (1.1 eq). La mezcla se calenté a 55° C. Tras la
terminacién de la reaccidén (4-5 hr), la mezcla se enfrid a 20°

C y se lavd sucesivamente con acido citrico 0.2 M/salmuera 1:1
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y salmuera. La solucidén de diclorometano se sometid a

intercambio de solvente con acetona vy luego N, N-

dimetilformamida y el producto se aisld por precipitacidn a
partir de acetona/N,N-dimetilformamida en cloruro de sodio
acuoso saturado. El producto crudo se reformd en lechada varias
veces en agua para remover la N,N-dimetilformamida residual y
Rendimiento = 70%

sales. de Cola de EG3 Activada 38 del

compuesto 36.

Ejemplo 4:

Sintesis en Fase Sélida de 50 L de Sustancia

Farmacolégica Cruda Eteplirsen [Compuesto Oligomérico (XII)]

1. Materiales

Tabla 2: Materiales de Partida

Nombre del | Nombre Quimico Numero CAS Férmula Peso
Material Quimica Molec
ular

Subunidad Ester N, N-dimetil-, [6-[6- | 1155373-30-0 C3gH37C1N704P 722.2
A Activada (benzoilamino) -9H-purin-9-

il]-4-(trifenilmetil)-2-

morfolinil]metilico del &cido

fosforamidocloridico
Subunidad Ester N, N-dimetil-, [6-[4- | 1155373-31-1 C37H37C1NsOsP 698.2
C Activada (benzoilamino) -2-oxo-1 (2H) -

pirimidinil]-4-

(trifenilmetil)-2-

morfolinil]metilico del &cido

fosforamidocloridico
Subunidad Ester 2,2-dimetil-,4-[[[9-[6- | 1155309-89-9 Cs1H53C1N707P 942.2
DPG [[[cloro(dimetilamino) fosfin
Activada il]Joxi]metil]-4-

(trifenilmetil)-2-

morfolinil]-2-[(2-
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fenilacetil)amino]-9H-purin-
6-il]Joxi]metil]fenilico del

4dcido propanoico

isoindol-2-1i1] 4-12-[2-[2-
[[[4-(trifenilmetil)-1-

piperazinil]carbonil]oxi]eto
xiletoxi]letil] del acido

butanodioico

Subunidad Fosforamidocloridic acid, | 1155373-34-4 C31H34C1N4OsP 609.1
T Activada | Ester N,N-dimetil-, [6-(3,4-

dihidro-5-metil-2,4-dioxo-

1(2H) -pirimidinil) ]-4-

(trifenilmetil)-2-

morfolinil]metilico del &cido

fosforamidocloridico
Cola de | Ester 1-[3aR,4S,7R,7aS)- | 1380600-06-5 C43H47N3010 765.9
EG3 1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1, 3-
Activada dioxo-4, 7-metano-2H-

Estructuras Quimicas de los Materiales de Partida:

A. Cola de EG3 Activada

B. Subunidad C Activada

9

0 0
H
OYO\/\O/\/O\/\O)WO\Ni ;
0]
H

O

Compuesto (B)

Estados Unidos No. 8,067,571)

(Para la preparacidén, ver Patente de
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C. Subunidad A Activada

Estados Unidos No.

D. Subunidad DPG Activada

2009/064471)

135

N.__0O
O m/

O:T, ig/N

Compuesto

8,067,571)
?
P=0

\
N—
N

—

R

Compuesto

O

(Para la preparacidn,

(C1)

H O

\

(D1)

(Para la preparacién,

p?

.;.(@

Compuesto

(E1)

ver

ver Patente de

WO
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E. Subunidad T Activada (Para 1la

2013/082551)
C

\

N—PZO o

/ ~

5 O N\ﬂ/ H
j/ 0
10 Compuesto (F1)

F. Resina Cargada con Anclaje

0

. O Q

s 7 &
O N

Formula (I)

en donde R! es un medio de soporte.

20

preparacidn,

ver

WO

Tabla 3: Descripcidén de Soluciones para la Sintesis de Oligbmero

en Fase S6lida de la Sustancia Farmacoldgica Cruda Eteplirsen

Nombre de la Composicidén de la Solucidn

Solucidn

Solucidédn de

25 Anclaje de NCP2

37.5 L de NMP y 1292 g de Anclaje de NCP2
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Solucidn de 4.16 L de Dicarbonato de Dietilo (DEDC), 3.64 L
Terminacidén de de NEM, y 33.8 L de DCM
Cadena DEDC

Solucidén CYTFA 2.02 kg de 4-cianopiridina, 158 L de DCM, 1.42 L
de TFA, 39 L de TFE, y 2 L de agua purificada

Solucidn de 35.3 L de IPA, 7.5 L de DIPEA, y 106.5 L de DCM
Neutralizacidn

Solucidén de 1,530.04 g de DTT, 6.96 L de NMP, y 2.98 L de
Escisién DBU

2. Sintesis de la Sustancia Farmacoldgica Cruda Eteplirsen

A. Hinchamiento de la resina

Se cargaron 750 g de Resina Cargada con Anclaje vy
10.5 L de NMP a un reactor silanizado de 50 L y se agitd durante
3 horas. El1 NMP se drend y la Resina Cargada con Anclaje se
lavd dos veces con 5.5 L cada una de DCM y dos veces con 5.5 L

cada una de 30% TFE/DCM.

B. Ciclo 0: Acoplamiento de Cola de EG3

La Resina Cargada con Anclaje se lavd tres veces con
5.5 L cada una de 30% TFE/DCM y se drend, se lavd con 5.5 L de
solucidén de CYFTA durante 15 minutos y se drend y de nuevo se
lavdé con 5.5 L de Solucidén de CYTFA durante 15 minutos sin
drenado a la cual se cargaron 122 mL de 1:1 NEM/DCM y la
suspensién se agitd durante 2 minutos y se drend. La resina se
lavd dos veces con 5.5 L de Solucidn de Neutralizacidn durante

5 minutos y se drend, luego dos veces con 5.5 L cada una de DCM
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y se drend. Una solucidn de 706.2 g de cola de EG3 activada (MW
765.85) y 234 mL de NEM en 3 L de DMI se cargaron a la resina
y se agitd durante 3 horas a RT y se drend. La resina se lavd
dos veces con 5.5 L cada una de Solucidén de Neutralizacidn
durante 5 minutos por cada lavado, y una vez con 5.5 L de DCM
y se drend. Una solucidén de 374.8 g de anhidrido benzoico y 195
mL de NEM en 2680 mL de NMP se cargaron y se agitdé durante 15
minutos y se drend. La resina se agitd con 5.5 L de Solucidn
de Neutralizacidén durante 5 minutos, luego se lavd una vez con
5.5 L de DCM y dos veces con 5.5 L cada una de 30% TFE/DCM. La
resina se suspendidé en 5.5 L de 30% TFE/DCM y se mantuvo durante

14 horas.

C. Ciclos 1-30 de Acoplamiento de Subunidad

i. Tratamientos de pre-acoplamiento

Antes de cada ciclo de acoplamiento como se describe
en la Tabla 4, la resina: 1) se lavd con 30% TFE/DCM; 2) a) se
tratdé con Solucidén de CYTFA 15 minutos y se drend, y b) se
tratd con Solucién de CYTFA durante 15 minutos a la cual se
afiadié 1:1 NEM/DCM, se agitd, y se drend; 3) se agitd tres
veces con Solucidén de Neutralizacidn; y 4) se lavd dos veces

con DCM. Ver Tabla 4.

ii. Tratamientos Post-Acoplamiento

Después que cada solucidén de subunidad se drend como
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se describe en la Tabla 4, la resina: 1) se lavd con DCM; y 2)
se lavdé dos veces con 30% TFE/DCM. Si la resina se mantuvo
durante un periodo de tiempo antes del siguiente ciclo de
acoplamiento, el segundo lavado con TFE/DCM no se drend y la
resina se retuvo en la solucién de lavado con 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 con IPA Final

Después que la etapa de acoplamiento final se realizd
como se describe en la Tabla 4, la resina se lavdé 8 veces con
19.5 L cada una de IPA, y se secd bajo vacio a temperatura
ambiente durante aproximadamente 63.5 horas a un peso seco de

5,579.8 g.

C. Escisidn

La Sustancia Farmacoldégica Cruda Eteplisen unida a la
resina anterior se divididé en dos lotes, cada lote se tratd
como sigue. Un lote de 2,789.9 g de resina: 1) se agitd con 10
L de NMP durante 2 hrs, luego el NMP se drend; 2) se lavd tres
veces con 10 L cada una de 30% TFE/DCM; 3) se tratd con 10 L

de Solucidén de CYTFA durante 15 minutos; y 4) 10 L de Solucidn
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de CYTFA durante 15 minutos a la cual luego se afiadieron 130
ml de 1:1 NEM/DCM y se agitd durante 2 minutos y se drend. La
resina se tratd tres veces con 10 L cada una de Solucidn de
Neutralizacidén, se lavd seis veces con 10 L de DCM, y ocho
veces con 10 L cada una de NMP. La resina se tratd con una
Solucidén de Escisidén de 1530.4 g de DTT y 2980 DBU en 6.96 L
de NMP durante 2 horas para separar la Sustancia Farmacoldgica
Cruda Eteplisen de la resina. La solucidén de Escisidn se drend
y se retuvo en un recipiente separado. El1l reactor y la resina
se lavaron con 4.97 L de NMP la cual se combind con la Solucidn

de Escisidn.

Tabla 4:
Ciclo Tratamiento de Pre-Acoplamiento Ciclo de Acoplamiento Tratamiento de
No.: Post-Acoplamiento
Subuni 1 2 3 4 1 2
dad | Lavado con| Solucién de Solucién de Lavado | Cantidad Tiempo de Lavado | Lavado
(SU) 30% CYTFA! | Neutralizacion con de Acoplamiento con | con30%
TFE/DCM DCM SU (g) RT (Hrs.) DCM | TFE/DC
NEM (L) M
DMI (L)
1:C 55L a)55L 3x55L 55L 536.7 g; 5 55L 2x5.5L
b)5.5L, 122 195 ml de
ml NEM;
32Lde
DMI
2:T 7.0L a) 7L 3x7L 2x7L 4682 gy 4.25 7L 2x7 L2
b) 7L, 158 195 ml de
ml NEM 3.2
L de DMI
3:C 8L a)8L 3x8 L 2x8 L 536.7 g; 4.25 8L 2x8 L
b)8 L, 182 195 ml de
ml NEM;
34Lde
DMI
4:C 9L a)9L 3x9 L 2x9 L 536.7 g; 4.25 9L 2x9 L}
b) 9L, 206 195 ml de
ml NEM;
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Ciclo Tratamiento de Pre-Acoplamiento Ciclo de Acoplamiento Tratamiento de
No.: Post-Acoplamiento
Subuni 1 2 3 4 1 2
dad | Lavado con| Solucion de Solucion de Lavado | Cantidad Tiempo de Lavado | Lavado
(SU) 30% CYTFA' | Neutralizacién con de Acoplamiento con | con30%
TFE/DCM DCM SU (g) RT (Hrs.) DCM | TFE/DC
NEM (L) M
DMI (L)
3.6Lde
DMI
5:A 95L a)9.5L 3x9.5L 2x9.5L | 5552¢g; 4.25 95L 2x9.5L
b) 9.5 L, 220 195 ml de
ml NEM;
34Lde
DMI
6:A 10L a) 10 L 3x10L 2x10 L 5552 g; 4.25 10L 2x10 L*
b) 10L, 232 195 ml de
ml NEM;
345L de
DMI
7:C 11L a) 11L 3x11L 2x11L 536.7g; 4.25 11L 2x11L
b) 11L, 195ml de
256ml NEM;
3.57L de
DMI
8:A 11L a) 11L 3x11L 2x11L 555.2g; 4.25 11L 2x11L3
b) 11L, 195ml de
256ml NEM;
3.64L de
DMI
9:T 11.5L a) 11.5L 3x11.5L 2x 468.2g; 4.25 11.5L | 2x11.5L
b) 11.5L 11.5L 195ml de
268ml NEM;
3.72L de
DMI
10:C 12L a) 12L 3x12L 2x12L 536.7g; 4.25 12L 2x12L6
b) 12L, 195ml de
280ml NEM;
3.96L de
DMI
11:A 13.5L a) 13.5L 3x13.5L 2x 721.7g; 4.25 13.5L | 2x13.5L
b) 13.5L, 13.5L 253ml de
204ml NEM;
4.02L de
DMI
12:A 13.5L a) 13.5L 3x13.5L 2x 721.7g; 4.25 13.5L | 2x13.5L7
b) 13.5L, 13.5L 253ml de
204ml NEM;
4.02L de
DMI
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Ciclo Tratamiento de Pre-Acoplamiento Ciclo de Acoplamiento Tratamiento de
No.: Post-Acoplamiento
Subuni 1 2 3 4 1 2
dad | Lavado con| Solucion de Solucion de Lavado | Cantidad Tiempo de Lavado | Lavado
(SU) 30% CYTFA' | Neutralizacién con de Acoplamiento con | con30%
TFE/DCM DCM SU (g) RT (Hrs.) DCM | TFE/DC
NEM (L) M
DMI (L)
13:DPG 14L a) 14L 3x14L 2x14L 941.9¢g; 4.25 14L 2x14L
b) 14L, 253ml de
216ml NEM;
4.02L de
DMI
14:DPG 14.5L a) 14.5L 3x14.5L 2x 941.9¢g; 4.25 14.5L | 2x14.5L8
b) 14.5L, 145L | 253ml de
228ml NEM;
4.1L de
DMI
15:A 15.5L a) 15.5L 3x15.5L 2x 721.7g; 4.25 15.5L | 2x15.5L
b) 15.5L, 15.5L 253ml de
254ml NEM;
4.26L de
DMI
16:A 15.5L a) 15.5L 3x15.5L 2x 721.7g; 4.25 15.5L | 2x15.5L°
b) 15.5L, 15.5L 253ml de
254ml NEM;
4.26L DE
DMI
17:DPG 16L a) 16L 3x16L 2x16L 941.9¢g; 4.75 16L 2x16L
b) 16L, 253ml de
366ml NEM;
4.4L de
DMI
18:A 16.5L a) 16.5L 3x16.5L 2x 721.7g; 4.25 16.5L |2x16.5L1°
b) 16.5L, 16.5L | 253ml de
378ml NEM;
4.4L de
DMI
19:T 16.5L a) 16.5L 3x16.5L 2x 608.7g; 4.25 16.5L | 2x16.5L
b) 16.5L, 16.5L | 253ml de
378ml NEM;
4.57L de
DMI
20:DPG 17L a) 17L 3x17L 2x17L 941.9¢g; 4.75 17L 2x17L1
b) 17L, 253ml de
390ml NEM;
4.57L de
DMI
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Ciclo Tratamiento de Pre-Acoplamiento Ciclo de Acoplamiento Tratamiento de
No.: Post-Acoplamiento
Subuni 1 2 3 4 1 2
dad | Lavado con| Solucion de Solucion de Lavado | Cantidad Tiempo de Lavado | Lavado
(SU) 30% CYTFA' | Neutralizacién con de Acoplamiento con | con30%
TFE/DCM DCM SU (g) RT (Hrs.) DCM | TFE/DC
NEM (L) M
DMI (L)
21:DPG 17L a) 17L 3x17L 2x17L 1159.2g; 4.25 17L 2x17L
b) 17L, 311ml de
390ml NEM;
4.72L DE
DMI
22:C 17.5L a) 17.5L 3x17.5L 2x 858.7g; 4.75 17.5L |2x17.5L12
b) 17.5L, 17.5L | 311mlde
402ml NEM;
4.72L de
DMI
23:A 17.5L a) 17.5L 3x17.5L 2x 888.3g; 4.25 17.5L | 2x17.5L
b) 17.5L, 17.5L | 311mlde
402ml NEM;
4.88L de
DMI
24:T 18L a) 18L 3x18L 2x18L 749.1g; 4.25 18L 2x18L1
b) 18L, 311ml de
414ml NEM;
4.95L de
DMI
25:T 18L a) 18L 3x18L 2x18L 749.1g; 4.25 18L 2x18L
b) 18L, 311ml de
414ml NEM;
5.1L de
DMI
26:T 18.5L a) 18.5L 3x18.5L 2x 749.1g; 4.25 18.5L |2x18.5L™"
b) 18.5L, 18.5L | 311lmlde
426ml NEM;
5.1L de
DMI
27:C 18.5L a) 18.5L 3x18.5L 2x 858.7g; 4.25 18.5L | 2x18.5L
b) 18.5L, 18.5L | 311lmlde
426ml NEM;
5.25L de
DMI
28:T 19L a) 19L 3x19L 2x19L 749.1g; 4.25 19L 2x19L1
b) I9L, 311ml de
438ml NEM;
5.25L de
DMI
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Ciclo Tratamiento de Pre-Acoplamiento Ciclo de Acoplamiento Tratamiento de
No.: Post-Acoplamiento
Subuni 1 2 3 4 1 2
dad | Lavado con| Solucion de Solucion de Lavado | Cantidad Tiempo de Lavado | Lavado
(SU) 30% CYTFA' | Neutralizacién con de Acoplamiento con | con30%
TFE/DCM DCM SU (g) RT (Hrs.) DCM | TFE/DC
NEM (L) M
DMI (L)
29:A 19L a) 19L 3x19L 2x19L 888.3g; 4.25 19L 2x19L
b) I9L, 311ml de
438ml NEM;
5.41L de
DMI
30:DPG 19.5L a) 19.5L 3x19.5L 2x 1159.2g; 4.75 19.5L | 2x19.5L
b) 19.5L, 19.5L 311ml de
450ml NEM;
5.44L de
DMI

' ml indica la cantidad de 1:1 NEM/DCM

2 La resina se mantuvo en esta etapa durante 1/2 dia

3 La resina se mantuvo en esta etapa durante 1/2 dia

4 La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
3 La resina se mantuvo en esta etapa durante 2.5 dias
6 La resina se mantuvo en esta etapa durante 1/2 dia

7 La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
8 La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
° La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
10 1a resina se mantuvo en esta etapa durante 1.5 dias
! La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.3 dias
12 La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
13 La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
14 La resina se mantuvo en esta etapa durante 0.4 dias
15 La resina se mantuvo en esta etana durante 0.3 dias

D. Desproteccidn

La Solucidén de Escisidédn combinada y lavado con NMP
se transfirieron a un recipiente de presidén al cual se afiadieron
39.8L de NH4OH (NH3*H20) que se habia enfriado a una temperatura
de -10° a -25°C en un congelador. El recipiente de presidén se
selld y se calentd a 45°C durante 1l6hrs, luego se dejé enfriar

a 25°C. Esta solucién de desprotecciédn que contenia la sustancia
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farmacoldégica cruda Eteplirsen se diluydé 3:1 con agua

purificada y el pH se ajustd a 3.0 con acido fosfdérico 2M,
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luego a pH 8.03 con NH4OH. HPLC (C18) 73-74% (Figura 1).
Tabla 5. Datos de las Figuras 1
Tiempo de | Tiempo de . p
pico # Nombre del Retencion | Ret. Rel. Areé Area PLacas
Compuesto ) {mAu*min) Rel. % (USP)
(min) (Producto)

1 2.488 0.381 0.821928 0.18 1105
2 3.047 0.467 17.661449 3.91 4047
3 3.324 0.509 0.818258 0.18 n.a.
4 3.605 0.552 0.465598 0.10 7
5 4.213 0.645 6.558899 1.45 301
6 4.504 0.690 3.324238 0.74 191690
7 5.160 0.790 5.644073 1.25 651
8 AVI-4658 6.531 1.000 332.238891 73.47 2313
9 7.269 1.113 2.063159 0.46 n.a.
10 7.643 1.170 5.556411 1.23 2734
11 8.139 1.246 8.711530 1.93 3572
12 8.382 1.283 4.654783 1.03 1835
13 8.678 1.329 0.562426 0.12 n.a.
14 9.009 1.379 12.031923 2.66 6078
15 9.500 1.455 0.385563 0.09 n.a.
16 9.626 1.474 1.171507 0.26 46084
17 9.898 1.516 0.484362 0.11 21328
18 10.598 1.623 14.589918 3.23 n.a.
19 10.680 1.635 7.520577 1.66 918
20 10.811 1.656 8.604558 1.90 296
21 11.045 1.691 18.351689 4.06 49919

Ejemplo 5: Purificacién de

La solucidén de desproteccidédn del Ejemplo 2,

Eteplir

sen

la Sustancia Farmacolégica Cruda

parte D,

que contenia la sustancia farmacoldgica cruda Eteplirsen se

cargd en una columna de resina de intercambio anidénico ToyoPearl

Super-Q 65085

(Tosoh Bioscience)

y se eluyd con una gradiente
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de 0-35% B sobre 17 volUmenes de columna (Amortiguador A:

hidréxido de sodio 10 mM; Amortiguador B: cloruro de sodio 1 M

en hidréxido de sodio 10 mM) y fracciones de pureza aceptable
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(C18 y SCX HPLC) se agruparon a una solucidén de producto
farmacéutico purificada. HPLC (Figura 2): 97.74% (C1l8) 94.58%
(SCX) .

La solucidn de sustancia farmacoldgica purificada se

desald y se

liofilizdé a 1959 g de

sustancia farmacoldgica

Eteplirsen purificada. Rendimiento de 61.4%; HPLC (Figura 3):
97.7% (C18) 94.6% (SCX).
Tabla 6. Datos de la Figura 2
Tiempo de | Tiempo de . )
. Nombre del . Area Porcentaje Placas
Pico # Retencidén | Ret. Rel. i )
Compuesto ) {mAu*min) de Area (USP)
(min) (Producto)
1 6.837 0.750 0.050757 0.058 41574
2 7.405 0.813 0.303271 0.344 841
3 8.086 0.887 1.130007 1.280 13
4 8.615 0.9406 2.265128 2.567 761
5 AVI-4658 9.111 1.000 83.468700 94.583 4405
6 10.019 1.100 0.704599 0.798 n.a.
7 11.069 1.215 0.326550 0.370 3044
Tabla 7. Datos de la Figura 3
Tiempo de | Tiempo de . )
) Nombre del o Area Porcentaje Placas
Pico # Retencidén | Ret. Rel. i .
Compuesto ) {mAu*min) de Area (USP)
(min) (Producto)
1 6.866 0.751 0.044399 0.063 608
2 7.794 0.852 0.280589 0.397 n.a.
3 8.188 0.895 0.816793 1.156 209
4 8.644 0.945 1.842896 2.608 1147
5 AVI-4658 9.145 1.000 66.857088 94.622 4664
6 10.058 1.100 0.575793 0.815 n.a.
7 11.103 1.214 0.239454 0.339 4375
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Tabla 8. Acrdénimos

Acrénimo Nombre

DBU 1,8-Diazabicicloundec-7-eno
DCM Diclorometano

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

DMI 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona
DTT Ditiotreitol

IPA Alcohol Isopropilico

MW Peso molecular

NEM N-Etilmorfolina

NMP N-Metil-2-pirrolidona

RT Temperatura ambiente

TFA Acido 2,2,2-Trifluoroacético
TFE 2,2,2-Trifluoroetanol

Incorporacidén como Referencia

El contenido de todas las referencias (incluyendo
referencias de literatura, patentes emitidas, solicitudes de
patente publicadas vy solicitudes de patente copendientes)
citadas en toda esta solicitud se incorporan expresamente en
la presente en sus totalidades. A menos que se define de otro
modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente son de acuerdo con el significado cominmente conocido

por un experto ordinario en la técnica.

Equivalentes

Los expertos en la técnica reconocerédn, o seran
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capaces de determinar wusando no mas que experimentacidn
rutinaria, muchos equivalentes de las modalidades especificas
de la descripcidén descrita en la presente. Tales equivalentes
estéan destinados a ser incluidos por las siguientes

5 reivindicaciones.
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