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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT/US2017/040311
Box No. I Basis of this opinion
1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
z] the international application in the language in which it was filed.
a translation of the international application into which is the language of a translation

furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. D This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized by or notified to
this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a)).

3. |z] With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this opinion has
been established on the basis of a sequence listing:

a. D forming part of the international application as filed:
D in the form of an Annex C/ST.25 text file.
D on paper or in the form of an image file.

b. D furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of international
search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. % furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:
[X] in the form of an Annex C/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

|:] on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section 713).

4. % In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished, the required
statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that forming part of the application as
filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCT/ISA/237 (Box No. I) (January 2015)
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Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be industrially
applicable have not been examined in respect of:

D the entire intenational application.

% claims Nos. 4-10. 12-15

because:

the said international application, or the said claims Nos. relate to the following
subject matter which does not require an international search (specify):

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 4-10, 12-15
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

Claims 4-10 and 12-15 are multiple dependent claims not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

I:] the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported
by the description that no meaningful opinion could be formed (specify):

m no international search report has been established for said claims Nos. 4-10, 12-15

D ameaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the prescribed time limit:

D furnish a sequence listing in the form of an Annex C/ST.25 text file, and such listing was not available to the
International Searching Authority in the form and manner acceptable to it; or the sequence listing furnished did not
comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions.

D furnish a sequence listing on paper or in the form of an image file complying with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching Authority in the
form and manner acceptable to it; or the sequence listing furnished did not comply with the standard provided for in
Annex C of thc Administrative [nstructions.

D pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an invitation under
Rule 13ter.1(a) or (b).

D See Supplemental Box for further details.

Form PCT/ISA/237 (Box No. IHI) (January 2015)
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Box No. V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step and industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Claims 1-3,11,16-22 VES
Claims None NO

Inventive step (IS) Claims 1-3, 11, 16-22 YES
Claims None NO

Industrial applicability (IA) Claims 1-3, 11, 16-22 YES
Claims None NO

2. Citations and explanations:

Claims 1-3, 11, and 16-22 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fairly suggest:

Regarding claim 1, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest a process for preparing an
oligomeric compound of Formula (A): as shown, wherein n is an integer from 10 to 40, and each R2 is, independently for each occurrence,
selected from the group consisting of: structures as shown, wherein the process comprises the sequential steps of: (a) contacting a
compound of Formula (A1): as shown; wherein R1 is a support-medium and R3 is selected from the group consisting of trityl,
monomethoxytrityl, dimethoxytrityl and trimethoxytrityl; with a deblocking agent to form the compound of Formula (lI): as shown; wherein
R1 is a support-medium; (b) contacting the compound of Formula (ll) with a compound of Formula (A2): as shown; wherein R3 is selected
from the group consisting of trityl, monomethoxytrityl, dimethoxytrityl and trimethoxytrityl; to form a compound of Formula (A3): as shown;
wherein R1 is a support-medium, and R3 is selected from the group consisting of trityl, monomethoxytrityl, dimethoxytrityl and
trimethoxytrityl; (c) contacting the compound of Formula (A3) with a deblocking agent to form a compound of Formula (IV): as shown;
wherein R1 is a support-medium; (d) contacting the compound of Formula (IV) with a compound of Formula (A4): as shown; wherein R3 is
selected from the group consisting of trityl, monomethoxytrityl, dimethoxytrityl and trimethoxytrityt, and R4 is selected from the group
consisting of: structures as shown, to form a compound of Formula (A5): as shown; wherein R1 is a support-medium, R3 is selected from
the group consisting of trityl, monomethoxytrityl, dimethoxytrityl and trimethoxytrityl, and R4 is selected from: structures as shown; (e)
performing n-1 iterations of the sequential steps of: (e1) contacting the product formed by the immediately prior step with a deblocking
agent; and (e2) contacting the compound formed by the immediately prior step with a compound of Formula (A8): as shown, wherein R3 is
selected from the group consisting of trityl, monomethoxytrityl, dimethoxytrityl and trimethoxytrityl, and R4 is, independently for each
compound of Formula (A8), selected from the group consisting of: structures as shown, to form a compound of Formula (A9): as shown;
wherein n is an integer from 10 to 40, R1 is a support-medium, R3 is selected from the group consisting of trityl, monomethoxytrityl,
dimethoxytrityl and trimethoxytrityl, and R4 is, independently for each occurrence, selected from the group consisting of: structures as
shown; and (f) contacting the compound of Formula (A9) with a deblocking agent to form a compound of Formula (A10): as shown;
wherein n is an integer from 10 to 40, R1 is a support-medium, and R4 is, independently for each occurrence, selected from the group
consisting of: structures as shown; (g) contacting the compound of Formula (A10) with a cleaving agent to form a compound of Formula
(A11): as shown; wherein n is an integer from 10 to 40, and R4 is, independently for each occurrence, selected from the group consisting
of: structures as shown; and (h) contacting the compound of Formula (A11) with a deprotecting agent to form the oligomeric compound of
Formula (A).

Claims 2, 3, and 11 depend from claim 1, and therefore meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3) for at least the same reasons as
claim 1.

Regarding claim 16, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest a compound of Formula (IX): as
shown, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, wherein: R1 is a support-medium, and R2 is, independently at each occurrence,
selected from the group consisting of: structures as shown, and wherein R2 is at each position from 1 to 22 and 5' to 3": Table, as shown.

Claims 17 and 20 depend from claim 16, and therefore mest the criteria set outin PCT Article 33(2)-(3) for at least the same reasons as
claim 16. .

Regarding claim 18, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest a compound of Formula (X): as
shown; or a pharmaceutically acceptable salt thereof, wherein R1 is a support-medium, and R2 is, independently at each occurrence,
selected from the group consisting of: structures as shown, and wherein R2 is at each position from 1 to 22 and 5' to 3" Table, as shown.

Claim 19 (as best interpreted) depends from claim 18, and therefore meets the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3) for at least the same
reasons as claim 18.

Form PCT/ISA/237 (Box No. V) (January 2015)
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Box No. VHI Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully

supported by the description, are made:
Claim 19 is objected to under PCT Rule 66.2(a)(v) as lacking clarity under PCT Article 6 because claim 19 is indefinite for the following

reason(s):

With regards to claims 19, the claim depends on a non-existent claim (claim 70) which is improper. For the purposes of the Written
Opinion purposed, claim 19 is treated to be dependent on claim 18, as best interpreted.

Form PCT/ISA/237 (Box No. VIII) (January 2015)
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Supplemental Box

In case the space in any of the preceding boxes is not sufficient.
Continuation of:

Regarding claim 21, the prior art of record, individually or in combination, does not teach or fairly suggest a compound of Formula (XI): as
shown, or a pharmaceutically acceptable salt thereof, wherein: R2 is, independently at each occurrence, selected from the group
consisting of: structures as shown, and wherein R2 is at each position from 1 to 22 and 5' to 3': Table, as shown.

Claim 22 depends from claim 21, and therefore meets the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3) for at least the same reasons as claim
21

Claims 1-3, 11, and 16-22 mest the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial applicability because the subject matter
claimed can be made or used in industry.

Form PCT/ISA/237 (Supplemental Box) (January 2015)
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PROCESOS PARA PREPARAR OLIGOMEROS DE MORFOLINO

FOSFORODIAMIDATO

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud de patente reivindica el beneficio de
la Solicitud de Patente Provisional de los Estados Unidos Serie
No. 62/508,256, presentada el 18 de mayo de 2017; Solicitud de
Patente Provisional de los Estados Unidos Serie No. 62/341,049,
presentada el 24 de mayo de 24, 2016, Solicitud de Patente
Provisional de los Estados Unidos Serie No. 62/340,953,
presentada el 24 de mayo de 2016, Solicitud de Patente
Provisional de los Estados Unidos Serie No. 62/357,134,
presentada el 30 de Jjunio de 2016 y Solicitud de Patente
Provisional de los Estados Unidos Serie No. 62/357,153,
presentada el 30 de junio de 2016. Los contenidos completos de
las solicitudes de patente provisionales referenciadas

anteriormente 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 investigacidén. E1l principio detrds de la tecnologia

antisentido es que un compuesto antisentido, por ejemplo, un
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oligonucledétido, el <cual se hibrida a un acido nucleico
objetivo, modula las actividades de expresidén génica tal como
transcripcidn, empalme o traduccidn a través de cualquiera de
un numero de mecanismos antisentido. La especificidad de
secuencia de los compuestos antisentido los hace atractivos
como herramientas para la validaciédén objetivo %
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 exdbdnica que cambia el marco de lectura del exdn, o
introduce un coddén de detencidén, o se caracterizada por la
remocién de un exdén o exones completos fuera de marco, ©
duplicaciones de uno o mads exones, tiene el potencial de
interrumpir la produccién de distrofina funcional, resultando
en DMD.

Los recientes ensayos c¢linicos que analizan la
seguridad y eficacia de oligonucledétidos de modulacidén 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; wvan Deutekom et al.,
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2007). Sin embargo, a pesar de estos éxitos, las opciones
farmacoldédgicas disponibles para el tratamiento de DMD son
limitadas.

Casimersen es un oligbmero de morfolino
fosforodiamidato (PMO) disefiado para saltar el exdn 45 del gen
de distrofina humana en pacientes con DMD que son susceptibles
al salto de exébn 45 para restaurar el marco de lectura vy
producir una forma funcional mé&s corta de la proteina
distrofina.

Aunque se ha realizado un progreso significativo en
el campo de la tecnologia antisentido, permanece una necesidad
en la técnia de métodos para preparar oligdmeros 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 todavia otra modalidad, el compuesto oligomérico

de la descripcidédn incluyendo, por ejemplo, algunas modalidades

de un compuesto oligomérico de Férmula

(C), es un compuesto

oligomérico de Férmula
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Por claridad, las férmulas estructurales incluyendo,

por ejemplo, el compuesto oligomérico de Fdérmula (C)

y
25

Casimersen representado por la Férmula

(XII), son una férmula
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estructural continua desde 5’ a 3’, y, por conveniencia de la
representacién de la férmula completa en una forma compacta en
las férmulas estructurales anteriores, los Solicitantes han
incluido varias roturas de ilustracidédn marcadas “ROTURA A” vy
“ROTURA B”. Como se entenderia por el experto, por ejemplo,
cada indicacidén de “ROTURA A” muestra una continuacidén de la
ilustracidén de la fédrmula estructural en esos puntos. El experto
entiende que los mismo es cierto para cada cado de “ROTURA B”,
“ROTURA C”, 'y “ROTURA D” en las férmulas estructurales
anteriores incluyendo Casimersen. Sin embargo, ninguna de las
roturas de la ilustracidédn estd destinada a indicar, ni el
experto entenderia que significa, una interrupcidén real de las

férmulas estructurales anteriores incluyendo Casimersen.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 y Fig. 2 muestran un cromatograma de
cromatografia liquida de alta resolucidén (HPLC) analitica
representativa de una sustancia farmacoldgica cruda Casimersen
sintetizada y desprotegida (SRP-4045) (ver Ejemplo 4).

La Fig. 3 y Fig. 4 muestran un cromatograma de HPLC
analitica representativa de una solucidén de sustancia
farmacoldégica Casimersen purificada (ver Ejemplo 5).

La Fig. 5 y Fig. 6 muestran un cromatograma de HPLC
analitica representativa de una sustancia farmacoldgica

Casimersen desalada y liofilizada (ver Ejemplo 5).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan procesos para preparar
un oligbébmero de morfolino. El oligbémero 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 oligbémero de morfolino de 1la descripcidn
minimiza o previene la escisidén por RNasa H. En algunas
modalidades, el oligbémero de morfolino de la 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 oligémero 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.
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“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
reaccidén 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)
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 oligémero. 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 oligbébmero 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,
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poliuretanos, TEFLON, etc.), polisacéaridos, nilén o
nitrocelulosa, cerédmica, resinas, silice o materiales a base
de silice incluyendo silicio y silicio modificado, carbédn,
metales, vidrios inorganicos, pléasticos, haces de fibras
6pticas y una variedad de otros polimeros. El medio de soporte
particularmente Gtil vy superficies sdélidas ©para algunas
modalidades se ubican dentro de un aparato de celda de flujo.

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 oligdébmero. Por ejemplo, en algunas
modalidades, un medio de soporte de la descripcidén 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 oligdmero.

Algunos medios de soporte representativos que son
susceptibles a los procesos descritos en la presente incluyen,
pero no se limitan a, los siguientes: vidrio de poro controlado
(CPG); vidrio de poro controlado 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 reaccidn

de tricloro-[3-(4-clorometil)fenil]propilsilani y perlas de
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vidrio poroso (ver Parr and Grohmann, Angew. Chem. Internatl.
Ed. 1972, 11, 314, vendido bajo la marca comercial “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 Lett. 1993, 34, 3373);

matriz en perla de copolimero de estireno/divinilbenceno

reticulado, o POROS, un copolimero de
poliestireno/divinilbenceno (disponible de Perseptive
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 y 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. Chem.
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 hidrofdébico (ver Scott, et
al., J. Chrom. Sci., 1971, 9, 577); polimero de etileno

fluorado sobre el cual se ha injertado poliestireno (ver Kent
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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 &cido acrilico (Geysen, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1984, 81, 3998); una “bolsa de té&” gue contiene
perlas de polimero tradicionalmente usadas (Houghten, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1985, 82, 5131); y combinaciones de los
mismos.

El término “aparato de celda de flujo” se refiere a
una camara qgue 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
composiciédn (por ejemplo, una solucidn) que comprende un acido
quimico o combinacién de &acidos quimicos para remover Jgrupos
protectores. Los 4cidos quimicos ejemplares usados en agentes
de desbloqueo incluyen acidos halogenados, por ejemplo, &cido
cloroacético, é&cido dicloroacético, &cido tricloroacético,
acido fluoroacético, acido difluoroacético y acido
trifluorocacético. En algunas modalidades, un agente de
desbloqueo remueve uno o0 mas grupos tritilo de, por ejemplo,
un oligdmero, un oligbémero unido al soporte, una subunidad

unida al soporte, u otra porcién de nitrdbgeno u oxigeno



10

15

20

25

12

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 terminacidédn 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
soporte que forma un enlace gquimico con una subunidad entrante
u otro grupo activado.

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

El término “agente de desproteccidén” se refiere a
una composicién (por ejemplo, una solucidén liquida o mezcla
gaseosa) que comprende una base guimica (por ejemplo,
amoniaco, 1,8-diazabicicloundec-7-eno o carbonato de potasio)
o0 una combinacidén de bases quimicas Utiles para remover grupos
protectores. Por ejemplo, un agente de desproteccidédn, en
algunas modalidades, puede remover la proteccidén de base de,

por ejemplo, una subunidad de morfolino, subunidades de
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morfolino de un oligbmero 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 inorganicos 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, 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, l-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) .

Los términos “morfolino”, “oligdébmero de morfolino”
o “PMO” (oligdbmero de morfolino fosforamidato o
fosforodiamidato” se refieren a un oligbémero de morfolino

fosforodiamidato de la siguiente estructura general:
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ey

o=p-N"
o AN

B = nucleobase

y como se describe en la Figura 2 de Summerton, J., et al.,
Antisense & Nucleic Acid Drug Development, 7: 187-195 (1997).
Los morfolinos como se describe en la presente estan destinados
a cubrir todos los estereoisdémeros y configuraciones de la
estructura general anterior. Las sintesis, estructuras vy
caracteristicas de unién de los oligbébmeros de morfolino se
destallan en las Patentes de Estados Unidos Nos. 5,698,685,
5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,521,063,
5,506,337, 8,076,470, y 8,299,206, cuyas totalidades se
incorporan en la presente como referencia.

En ciertas modalidades, un morfolino se conjuga en el
extremo 5’ o 3’ del oligdébmero con una porcidén de “cola” para
aumentar su estabilidad y/o solubilidad. Las colas ejemplares
incluyen:

! "Y' NN NN -

Q.

I\

0

oo

F 4
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El término “cola de EG3” se refiere a porciones de
trietilenglicol conjugadas al oligbémero, por ejemplo, en su
extremo 3’ o 5’. Por ejemplo, en algunas modalidades, la “cola
de EG3” conjugada al extremo 3’ de un oligbmero puede ser de

la estructura:

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 Oligémeros de Morfolino

La sintesis generalmente se realiza, 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
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luego se sintetiza acoplando secuencialmente subunidades al
sintdén 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 variable 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 y rutinariamente se colocan en recipientes de
reaccidén mientras los reactivos y solventes reaccionan vy/o
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
disolucién 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
oligbébmeros de morfolino.

Por 1lo tanto, en un aspecto, en la presente se
proporciona a proceso para preparar un compuesto de Férmula

(I1I) :
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0
O,N
2 N/\
K/NH
0
O)\NH

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

compuesto de Férmula (Al):

POAS

C%L_
Z
T

(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).
En otro aspecto, en la presente se proporciona un

proceso para preparar un compuesto de Fbérmula (A3):
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O2N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
i 9
Oéi\N N
R3
(A3) ;

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

grupo qgue consiste de tritilo, monometoxitritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo;

en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (II):

o)
O,N
2 N/ﬁ
k/NH
o
oéI\NH

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

con un compuesto de Férmula (AZ2):

O O
g N/OMO/\/O\/\O/\/O\[&O
O N
i L]
N
ks
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en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de

tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y
trimetoxitritilo;
para formar el compuesto de Fdérmula (A3).
5 En autn otro aspecto, en la presente se proporciona

un proceso para preparar un compuesto de Fbérmula (IV):

N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
A -

o)
O,N

H
R
(IV);
en donde R! es un medio de soporte;
15 en donde el proceso comprende poner en contacto un
compuesto de Férmula (A3):

o)

OsN N//\j o
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
o ° ®
Oéi\NH N
R’ R

(A3) ;

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

25 del grupo gue consiste de tritilo, monometoxitritilo,
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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) :
0
5
N 0
O“ AN NN
0 0 \f
0 N
° ()
O)\NH \ N
N—P=0
R’ / c|>
Y

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

R* se selecciona del grupo gque consiste de:
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| %@Nﬂ\fg
A p

(PC), (DPG) ,

o oY i
Lelqu\g/NH ) %N\e/\(

NH
), N="""(D), vy (PG) ;
en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (IV):

o)

OzN N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
A S
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en donde R! es un medio de soporte;

con un compuesto de Fbérmula (A4):

(Ad) ;
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y

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

= o\Njgi:j; :jir/

(PC), (DPG) ,

H
H O N 0]
S ave Y ~r
N _NH %g; 7 N %%;N N
Y - T
(PR), (P5SmC) ,

O (U), N="" (1), vy (PG),
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para formar un compuesto de Fdérmula (A5).
En otro aspecto, en la presente se proporciona un

proceso para preparar un compuesto de Férmula (A9) :

o ~ e

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

AL, U

R \ -l : |
/
%Nr
I
[ 3]

(A9) ;

en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es
un medio de soporte, R3 se selecciona del grupo gue consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo %
trimetoxitritilo, y R4, independientemente para cada apariciédn,

se selecciona del grupo gque consiste de:
et

(PC) \<;<::> (DPG)
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NH 74 \N %N N
Y - T
o (T), (PA), (P5mC) ,
F;N O\J/\CN
A e
N::(’N
(\]?O /¢N o) HN—P
N NH N /
hig NH
o (U), N="" (1), y (PG); vy

en donde el proceso comprende las etapas secuenciales

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

0]

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

)

Oéi\NH [:N:]

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

con un compuesto de Fbérmula (A4):

|
=0

r
L,

(A4) ;

\
N_
/

—1—0

O
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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:

0
oj/
= \/@
N 74 \
H N
N\
| HN
Ny
© (PC), (DPG) ,

N /\
N
N\
0 O

= F;N 0 HN
SRV
NH

0 (U), N="" (1), vy (PG),

para formar un compuesto de Fdérmula (A5):
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ON | \ /\ . [ 5']
bNNO/\/O\/\O/\/OYO
O4i\NH \\[:N:]
" /N—(l):o
18]
bs
|3
(AD) ;

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

R? se selecciona del grupo que consiste de:

(T), (PA), (P5mC) ,
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F;N O\\/"\CN

N // \
N
o N:(
0
- /¢N 0 HN
L%.LiN\”/NH %NW
NH
> o (U), N="""(1), v (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
10 (b2) poner en contacto el compuesto formado por la

etapa inmediatamente previa con un compuesto de Fbérmula (AS8):

Cl
\ ]
N—P=0

/0

o.__R*
15 :I/
N
ks
(A8) ;
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo %

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

72
e 5
Oy ) &Q
25
° (PC), (DPG),
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En

\
ZT

N

todavia

28

N

NH
N="" (1), y

otro aspecto,

F;N O\\//‘\CN

N

en

7\

N
N:;(
(0]
HN

la

(A9) .

presente

N.__O
[~ “
7\ L@iNN
N
N= \E/
(PA), (P5SmC) ,

Se

proporciona un proceso para preparar un compuesto de Férmula

(A10) :

(A10) ;

\
Al
"
[
[ 3]
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en donde n es un numero entero desde 10 a 40, R! es
un medio de soporte, y R%, independientemente de cada apariciédn,

se selecciona del grupo gue consiste de:
0
oj/
= o\wj;i:j;
%g;N\x%>\V(
N
H
N\
A0d p
| HN
Ny
0
(PC),

(DPG) ,
H
N H O N o)
S aRYe Y. ~r
N. _NH N/ \N %N N
Y - T
O (T), (PR), (P5mC) ,
F;N O\\/"\CN
N /\
N= N
0 = 5
Y A\ e .
NN
NH
0 (U), N="" (1), vy (PG) ;

en donde el proceso comprende poner en contacto un

compuesto de Fdérmula (A9):
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NP o~ o]
K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O
Oj\NH O [Nj
/4
jes
| 3]
(R9) ;

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 aparicidn,

se selecciona del grupo gue consiste de:

Jags
A I

(PC), (DPG) ,
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H 0 §
o S XY
=/
0] ( N

T), (PR), (P5mC) ,
_N o/ CN
N /\
N
N\
= o F;N o) HN 0
R SRV
NH
O (U), N="" (1), v (PG); v

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

un proceso para preparar un compuesto de Férmula (All):
5]

O:N N/\ o)
AN L\v/N\H/A\V/H\O/A\V/O\V/A\O/A\V/O\T7O

(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

que consiste de:

<

a
o~

0
oj/
=" J :
N / \
N
H N=
N. _O 0
e HN
g
° (PC), (DPG)
N H (0]
e Y. HY
NH N \N
N=/
(T), (PA),
o)
= FN o
N\H/NH %N\%\(
NH
(P5mC) , O (U), N="" (1), vy

(PG); vy

en donde el proceso comprende poner en contacto el

compuesto de Férmula (Al1lOQ) :
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o | | 5]
2 N o)
@N e NI NGNS
o Y
] O )
O)\NH l?l
[
3 N o
/s
Y
N
| |
i' 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,

se selecciona del grupo gque consiste de:
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F;N o\\/"\CN

o)
m FN o HN
Y N,
0 (U), N~="""(1), v (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 Foérmula (A):

N 13

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:

_ o)
%li LinN\n/NH
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rJ\T/NHZ rﬁs\f7o N,
%K:N\E/k %z:N\H/NH %izii;ii;ng

(5mC) , O (U), vy
en donde el proceso comprende poner en contacto un

(I);

5
compuesto de Férmula (All):
i [ 5]
O2N N/A\W e}
S L\V/N\ﬂ/”\V/M\O/A\V/O\V/A\O/A\v/O\T¢O
o) N
)
10 [ \ l 1
N—P=0
7
L\[:o R*
J
. |
L n
3|
- [ 3]

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

independientemente de cada aparicidén, se selecciona del grupo

que consiste de:

: J@?

H
No%

25 ° (PC), (DPG) ,
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0 _N O H o)
= r/ = |
N/ \ %N\Q/N
( (PRn), (P5mC) ,

ZT

N NH
\ﬂ/ N
O T),
F;N O\\/"\CN
N / \

N
N:;(
O
HN

O]
7Y A\ p
R R o
NH
© (v), N="" (1), vy (PG); y

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):

N 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:
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Vo N

(), NHz () (T),
/¢N NH,
%N\e/\\(
N
N=—/" (7)),
H\(NHZ 0
% % N
- O
%NT'N %NE;K %Q\(
NH
@ (5mC) , © (U), v N=" (1),

en donde el proceso comprende las etapas secuenciales
de:

(a) poner en contacto un compuesto de Fdérmula (Al):

POA®

?>_
Z
I

R
(A1) 7
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):
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R1
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(IT);

en donde R! es un medio de soporte;

(b)

poner en contacto el compuesto de Fdérmula

con un compuesto de Férmula

tritilo,

o) O
H N/ON
(@]
H (@]

(A2) :

(A2) ;

O/\/O\/\O/\/O\]yo

()
L

(IT)

en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de

monometoxitritilo,

trimetoxitritilo;

O,N

Oéi\N

dimetoxitritilo

para formar un compuesto de Fdérmula (A3):

T

o)

@

N

NO/\/O\/\O/\/O\(O

0

0]

»

Yy
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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) :

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

0] N
OZ\NH N
H
R1
(IV);
en donde R! es un medio de soporte;

(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (IV)

con un compuesto de Férmula (A4):

N
N—P=0
/ (@)
T
N
,Ls

(Ad) ;
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo y

trimetoxitritilo, y R?* se selecciona del grupo gue consiste de:
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e L QQ
© (PC), (DPG) ,

(T), (PR), (P5mC) ,

o/ CN
7\

N
N:;(

{YO - o HN—”
%N\L]/NH %Q\(NH \/<\© .

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

para formar un compuesto de Fdérmula (A5):
(0]

O2N N [51
g

N NO/\/ O\/\O/\/ 0

Oj\NH N
) Y
Y
e
| 3]



10

15

20

25

41

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

R* se selecciona del grupo gque consiste de:

.-

© (PC), (DPG)
N H (0]
ST Y ¢ HY
N_ _NH N \N
\ﬂ/ N=/
O (T), (PRA) , (P5mC)

F;N O\‘//’\\CN
N/ \

N
N<<
O
HN

(U), =" (1), y (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
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etapa inmediatamente previa con un compuesto de Fbérmula (AS8):

Cl
\
/N—I|3=O
o}
O:]/R4
N

(A8) ;

en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de

tritilo,

monometoxitritilo,

trimetoxitritilo, vy R4,

Férmula (A8),

dimetoxitritilo y

independientemente de cada compuesto de

se selecciona del grupo gue consiste de:

(PC)

N
N\
o]
HN
(DPG),
(PRn), (P5mC),
o/ TN
N

(I), vy (PG),
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para formar un compuesto de Fdérmula (A9):

(@]
5']
O2N N/\| O[
K/NMO/\/O\/\O/\/OYO
O N
O
L -
R1 [ \ 1
N—P=0
74
k[N
I i
[ 3]
(A9);

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

se selecciona del grupo gue consiste de:

\[Or
%%;

N
HYO 0 %Y
Y Y

(T), (PA), (P5mC) ,
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Y . o
NS
> (PG); y

NH
© (U), N=" (1), vy

(f) poner en contacto el compuesto de Férmula (A9)

con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de Foérmula

(A10) :
i [ 5]
10 O2N '\[:::1 o
NNO/\/O\/\O/\/O ©
I T
] )
Oéi\NH N
3 Netmo
15 / (lj
"
N
| |
i' n
20 l3']
(A10) ;

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 gue consiste de:

25
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0
oj/
/N O /
N / \
H N
N\
| HN
kad

© (PC), (DPG) ,

o) (T), (PA),
0]
&:%/NH %E;Jii>7‘<%)
(P5mC) , o (U), NQ/NHm, y
F;N O\\/"\CN
N/

N
N:;(
0]
HN

(PG) ;
(g) poner en contacto el compuesto de Férmula (A10)
con un agente de escisidén para formar un compuesto de Fdérmula

(A11) :



10

15

20

25

46

OzN N/A\T 0
N K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
()
r

| n
H

| 3]
(A11);
en donde n es un numero entero desde 10 a 40, y R4,

independientemente de cada aparicidén, se selecciona del grupo

H Eg / \
O
N ﬁ@
© (PC), (DPG),

H 0
0 =N N

que consiste de:

=

2§N NH N\(>>T§
\ﬂ/ N="

0 (T), (PR), (P5mC) ,
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7~ FN o HN
NS
NH
© (U), N=~" (1), vy (PG); vy

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

En una modalidad, la etapa (d) o etapa (e2) comprende
ademas poner en contacto el compuesto de Férmula (IV) 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 acido cianocacético.

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

En otra modalidad, el &cido halogenado es acido

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

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

En otra modalidad, el agente de neutralizacidén esté
en una solucidén que comprende diclorometano 'y alcohol
isopropilico.

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

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

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

En otra modalidad, el anhidrido &cido es anhidrido

benzoico.
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En otra modalidad, los compuestos de Férmula (A4d) vy
Férmula (A8) estadn cada uno, independientemente, en una
solucidén que comprende etilmorfolina y dimetilimidazolidinona.

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

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

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

En aun otra modalidad, el agente de desproteccidn
esta 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 (A4) es

de Férmula (A4da):

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

R4 se selecciona de:



5

1

(@)

15

20

25

%N

~

N

o)

Y
N
T
O]
0]
NH
(

H
N

(P5mC) ,

0]

50

¢
.

N::<
O

HN

(PC), (DPG) ,

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

NQ(
0]
HN

(PG) .

En otra modalidad, el compuesto de Férmula

de Foérmula

(Aba) :

H
N\e/\\( %N N
N::/N \II/
T), (PA),

(AS)

es
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o 5]
O/\/O\/\O/\/OTO
(,
\N—rL:o
/7
10
k3
| 3]
(Ada);

Rl es un medio de soporte

R3 se selecciona del grupo

monometoxitritilo,

que consiste de tritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R? se selecciona de:

(PC),

%N

HN

)

L LB
7\

(DPG) ,
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O
N HuLiN\g/lN
( (PA), (P5mC) ,

N NH
Yy -

T),

FN O\/\CN

(0]
K\f I¢N o N
N
NH
0 (U), N="" (1), vy (PG) .

En todavia otra modalidad, el compuesto de Férmula

(A8) es de Férmula (A8a):

\
N—I|3=O
/ o}
oj/R4
N
ko
(A8a) ;

en donde:

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

R*, 1independientemente en cada aparicién del compuesto de

Férmula (A8a), se selecciona del grupo que consiste de:

0
oj/
H
N (@) o\/‘
N

’4N
N

kae
© (PC), \<\<:> (DBG) ,
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S e Y
N_ _NH N\X%>\“;
\ﬂ/ N=
o (T), (

(P5mC) , O vy,

En aun otra modalidad,

(A9) es de Férmula (A9a) :

5]

(A%9a) ;

N
= |
%%;N\E/N
PA),

(PG) .

el compuesto de Férmula
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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,
5 monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R4, independientemente de cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

gt
. oy o

© (PC), (DPG)
15
N H (0]
OURY Y ¢ HY
ER SR
N=/
O (T), (PRA) , (P5mC)
FN o/ CN
N
20 7 \N
N\
o =
(\f FN o HN
Y NS
NH
O Uy, N=" (1), vy (PG) .

En otra modalidad, el compuesto de Férmula (A10) es

25 de Férmula (AlOa):
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en donde:

n es un numero entero desde 10

55

(Al0a) ;

R! es un medio de soporte,

R4,

independientemente

Yy

de

selecciona del grupo gue consiste de:

(PC),

a 40,

cada

H
3]
aparicién,
0
(DPG) ,

se
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En otra modalidad,

de Foérmula

O,N

(Alla) :

56

N H 0

||

(Alla);

H
N O
NI/\%\( %\l(
\N Y
N="
(PA), (PSmC) ,

F;N O\J/\CN

(PG)

el compuesto de Férmula (All)

es

N
[

\ebeo

/4
oj,R4
N
| |
N

| 3]
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en donde:
n es un numero entero desde 10 a 40, y
R4, independientemente de cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

4
-

N\
N NN P \1( 0
| HN

© (PC), (DPG) ,
H
N H O N 0]
SRy, ~r
N. _NH N/ \N %N N
Y - T
O (T), (PRp), (P5mC) ,
F;N O\\/"\CN
N/ \
N= N
0 = 5
= F;N o HN
NS
NH
© (U), N="" (1), vy (PG)

En una modalidad del compuesto oligomérico de Férmula

(A), n es 22, y R? en cada posicidén es desde 1 a 22 yv 5’ a 3':



5/

Posicidén No.

3/

RZ

5/

58

Posicidédn No.

3/

RZ

5/

Posicidén No.

a 3/

es

(A)

[31

22

IROTURA B
ROTURA B

(C) :

12
13
14
15
16
17
18
19
20

ROTURA A

en donde el compuesto oligomérico de Férmula
ROTURA A

10
un compuesto de Férmula

10
15
20
25
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Casimersen, antes conocido por su nombre de cdédigo
“SPR-4045"”, es un PMO qgue tiene la secuencia de base 5'-
CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG-3’ (SEQ ID DNO:1). Casimersen esta
registrado bajo el Numero de Registro CAS 1422958-19-7. Los
nombres quimicos incluyen:

todo-P-ambo-[P,2',3"'-tridesoxi-P-(dimetilamino) -
2',3"-imino-2"',3"'-seco] (2'a-5") (C-A-A-T-G-C-C-A-T-C-C-T-G-G-A-
G-T-T-C-C-T-G)5'-[4-({2-[2-(2-
hidroxietoxi)etoxi]etoxi}carbonil)-N,N-dimetilpiperazin-1-
fosfonamidato].

Casimersen tiene la siguiente estructura:

o B(n) B(22)

0 N/\7 O/{;W 0/1\7
HO K/N\ _OJ )\/N\P,o\)\/NH

e HiC™ oy
& T, 3
i g2
n=1-21
B(1-22):

C-A-A-T-G-C-C-A-T-C-C-T-G-G-A-G-T-T-C-C-T-G

y también se representa por la siguiente estructura gquimica:
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ROTURA A

‘ROTURAB

10

15

[3']

ROTURA B

ROTURA A

H,N
=N
\ )

{

Bases:

20

N

CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG

La secuencia de bases del extremo 5” al extremo 3’ es:

25
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la

representar por

puede

se

también

Casimersen

(XIT):

estructura de Fdédrmula

ROTURA B

ROTURA A

O, I £
z 2
S I
o) z z
z L
o Z z
=z \ v”O V \
N > > o zT
T o
=z \ v"O v \ 0 IV'\
- =z Q NsD_.|O
o
(o] o) vl/ z
z \ NvH d Nﬁm_,_.uo S
o
T \ Y5 am PN
Nv” = o N,?n_rlo
o T o o o |V|\
Z I =
£ Do = d lod
z \ o I
== z7N\ -z 1 PN
/\N //’ o Zzal-0O
=27\ 2z NVJ o 1 oz =
//I ] PR z
zZ Q N..\,D_ulo o T N )
/ \ m_v z z W zZ N\ _Z
4 pva-o S ] L/

o - o) z z —
Q(,W__.IO - W //’N (@] Zuv
N - Was N B

o —= z o (o] N,ZD_.IO
z o vl/ z
|Nv” / Nv” (o] N?m__.lo S
o o) o |V|\ =
L z \ o d Nsm__.uo -
o
=% \ =° I IVIK\N/
~ V z (o] Zr0—0O
z P -4 ° IV'\ 1
- \_/ 4 w80 7 “
— o £
o 1 IVl\ z z
\ Nv" Ovl/NsD_.lo AN o I s NWN
(] =z P4 z o
Ov /Nsm__.lo 4N \ﬂ\\ z \ Nv"

e z 0 z7\ -z J—
~1 o ZEN oy z [\ o zw

L Az Y=o w|/ o IVL

Gl
TN um. N y / = o NSm__ulo
Z z le) IV'\
z z — z
~ ﬁ\\w //’N (@] Ném__.lo N
z Nz o |V|\
= = =
> \_/ o] Nsm__.uo -
- o |V|\
o) ul/ =z
/ NV" o NSW__-IO N
7\ n__u IV'\\N/
Q NsD_.|O
Q —/ @ z
VIN Né_n__.uo S
(o] —
[Te} \|\
hith
o
5/
L0 (@] L0
— —

ROTURA B

ROTURA A

20

(XII).

en una modalidad del proceso descrito

Por lo tanto,

(A) es un

el compuesto oligomérico de Foérmula

anteriormente,

(C) :

compuesto de Fdérmula

25
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oz \-Z Q L
=) 1 o)A

z z bam o z

//IN Q 2o -

ROTURA A

P=
|
(0]

\

N—P=0
/
\
N
/
NH,
(o]

H
s
¢

N

z
\W/ =Z \ v”O

T /\N z

z 2 >\ _Z o
i H\L L Lo
I >\ _Z 1% z
= z //’N o Nlm_._.IOIV|\ S

— ° i

/ Nv"O o N\w_.IO -

ROTURA B
=0
‘L(
\

N—P
/
2

|

N

?\f"
FN
N/

N

15

[3]

ROTURA B

ROTURA A

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

20

el compuesto oligomérico

En todavia otra modalidad,

es un compuesto oligomérico de Férmula (XII):

(G)

de Foérmula

25
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BFROTURA B

FROTURA A

10

15

ROTURA B

ROTURA A

(XII),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

20

Procesos para Preparar Casimersen

En la presente se proporcionan procesos para preparar

Casimersen.

en la presente se proporciona un

En otro aspecto,

(C) :

proceso para preparar un compuesto oligomérico de Fdérmula

25
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ROTURA B

ROTURA A

10

15

ROTURA B

ROTURA A

en donde el proceso comprende las etapas secuenciales

de:

(I) :

poner en contacto un compuesto de Fdérmula

(a)

20

O,N

25
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en donde R! es un medio de soporte,

con un agente de desbloqueo para formar el compuesto

de Férmula (II):

O
O5N N/»\j
|\/NH
@)
O)\NH
R1
(I1);

en donde R! es un medio de soporte;

(b) poner en contacto el compuesto de Férmula

con compuesto (B):

i i \”/\)J\O/\/ v\o/\/o

(B);

para formar un compuesto de Férmula

E]

(ITIT):

(IT)
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N UMO/\/ ™o /\/0
X E J
. Wand;
C

=z
T

(III);
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 Foérmula

(IV) :

2 T:::j 0

N O/A\V/O\V/A\O/A\v/o )
O Efj
J N

R1

=z
T

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

(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (IV)

con un compuesto de Férmula (D) :



10

15

20

25

\
N—P=0
/

N

(D)

H
N.__O
|
N

e
Y

para formar un compuesto de Férmula (V) :

o
O-N
2 N/\
(n

|5
O/\/o\/\o/\/o\’fo
(]
>N_[|L:O N. o
OrY
OOO
3]
(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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O.N \ O[']
©N5 0

18]

(VI);

en donde R! es un medio de soporte;

(f) poner en contacto el compuesto de Férmula

con un compuesto de Férmula (F):

cl
\N—F|>—o 0
| HN

/b N
A
:

(F)

para formar un compuesto de Fdérmula

|3

(VIT) :

m/klo
T

(VI)
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O O
M omomonon

\Z/

10
[3]
(VITI);
en donde R! es un medio de soporte;
15 (g) realizar 20 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):
Yimo
/1

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

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

0
oj/
14“ O\Q
N
H o 7\
ad I
ke :
° (PC), (DPG) ,
0
AP =N }
N.__NH N\e/\\il
\ﬂ/ N/
O (T), vy (PR),

en donde, para cada iteracidén desde 1 a 20, R? es:

Iteracién No. |R? Iteracidén No. |R?
1 PA 11 DPG
2 T 12 DPG
3 DPG 13 PA
4 PC 14 DPG
5 PC 15 T

6 PA 16 T

7 T 17 PC
8 PC 18 PC
9 PC 19 T
10 T 20 DPG

para formar un compuesto de Fdérmula (IX):

de
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O:N N/»\T o
L\v/N\H/A\V/M\O/A\v/o\V/A\O/“\V/O\T?O

NH I?l
R1 [ \ |
N—h=0
/ O
"
N
| |
22
~ ]
NN
[ 3]
(IX);

en donde R! es un medio de soporte,
en donde R?, independientemente de cada apariciédn,

selecciona del grupo que consiste de:

N
Wy 5 RN

o)
A P
N_ _NH 7\
\ﬂ/ N=/
O (T), vy (PR), vy

se
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en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5 a 3':
Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’ 5 a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC

(h)

poner en contacto el compuesto de Férmula (IX)

con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de Férmula

(X) :

O,N

O>;
Z
I
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en donde R! es un medio de soporte,
en donde R?, independientemente de cada aparicidn, se

selecciona del grupo gue consiste de:

(0]
O
o
%N 7\
H N
S ="'
A HN
Ny
© (PC), (DPG) ,
N H O
NP ~ N
N _NH E”{gN 4 \
\ﬂ/ N/
O (T), vy (PA), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

37
Posicién No. 5’ | R? Posicién No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
o PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
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(1) poner en contacto el compuesto de Férmula (X) con
un agente de escisidn para formar un compuesto de Fébrmula (XI):

° |51

OsN N/A\W
N K/Nj.(\)ko/\/0\/\0/\/0[\%O

7
Ty
| |
A 22
| 3]

(XI),
en donde R?, independientemente de cada aparicidn, se

selecciona del grupo que consiste de:

Jags
A I

(PC), (DPG) ,
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%\fo NI//\
N NH

Y
o (

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

Y, v (PA), ¥y

37
Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
o PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC

y

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

En una modalidad, la etapa (d), la etapa (f), la etapa
(g2), o combinaciones de las mismas comprenden ademds poner en
contacto el compuesto de Férmula (IV), Férmula (VI), o el
compuesto formado por la etapa inmediatamente previa,
respectivamente, con un agente de terminacién de cadena.

En ciertas modalidades, cada una de la etapa (d), la

etapa (f) y la etapa (g2) comprende ademds poner en contacto
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el compuesto de Férmula (IV), Férmula (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 desblogqueo usado
en cada etapa es acido cianocacético.

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

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

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

En todavia otra modalidad, el agente de
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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 neutralizacidn 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 atn otra modalidad, el agente de terminacidén de
cadena estda 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), Férmula (D), % Férmula (F) estéan cada uno,
independientemente, en una solucidén que comprende etilmorfolina
y dimetilimidazolidinona.

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

En todavia otra modalidad, el agente de escisidén esté

en una solucidén que comprende N-metil-2-pirrolidona.
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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 (D) es de

Formula (D1) :

e S

(D1) .
En otra modalidad, el compuesto de Férmula (V) es de
Férmula (Va):
O.N [51
N (@]
@

N
N

e -
\N—$=o

R ) __NH_o
e

[3]

Z
I

(Va),
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Formula

de Foérmula

O,N

en donde R! es un medio de soporte.

En otra modalidad,

(F1) :

En otra modalidad,

(VIIa):

@

e}

(F1).

5]

d/\/a\/\nf\/ﬂ\fp

()

(VIIa),

\
N
/

—b=0

\
N—

/

'U—Z

e

el compuesto de Férmula (VII)

o]

=0

~
\_<

3]

it

el compuesto de Férmula (F) es de

es
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Férmula (VIIIa),

80

en donde R! es un medio de soporte.

En otra modalidad,

(VIIIa):

en donde R?,

el compuesto de Férmula

(VIIIa);

(VIII)

es

independientemente de cada compuesto de

H
Y
N N
Y 5
(PC),

de Foérmula

0]

=
N NH
N
o (

En otra modalidad,

(IXa) :

T),

K

y

Lo

o)
OX/

N o\;

7\

N:;(
O

HN

se selecciona del grupo gue consiste de:

(DPG) ,

H O

N\%\\(
N::/N
(PA) .

el compuesto de Fdérmula

(IX)

es



10

15

20

25

OyN
2 N/\7

81

@

(IXa),

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde

R! es un medio de soporte, y

RZ, independientemente en cada aparicién,

selecciona del grupo gque consiste de:

(PC),

Yo

/\
%@
(DPG) ,

en

Se
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%N\L]/NH

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

o)
(

T),

y

82

—

H
N

N="

O

(PA), ¥

37
Posicién No. 5’ | R? Posicién No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’7 5" a 3’ a 3’7
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC

En otra modalidad,

Férmula (Xa):

O,N

O

PN

4
I

R1

o

| 5]

el compuesto de Foérmula (X) es de

O
k/NNO/\/O\/\O/\/O\(O

L)
BB
3
Xy
| | J
L 22
[ 3]



5

10

15

20

25

83

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:

| %WQ

HierN i P
© (PC), /\\\/\ (DPG) ,

N H O

e

N=/
y (PA), ¥

= O
N NH
MY
o (T),

en donde R?

en

se

en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a
37

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

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

de Férmula

(XIa) :
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(XIa),

®

-

ey

H

[ 3]

22

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde:

RZ, independientemente

en cada aparicién,

selecciona del grupo gque consiste de:

0]

(PC)

pfv

\<;<i:> (DPG)

en

Se
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en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a 3':

Posicién No. 5’ | R? Posicién No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 37 57 a 3 a 37

1 DPG PC 11 PC 21
2 T PA 12 T 22
3 T PA 13 DPG

4 DPG T 14 DPG

5 PC DPG 15 PA

6 PC PC 16 DPG

7 T PC 17 T

8 PC PA 18 T

9 PC T 19 PC

10 DPG PC 20 PC

En otra modalidad,

el compuesto de Fdérmula

o 5]
o/A\v/O\v/A\o/A\v/O\I7O
(]
N—b=o
/|
3]
(VIa);

en donde R! es un medio de soporte.

En aun otra modalidad,

de Férmula (VIa):
(0]
O,N
2 N/\
K/N
(0]
(0]
O)\NH
R1
Férmula (C)

i Mo
NSL RS

el compuesto oligomérico de

es un compuesto oligomérico de Férmula

(XIT):
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ROTURA B

ROTURA A

o Z uNm‘
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o =T\ _Z
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= = / NSD. -O
3 I fes A
z \ vno Ni__T <5
) v"O IVl\
W / = N,?D. —O: \ ~
O, T o o o |V|\
= T v" ulx N
= 4\N N d zedo -
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P
y //, o Zn—0O
N = | o T o
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T/ I |V|\\N/ = N/
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ROTURA B

ROTURA A

20

(XII).

en la presente se proporciona un

En otro aspecto,

(V) :

compuesto de Férmula

25
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(V)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte.

Férmula

O2N

Z
T

En una modalidad,

(Va) :

R1

@

o [5]

el compuesto de Férmula (V)

o/\/o\/\o/\/oxfo

(Va),

es de
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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 (A5):

o)
O,N

en la presente se proporciona un

5]
/\/O\/\O/\/OTO
9
Y—b=o
/7
J
Ly
| 3]

(AS) ;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde R! es un medio de soporte,

consiste de tritilo,

trimetoxitritilo,

R3 se selecciona del grupo que

monometoxitritilo, dimetoxitritilo vy

y RY se selecciona de:

(PC),

%

pf%

O

(DPG) ,



10

15

20

25

Férmula

O,N

donde R! es un medio de soporte,

En una modalidad,

(Aba) :

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

N

89

N
7\

ZT

%N

—

/\N
=
HN

N_ o
[~ 7
\<>\\( %%:N N
N
N=/ \E/
(PA), (P5mC) ,

r/N O\\/"\CN

oY;
W
NH
N=" (1), vy (PG) .
el compuesto de Férmula (A5) es de
o |5
@) 0]
R
O )
N
S0
/ (0]
oj,R4
N
ha
| 3]
(Ada) ;

en

R3 se selecciona del grupo que
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monometoxitritilo, dimetoxitritilo

trimetoxitritilo, y R?* se selecciona de:

(0]
oj/
/N O /
N /\
N
N. o N=
0
e HN
Ny
© (PC), (DPG)
P HY
%NTNH
o (T), PA),
(@)
7Y A\ p
N _NH N\e/\(
hig N
(P5mC) , O (U), N="" (1), vy

En otro aspecto,

compuesto de Fdérmula

(VI) :

(PG) .

en la presente se proporciona

Yy

un
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O,N N o [5]
g

o) 0]

djLNH [N:
R! >N_+:O N. o
Ty

[ 3]
(VI);
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde R! es un medio de soporte.
En una modalidad, el compuesto de Férmula (VI) es de
Férmula (VIa):

0]

o L, s
O

H \ N
N—IL—O N
R’ / (I) /| 0
O __N_ N
Y
o]
N
3]

(VIa);
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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 (VII):

0]

O,N ' o [5]
O

H N
R /N_ézo (\(N 0
o NN
j T
\ 0
e :
/4 r/N HN
H:o Ny N
T
N

(VITI);
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde R! es un medio de soporte.
En una modalidad, el compuesto de Férmula (VII) es

de Férmula (VIIa):
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R!

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

93

(VIIa),

donde R! es un medio de soporte.

En otro aspecto,

compuesto de Férmula

(IX) :

5]

[3]

en

en la presente se proporciona un
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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:

_
H N\%%\(
Y Ve
b (Q
© (pC), (DPG) ,

o)

-
%{N NH % 7 \N
\ﬂ/ N=/"
o (T), vy (PA), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

o
\
z
pdu

37:
Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
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Formula (IXa):

O,N

N

~

o)

95

el compuesto de Férmula (IX)

I8

\ﬂ/”\v/ﬂ\o/”\v/o\V/A\O/A\V/O\T¢O

®

Vo
-

Y

22

es de

OO0

=
A

[ 3]

(IXa),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde

R! es un medio de soporte, y

RZ, independientemente en cada aparicién,

selecciona del grupo gue consiste de:

(PC),

Se
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en donde R? en cada posicidn

(T), vy

96

(PA), ¥

es desde 1 a 22 y 5’ a 3':

Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’

1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG

4 T 14 DPG

5 DPG 15 PA

6 PC 16 DPG

7 PC 17 T

8 PA 18 T

9 T 19 PC

10 PC 20 PC

En otro aspecto,

compuesto de Férmula

O,N

0]

N

Z
T

R1

(A9) :

en la presente se proporciona

un
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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;
5 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:

10 J@j(
A\ o

15 (PC), (DPG) ,

H
H O N. __O
%\f ’ ’?N)\(” %\lf
N/ X %N\H/N
(PA), (P5mC) ,

(T),
_N CN
20 = o
kad
LN
o)
(\f FN 0 HN—P
%N NH N\%\(
hig % "
© (U), N=""(I), y (PG) .

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

25 Férmula (A9a):
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde:

98

(A9a),

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; y

R4, independientemente en cada aparicidn,

selecciona del grupo gue consiste de:

(PC),

wgﬁ

\<

se
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%N\g/NH ) %WH

%Yo
%N\(@/NH |

99

T)’
F;N o/ CN
N / \N

N:(
0]
HN

o) N o
AR &
N\e/\( %N N
N
N= \ﬂ/
(PA), (P5mC) ,

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

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Fdérmula (X):

O,N

| 5]

N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O[\JEO

Yetzo
"

"

H
| 3]
(X) 7

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

22

en
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donde
R! es un medio de soporte, y
RZ, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

J@f%
E"i”

e 0
HN

© (PC), (DPG) ,
__N H 0]
yZ (@) I N
N NH / \N
\ﬂ/ N="
0 (T), v (PR), v

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

37
Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
o PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC




101

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

Formula (Xa):

O !
5]
O,N
N/\ 0
. L\v/N\H/A\V/H\O/A\v/O\V/A\O/A\v/O\T¢O
o N
° ()
O)\NH ll\l
| |
R' \ l
/N—|=O
o]
O.__R?
10 :]’
N
[ | J
| 22
H
3]
(Xa),
15 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 gue consiste de:
20

Jagt

N
NTE o

25 o (PC), (DPG) ,
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N NH
Y
(0] (T

en donde R? en cada posicidn

0
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‘aiN

)iy

—_—

/

ZT

\
N

N=/

(PA), ¥

es desde 1 a 22 y 5’ a 3':

Posicién No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’

1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG

4 T 14 DPG

5 DPG 15 PA

6 PC 16 DPG

7 PC 17 T

8 PA 18 T

9 T 19 PC

10 PC 20 PC

En otro aspecto,

compuesto de Férmula

o]

PN

Z
I

R1

(A10) :

(A10),

N
[
\N—Ji":O
/ o

en la presente se proporciona

un
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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; y

R4, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

0
oj/
N /\
-
H
N (@) (0]
e HN
Ny
© (pC), (DPG) ,
H (@]
O~ 06
N
N.__NH 7\ %N N
\ﬂ/ N=/ \ﬂ/
O (T), (PRA), (P5mC) ,

F;N O\J/\CN
N ,/ \
N\N
N \( 0
HN

o Y
L N

NH
), N="(n), v (PG) .
En una modalidad, el compuesto de Férmula (Al10) es

de Férmula (AlQOa):
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3]
(Al0Oa),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

n es un numero entero desde 10 a 40;
R! es un medio de soporte; y

R4, independientemente en cada aparicidn,

selecciona del grupo gue consiste de:

£i1>>7(0\4§i::;

H N
N=<
(YN o \< 0
| HN

(PC), (DPG) ,
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H
o)
N\e/\( %N N
N
N=" \ﬂ/
(PA), (P5mC) ,

%\fo
%N\L]/NH |

)
A\ o/
N / \
N
N:(
O O
r;”\f7 F;N o HN
N NH N\X%7\<7
bl i
O (U), N="" (1), vy (PG) .
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 Fdérmula (XI):
[ 5]

=N N/ﬁ 0
A k/N\[(\)J\O/\/O\/\O/\/O\]&O

"
Y
| | J
|L 22
[ 3]
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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:

O
O
N\ o
%N\%\\(
e N
kae A
© (PC), (DPG),
o)
NP =N N
\ " %N\%\KN
\ﬂ/ N/
0 (T), y (PR), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

37:
Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
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En una modalidad, el compuesto de Férmula (XI) es de

Foérmula (XIa):
| 5']
0]

O5N N/\
N L\v/N\H/A\V/M\O/A\v/O\V/A\O/A\V/O\T¢O

!
Y
| |
|L 22
| 3]

(XIa),
o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde
RZ, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

ff\W/N o N‘:; o

(PC), (DPG) ,
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o PN
N NH N\%\\(N
SN -
O (T), vy (PA), vy

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a
37
Posicién No. 5’ | R? Posicién  No. | R? Posicién No. 5’ | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC

En otro aspecto, en la presente se proporciona un

compuesto de Férmula

ON

X

(A11) :

1K

(Al1),
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

n es un numero entero desde 10 a 40; y

R4, independientemente en cada aparicién, se

5 selecciona del grupo gue consiste de:

0
Oiji%/
= o\/@
N / \
N
10 ] N
N o 0
Y HN
ke e
© (PC), (DBG) ,

(@)}

H
_N H 0O N __O

O (T), (Pnp), (P5mC)
_N o/ CN
N / \
N
N\
20 o) 0]
(\f FN o HN
R SR
NH
O (U), N="" (1), vy (PG) .

En una modalidad, el compuesto de Fdérmula (All) es

de Férmula (Alla):

25
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OzN N/\ 0
SN K/NNO/\/O\/\O/\/O[\GO

/ _

k[ j/m

| n
H

[ 3]
(Alla),
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:
n es un numero entero desde 10 a 40; vy

R4, independientemente en cada aparicién, se

pfv

selecciona del grupo gque consiste de:

(PC), (DPG) ,
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H
o _N H O N _O
%\( Ty AN %Y
Yy s Y
N="
o (T), (PR), (P5mC) ,
F;N O\‘/"\CN
N/ \
N= N
° = 5
= FN o HN
NS
NH
© (U), N="" (1), vy (PG)
Oligoémeros

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,
timidina, uracilo, 5-metil-citosina e hipoxantina) de modo que
el polimero formado puede hibidrarse con un &cido 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 heterodiuplex de oligbébmero:ARN para resistir la
degradacidén de ARNsa y RNasa H, respectivamente.

En algunas modalidades, los oligdmeros antisentido

contienen modificaciones o sustituciones de base. Por ejemplo,
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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 diplex del acido nucleico
por 0.6-1.2°C, vy se pueden incorporar en los oligbmeros
antisentido descritos en la presente. En una modalidad, al
menos una base de pirimidina del oligdbmero 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 oligdbmero 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,
5,506,337, 8,299,200, y 8, 076,470, Publicaciones de
Solicitudes de Patentes Internacionales Nos. WO/2009/064471 vy
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 descripcidédn pueden
tener centros asimétricos, ejes quirales y planos quirales
(como se describe, por ejemplo, en: E. L. Eliel and S. H. Wilen,

Stereo-chemistry of Carbon Compounds, John Wiley & Sons, New
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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
isbémeros y mezclas de los mismos, incluyendo isdmeros opticos.
Los compuestos oligoméricos de la descripcidédn especificamente
mencionados en la presente, sin alguna indicacién de su
estereoquimica, se destinan a representar todos los posibles
isbmeros y mezclas de los mismos.

Especificamente, sin desear estar limitado a
cualquier teoria particular, los compuestos oligoméricos de la
descripcidn 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

(VIII) :
Cl
\
N—P=0
/|
oj/R2
N

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

Férmula (VIII), se selecciona del grupo que consiste de:
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= O\QK/

(PC), (DPG),
N H O
a2 ~ N
N.__NH N N
\ﬂ/ N="
O (T), y (PA) .

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

HO OH
0)

OH OH
%‘B NalO4 B N3 OB NaCNBH3 OB
= Y —> I I
’ o Do HO™ “N”"OH 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 1los 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-
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Formula

Férmula

anosilo.

Por ejemplo,

(VIII) de la descripcidn puede ser de Fdérmula

en donde R?,

en algunas modalidades,

Cl

|
@)

\
N—P=0
/
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)

N

-

(VIIIa);

un compuesto de

(VIIIa):

independientemente de cada compuesto de

(VIIIa), se selecciona del grupo que consiste de:

(PC),
_ o)
LLLLiN\n/NH
o)

O

O

(DPG) ,
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Sin desear estar vinculado a cualquier teoria
particular, la incorporacidén de 10 a 40 compuestos de Foédrmula
(VIII), por ejemplo, en un compuesto oligomérico de 1la
descripcidn puede resultar en numerosos posibles
estereoisdmeros.

Sin desear estar vinculado a cualquier teoria
particular, los compuestos oligoméricos de 1la descripcidn
comprenden una o 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 configuracidén “Sp” o “Rp”
como se entiende en la técnica. Sin desear estar vinculado a
cualqgquier teoria particular, esta quiralidad crea
estereoisdédmeros, los cuales tienen una composicidédn gquimica
idéntica pero diferente arreglo tridimensional de sus &atomos.

Sin desear estar vinculado a cualquier teoria
particular, la configuracidén de cada enlace de intersubunidad
de fosforo se presenta aleatoriamente durante la sintesis de,
por ejemplo, compuestos oligoméricos de la descripcidédn. Sin
desear estar vinculado a cualquier teoria particular, el
proceso de sintesis genera un numero exponencialmente grande
de estereoisémeros de un compuesto oligomérico de 1la
descripcién debido a que los compuestos oligoméricos de la
descripcidén estédn comprendidos de numerosos enlaces de
intersubunidad de fosforo - con cada enlace de intersubunidad

de fosforo teniendo una configuracién quiral aleatoria.



10

15

20

25

117

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 que una preparacidédn 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 isdémeros, incluyendo mezclas diastereoméricas y

enantioméricas y enantidémeros vy diasterebdbmeros puros se

incluyen tal como, por ejemplo, cuando uno o mas enlaces de uno

A\Y ”

0 més estereocentros se indica por “-"” o “~~” 0 un equivalente
como se entenderia en la técnica.

La Tabla 1 representa varias modalidades de
subunidades de morfolino proporcionas en los procesos descritos

en la presente.

Tabla 1: Diversas modalidades de subunidades de morfolino.
NH (0]
o) 2 o)
// N N //
N o ¢ T ) No ¢ 1 1
> _
\ oj,N N \ oj,N N NH,
N N
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N
o) | VAN </ |
N N
\ oj,N/go O NN\
N N
5-Me-C = ndrnn - -~
q
ff{//o
‘F\O | /I:
—N
0} N o}

EJEMPLOS

Los ejemplos se han descrito a continuacidén para el
propdésito de ilustracidédn y para describir ciertas modalidades
especificas de la descripcién. Sin embargo, el alcance de las
reivindicaciones de ninguna manera serd limitado por 1los
ejemplos descritos en la presente. Varios cambios %
modificaciones a las modalidades descritas seran 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
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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 reaccidén son acordes con las de las
posiciones correspondientes en las fdérmulas presentadas en la

presente.

Ejemplo 1: Sintesis de Anclaje de NCP2

1. Preparacidén de 4-Fluoro-3-Nitrobenzoato de metilo (1)

O©H O _OMe

O,N O,N
F

1

A un matraz de 100 L se cargaron 12.7 kg de &4cido 4-
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 reaccidén se enfrid 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 sdélida se secd en
el embudo durante 1 hora, se transfiridé 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
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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-il)-3-

Nitrobenzoato de Metilo (2)

O«__OMe
O«__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
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
adicidén, la mezcla de reaccidn se agitd unos 30 minutos
adicionales, luego se filtrd bajo nitrdégeno. 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

filtrdé. La torta humeda de nuevo se regresd al matraz de 100
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L, se formdé en lechada con 14.8 kg de agua purificada durante
10 minutos, y se filtrd a (Z)-4-(3-hidroxi-l-metoxi-1l-oxobut-

2-en-2-11)-3-nitrobenzoato de metilo crudo.

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

Os_OMe O~ _OH
—
O,N O,N
z N
OH O ')
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
de 16.655 kg de HC1l concentrado y 13.33 kg de agua purificada
(HC1 oM) 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 sdélido se regresd
al matraz de 100 L con 39.9 kg de DCM y se sometid a reflujo

con agitacidédn durante 1 hora. Se afiadieron 1.5 kg de agua
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purificada para disolver los sbé6lidos 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 filtrd.
La torta de filtro sélida se lavd dos veces cada una con una
solucidén de 9.8 kg de DCM y 5 kg de heptano, luego se secd en
el embudo. El1 sélido 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. Preparacidén de Succinato de N-Tritilpiperazina (NTP)

NH,*

<
SRR a2l

A un matraz encamisado de 72 L se cargaron bajo
nitrébgeno 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 reaccidn 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 afladidé 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
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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
solucidén acuosa almacenada.

La capa orgénica restante se enfridé a 18° C y una
solucidén de 847 g de &cido succinico en 10.87 kg de agua
purificada se afiadidé lentamente en porciones a la capa orgéanica.
La mezcla se agité durante 1.75 horas a 20+/-5° C. La mezcla
se filtrd, y los sdblidos 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
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
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Os_OH o N\J/\N O
O,N O,N

o o

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 solucidn
se agitd hasta que se formd una mezcla homogénea. Se afiadieron
3.048 kg de NTP durante 30 minutos a temperatura ambiente y se
agitdé 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
extrajo dos veces con 5.65 kg de DCM. Las capas organicas
combinadas se lavaron con una solucién 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 orgéanicas
combinadas se formaron en lechada con 252 g de gel de silice y
se filtraron a través de un embudo de filtro gque contenia un
lecho de 252 g de gel de silice. El lecho de gel de silice se

lavé con 2 kg de DCM. Las capas organicas combinadas se
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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. Preparacidn de (4- (2-Hidroxipropil) -3-Nitrofenil) (4-

Tritilpiperazin-1-il)Metanona (5)

O D
” _— Eé &

(0]

4 5

A un matraz encamisado de 100 L se cargaron bajo
nitrdégeno 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
11525 g de etanol y se afladieron 194 g de borohidruro de sodio
durante aproximadamente 2 horas a <5°C. La mezcla de reaccidn
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
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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 suspensidn se
filtrdé y la torta de filtro se lavd 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 nitrdgeno y
se eluyd 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

compuesto 5 (46% de rendimiento del compuesto 3) HPLC 96.99%.

5. Preparacién de 2,5-Dioxopirrolidin-1-il(1-(2-Nitro-4-(4-
trifenilmetilpiperazin-1 Carbonil)Fenil)Propan-2-il)Carbonato

(Anclaje de NCP2)

o} o O N—D\ 7
fo) \/\N/ r
ON N N A N
O (e} O.N

02N O

e} 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
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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 que 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
precipitacidén de sbdlido. E1l sdélido se recolectd con un embudo
de filtro, se lavd dos veces con 4.3 kg de agua por lavado y
se secd en el embudo de filtro bajo wvacio.

Los sb6lidos combinados se cargaron a un matraz
encamisado de 100 L y se disolvieron en 28 kg de DCM y se
lavaron con una solucién de 900 g de carbonato de potasio en
4.3 kg de agua. Después de 1 hora, 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 se
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cargaron aproximadamente 52 L de NMP y 2600 g de resina de
aminometil poliestireno. La resina se agitd en el NMP para
hincharse durante aproximadamente 2 horas, luego se drend. La
resina se lavd dos veces con aproximadamente 39 L de DCM por
lavado, luego dos veces con 39 L de Solucidédn de Neutralizacidn
por lavado, luego dos veces con 39 L de DCM por lavado. La
Solucidén de Anclaje de NCP2 se afiadidé lentamente a la solucidn
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 Solucidn de Terminacidn
de Cadena DEDC durante 30 minutos, se drend y se tratd y se
agitd con la 22 ¥ de la Solucidén de Terminacidén de Cadena DEDC
durante 30 minutos y se drend. La resina se lavd seis veces con
39 L de DCM por 1lavado, luego se secd en un horno a peso

constante de 3573.71 g de Resina Cargada con Anclaje.

Ejemplo 3: Preparacién de Cola de EG3 Activada

1. Preparacidén de Tritil Piperazin Fenil Carbamato (35)

H.  H 0 0
T 0 &
N

NTP



10

15

20

25

129

A una suspensién enfriada de NTP en diclorometano (6
mL/g NTP) se afiadidé una solucidn 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 reaccidn se calentd a 20°C. Tras la
terminacidén 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%

2. Preparacidén de Alcohol Alcohol de Carbamato 36

o O/L::] O\rp\v/\b/ﬂ\/n\v/\bH
T !
B o O
N
O+O 13

36

Anhidrido de sodio (1.2 eqg) se suspendidé en 1l-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 reaccién (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 que contenia el producto se lavd
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sucesivamente con NaOH acuoso, acido succinico acuoso y cloruro
de sodio acuoso saturado. E1 producto 36 se aisld por
cristalizacién a partir de diclorometano/metil terc-butil

éter/heptano. Rendimiento = 90%.

3. Preparacién de Acido de Cola de EG3 (37)

o]

O\T/O\//\O/\\/O\/ﬂ\OH O\Tﬁ\“/\0/\\/0\//\UJLV/\W/W
[ﬁ] N 0
OO0 ¥

36 37

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 calentd a 50° C. Tras la terminacién de la
reaccién (5 hr), la mezcla se enfridé a 20° C y se ajustd a pH
8.5 con NaHCO3 acuoso. Se afiadidé metil terc-butil éter, y el
producto se extrajo en la capa acuosa. Se afadidé diclorometano,
y la mezcla se ajustd a pH 3 con acido 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.
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4. Preparacidén de Cola de EG3 Activada (38)

g‘“ oy Y’WN’“M )ﬁ@
osad; o
C

37

A la solucidén del compuesto 37 se afiadid imida del
dcido N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboxilico (HONB) (1.02
eq), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0.34 eq), % luego
clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) (1.1 eq). La mezcla se calenté a 55° C. Tras la
terminacién de la reaccién (4-5 hr), la mezcla se enfrid a 20°
C y se lavd sucesivamente con acido citrico 0.2 M/salmuera 1:1
y salmuera. La solucidén de diclorometano se sometid a
intercambio de solvente <con acetona vy luego <con N,N-
dimetilformamida y el producto se aisld por precipitacidédn a
partir de acetona/N,N-dimetilformamida en cloruro de sodio
acuoso saturado. El producto crudo se reformbé en lechada varias
veces en agua para remover la N,N-dimetilformamida residual vy
sales. Rendimiento = 70% de Cola de EG3 Activada 38 del

compuesto 36.
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Sintesis en Fase Sélida de 50 L de Sustancia

Farmacolégica Cruda Casimersen [Compuesto Oligomérico (XII)]

1. Materiales

Tabla 2: Materiales de Partida

Nombre del | Nombre Quimico Numero CAS Férmula Peso
Material Quimica Molecular
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 Cs51Hs3C1N707P | 942.2
DPG [[[cloro(dimetilamino) fosfin
Activada il]Joxilmetil]-4-

(trifenilmetil)-2-

morfolinil]-2-[(2-

fenilacetil)amino]-9H-purin-

6-il]Joxi]metil]fenilico del

4dcido propanoico
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-

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

piperazinil]carbonil]oxi]eto
del

xiletoxi]letil] acido

butanodioico
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Estructuras Quimicas de los Materiales de Partida:

A. Cola de EG3 Activada

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

()

B. Subunidad C Activada

Estados Unidos No.

C. Subunidad A Activada

Estados Unidos No.

Compuesto (B)

8,067,571)
N
N—P=0
/O

OKY
]’lf
QO

Compuesto de Férmula

8,067,571)
Cl
\kﬁzo
/ o r/N H
o N\%>T(
:I} N::/N

Compuesto de Férmula

(Para la preparacidn,

(D1)

(Para la preparaciédn,

(F1)

0 0
Mo\ N H
(0]
o H

ver Patente de

ver Patente de
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D. Subunidad DPG Activada (Para la preparacidén, ver WO
2009/064471)
\ ¢ \)\///
/N p=0
o] =N
5 kji%j/£:€%\(
OFO* 4
Compuesto (E1)
10 E. Subunidad T Activada (Para la preparacidén, ver WO
2013/082551)
Cl
AN
N—P=0 o
/& yZ

15 g[oj,NerH
1
g

Compuesto (G1)

F. Resina Cargada con Anclaje

20 0
om ey O
ﬁ@*@
IQEE e
(o] NH
L,
25

Formula (I)
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en donde

R! es un medio de soporte.

Tabla 3: Descripcidén de Soluciones para la Sintesis de Oligbmero

en Fase Sélida de la Sustancia Farmacoldégica Cruda Casimersen

Nombre de la

Solucidn

Composicidén de la Solucidn

Solucidédn de

Anclaje de NCP2

37.5 L de NMP y 1292 g de Anclaje de NCP2

Solucidn de
Terminacidén de

Cadena DEDC

4.16 L de Dicarbonato de Dietilo (DEDC), 3.64 L
de NEM, y 33.8 L de DCM

Solucidn 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

Solucidén de

Neutralizacidn

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

Solucidédn de

Escisiodn

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

2. Sintesis de la Sustancia Farmacoldégica Cruda Casimersen

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. El1l NMP se drendé y la Resina Cargada con Anclaje se

lavé dos veces con 5.5 L cada una de DCM y dos veces con 5.5 L

cada una de 30% TFE/DCM.
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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
suspensidén se agitd durante 2 minutos y se drend. La resina se
lavd una vez con 5.5 L de Solucién de Neutralizacidn durante
10 minutos y se drend, dos veces con 5.5 L de Solucidn de
Neutralizacidén durante 5 minutos y se drend, luego dos veces
con 5.5 L cada una de DCM 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 drendé. La resina se lavdé una vez con 5.5 L de Solucidn de
Neutralizacién durante 10 minutos y se drend, una vez con 5.5
L de Solucién de Neutralizacidédn durante 10 minutos y se drend,
una vez con 5.5 L de Solucidén de Neutralizacidén durante 5
minutos y se drend, y una vez con 5.5 L de DCM y se drend. Una
solucién de 374.8 g de anhidrido benzoico y 195 mL de NEM en
2680 mL de NMP se cargaron y se agitd durante 15 minutos y se
drené. La resina se lavd una vez con 5.5 L de Solucidédn de
Neutralizacién durante 10 minutos y se drend, una vez con 5.5
L de Solucidén de Neutralizacidén durante 5 minutos y se drend y
una vez con 5.5 L de DCM y se drendé y dos veces con 5.5 L cada

una de 30% TFE/DCM. La resina se suspendié en 5.5 L de 30%
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TFE/DCM y se mantuvo durante 14 horas.

C. Ciclos 1-22 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
tratd con Solucidédn de CYTFA 15 minutos y se drend, y b) se
tratd con Solucidn 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
se describe en la Tabla 4, la resina: 1) se lavd con DCM; y 2)
se lavd tres veces con 30% TFE/DCM. Si la resina se mantuvo
durante un periodo de tiempo antes del siguiente ciclo de
acoplamiento, el primer 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.
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iv. Lavado con IPA Final

Después que la etapa de acoplamiento final se realizd
como se describe en la Tabla 4, la resina se lavd 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

4857.9 g.

D. Escisidn

La Sustancia Farmacoldédgica Cruda Casimersen unida a
la resina anterior se divididé en dos lotes, cada lote se tratd
como sigue. Dos lotes de 2261.5 g de resina cada uno: 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 Solucidén 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
Solucidén de Neutralizacidn, 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 Escisién de 1530.4 g de DTT y 2980 DBU en 6.96
L de NMP durante 2 horas para separar la Sustancia Farmacoldgica
Cruda Casimersen de la resina. La Solucidén de Escisidn se drend
y se retuvo en un recipiente separado. El reactor y la resina
se lavaron con 4.97 L de NMP la cual se combind con la Solucién

de Escisidn.
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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| Solucion de Solucion de Lavado | Cantidad Tiempo de Lavado | Lavado
(SU) 30% CYTFA! Neutralizacion con de Acoplamiento con con 30%
TFE/DCM DCM SU (g) RT (Hrs.) DCM | TFE/DC
NEM (L) M
DMI (L)
1:C 5.5L a) 5,5L 3x5.5L 5.5L 584g; 195 5 5.5L 3x5.5L
b) 5.5L, ml de
122ml NEM;
3.2L de
DMI
2:A 7.0L a) 7L 3x7L 2x7L 592.2gy 4.25 7L 3x7L
b) 7L, 158ml 195ml de
NEM
3.2L de
DMI
3:A 8L a) 8L 3x8L 2x8L 592.2g; 4.25 8L 3x8L
b) 8L, 182ml 195ml de
NEM;
3.4L de
DMI
4:T 9L a) 9L 3x9L 2x9L 514.2g; 4.25 9L 3x9L
b) 9L, 206ml 195ml de
NEM;
3.6L de
DMI
5:G 9.5L a) 9.5L 3x9.5L 2x9.5L 755.5g; 4.25 9.5L 3x9.5L
b) 9.5L, 195ml de
220ml NEM;
3.4L de
DMI
6:C 10L a) 10L 3x10L 2x10L 584.4g; 4.25 10L 3x10L
b) 10L, 195ml de
232ml NEM;
3.45L de
DMI
7.C 11L a) 11L 3x11L 2x11L 584.5g; 4.25 11L 3x11L
b) 11L, 195ml de
256ml NEM;
3.57L de
DMI
8:A 11L a) 11L 3x11L 2x11L 592.5g; 4.25 11L 3x11L
b) 11L, 195ml de
256ml NEM;
3.64L de
DMI
9:T 11.5L a) 11.5L 3x11.5L 2x 514.5g; 4.25 11.5L | 3x11.5L
b) 11.5L 11.5L | 195ml de
268ml NEM;
3.72L de
DMI
10:C 12L a) 12L 3x12L 2x12L 338.5g; 4.25 12L 3x12L
b) 12L, 195ml de
280ml NEM;




10

15

20

25

140

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)
3.96L de
DMI
11:C 13.5L a) 13.5L 3x13.5L 2x 770.4g; 4.25 13.5L | 3x13.5L
b) 13.5L, 13.5L 253ml de
204ml NEM;
4.02L de
DMI
12:T 13.5L a) 13.5L 3x13.5L 2x 668.7g; 4.25 13.5L | 3x13.5L
b) 13.5L, 13.5L 253ml de
204ml NEM;
4.02L de
DMI
13:DP 14L a) 14L 3x14L 2x14L 982.3g; 4.25 14L 3x14L
G b) 14L, 253ml de
216ml NEM;
4.02L de
DMI
14:DP 14.5L a) 14.5L 3x14.5L 2x 982.3g; 4.25 14.5L | 3x14.5L
G b) 14.5L, 14.5L 253ml de
228ml NEM;
4.1L de
DMI
15:A 15.5L a) 15.5L 3x15.5L 2x 770.1g; 4.25 15.5L | 3x15.5L
b) 15.5L, 15.5L 253ml de
254ml NEM;
4.26L de
DMI
16:DP 15.5L a) 15.5L 3x15.5L 2x 982.4g; 4.25 155L | 3x15.5L
G b) 15.5L, 15.5L 253ml de
254ml NEM;
4.26L de
DMI
17:T 16L a) 16L 3x16L 2x16L 549.6g; 4.75 16L 3x16L
b) 16L, 253ml de
366ml NEM;
4.4L de
DMI
18:T 16.5L a) 16.5L 3x16.5L 2x 630.7g; 4.25 16.5L | 3x16.5L
b) 16.5L, 16.5L 253ml de
378ml NEM;
4.4L de
DMI
19:C 16.5L a) 16.5L 3x16.5L 2x 770.4g; 4.25 16.5L | 3x16.5L
b) 16.5L, 16.5L | 253ml de
378ml NEM;
4.57L de
DMI
20:C 17L a) 17L 3x17L 2x17L 770.4g; 4.75 17L 3x17L
b) 17L, 253ml de
390ml de 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)
4.57L de
DMI
21:T 17L a) 17L 3x17L 2x17L 776.4g; 4.25 17L 3x17L
b) 17L, 311ml de
390ml NEM;
4.72L de
DMI
22:DP 17.5L a) 17.5L 3x17.5L 2x 1208.7g; 4.75 17.5L | 3x17.5L
G b) 17.5L, 17.5L | 311mlde
402ml NEM;
4.72L de
DMI

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

E. Desproteccidn

La Solucidén de Escisidédn combinada y lavado con NMP
se transfirieron a un recipiente de presidn 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
farmacoldédgica cruda Casimersen se diluyé 3:1 con agua
purificada antes de 1la remocién del solvente. Durante la
remocién del solvente, la solucidén de desproteccidn se ajustd
de pH a 3.0 con &cido fosférico 2M, luego a pH 8.03 con NH4OH.

HPLC: C18 80.93% (Fig. 1) y SCX-10 84.4% (Fig. 2).
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Ejemplo 5: Purificacién de la Sustancia Farmacoldégica Cruda
Casimersen

La solucidén de desproteccidén del Ejemplo 4, parte E,
que contenia la sustancia farmacoldgica cruda Casimersen se
cargd en una columna de resina de intercambio anidnico ToyoPearl
Super-Q 6505 (Tosoh Bioscience) y se eluyd con una gradiente
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
(C18 y SCX HPLC) se agruparon a una solucidén de producto
farmacéutico purificada. HPLC: 97.74% (Cl1l8; Fig. 3) 94.58%
(SCX; Fig. 4).

La solucidén de sustancia farmacoldgica purificada se
desaldé y se liofilizé a 1959 g de sustancia farmacoldgica
Casimersen purificada. Rendimiento de 63.37%; HPLC: 96.045%

(Fig. 5; C18) 96.436% (Fig. 6; SCX).

Tabla 5. Acrénimos

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
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NEM N-Etilmorfolina

NMP N-Metil-2-pirrolidona

RT Temperatura ambiente

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

INCORPORACION 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 comunmente conocido

por un experto ordinario en la técnica.

EQUIVALENTES
Los expertos en la técnica reconocerédn, o seran
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

reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar un compuesto

oligomérico de Foérmula (A):

[5'] HOUi\N(j\I\\(I)I o\)o\)]w
S E

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:

BV Vg A
\
(S NH (G), 0 (T), Lﬁi{ ="
NH O
%\W 2 Y Y
o R G
(0]

NH
(5mC) , O (U), v N=" (1)

2

o
EZN\E/L

(A7),

14
caracterizado porque el proceso comprende las etapas
secuenciales de:

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula (Al):
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O>;
2
I

(Al) ;

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 N/ﬁ
k/NH
o)
O)\NH
R1

(IT);

en donde R! es un medio de soporte;

(b) poner en contacto el compuesto de Fdérmula

con un compuesto de Férmula (A2):

0 O
H
N /ONO /\/O\/\O /\/O\(O
o)
H (0]

(A2) ;

)
Ly
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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):

)

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

O O )
Oél\NH N
R’ R
(A3) 7

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) :

=N N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
i )
O4L\NH N
H
R1
(IV);

en donde R! es un medio de soporte;



10

15

20

25

(d)

con un compuesto de Férmula

\_
/

(A4) :

(A4) ;

poner en contacto el compuesto de Férmula

(IV)

en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de

tritilo,

monometoxitritilo,

dimetoxitritilo

Yy

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

(1),
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para formar un compuesto de Fdérmula (A5):
0]

O,N N o [5]
@

0] 0]
NNO/\/O\/\O/\/ \f

A O

1 N0
R / 3

Y
L

3]

Z
T

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

R? se selecciona de:

0]
O
A\ 0
‘g
H o~
Y e
| HN
%N\”/N
© (PC), (DBG) ,
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H
N H O N O
%YO AN %\W
N _NH N Y %N N
b - T
o (T), (PR), (P5mC) ,
5 F;N O\\/"\CN
N /\
N
N\
0 X
72 F;N o) HN
YN
NH
© (U), N=""(1), y (PG) ;
10 (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; vy
(e2) poner en contacto el compuesto formado por la
15 etapa inmediatamente previa con un compuesto de Férmula (A8):
?
N—WZO
0]
o.__R*

J
20 &3
(A8) ;
en donde R3 se selecciona del grupo que consiste de
tritilo, monometoxitritilo, dimetoxitritilo %
trimetoxitritilo, y R%, independientemente de cada compuesto de

25 Férmula (A8), se selecciona del grupo que consiste de:
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ke - QQ
© (PC), (DPG) ,

N\/
(T), (PA) (P5mC),
I¢N o_/CN
%N 7\
N
(\f _N o \< 0
[/ HN
NH
O (U), N=" (1), vy (PG),

para formar un compuesto de Fdérmula (A9):

(5]

OzN N/Nj e}
k/NWLO/\/o\/\O/\/o\(o

(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/
EN O\Q
N /\
N
_ N o N== o
e HN
oy
© (PC), (DBG) ,
H
(0]
% 0 F;N H r;LWT/N o}
o T
N=/ \ﬂ/
o (T), (PRn), (P5mC) ,
_N CN
F o
N /\
N:;(N
(@)
= FN 0 HN O
YN
NH
(U), N="" (1), vy (PG); vy

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

(A10) :
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| 5']
OzN N 0
L::rL\ﬂ/A\V/M\ e N\ O
o 0 \T7
7 O )
Oél\NH N
[
3 e
/s
L\{:o R*
J
| |
||4 n
| 3]
(A10) ;

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

un medio de soporte, y R4, independientemente de cada aparicidn,

se selecciona del grupo gue consiste de:

o)
o)
s
8
H —
Y e
| HN
%Z;N\H/N
© (PC), (DPG),
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(T),
0 N
F; )
%%:N\K2>\<7
NH
(U), N="" (1),

(9)

y

H
0
N\W%>\§( %%:N N
N
N=/ \E/
(PR), (P5SmC) ,

(PG) ;

poner en contacto el compuesto de Férmula (A10)

con un agente de escisidén para formar un compuesto de Férmula

(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

que consiste de:

oj/
N /\
N
N. o N==
0
e HN
ke e
© (PC), (DPG) ,
H
N H 0O N 0
AP Y AN %\W
N. _NH N/ \N %N N
b -y T
o (T), (PRn), (P5mC) ,

N/ \

N
N=

o (U), =" (1), y (PG); y

(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (All)

con un agente de desproteccién para formar el compuesto
oligomérico de Férmula (A).

2. El proceso de conformidad con la reivindicacién

1, caracterizado porque el compuesto de Férmula (A4) es de

Férmula (A4da):
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R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,

monometoxitritilo,

R4 se selecciona de:

(I), vy

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo,

O
oj(
(DPG) ,
N _o
a
N\E/N
F;N O\\/"\CN
N /\
N
N\
O
HN

Y

(PG) .
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3. El proceso de conformidad con la reivindicaciédn

1 o 2, caracterizado porque el compuesto de Férmula (A5) es de

Formula (Aba):

O,N

O

B

Z
I

R1

en donde:

|5
O/\/O\/\O/\/OTO
,
N—P=0
a
194
Ly
[ 3]
(Ada);

R! es un medio de soporte

R3 se selecciona del grupo

monometoxitritilo,

gque consiste de tritilo,

dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R? se selecciona de:

(PC),

o8

2 \

N

pﬁ

(DPG) ,
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H
0 —N H O N O
%Y " %Y
N/ \ %z;N N
N
N=/ \g/
( (PR) , (P5mC) ,

%N\([)]/NH

T),

d
%mo oY A
T .

10 4.

), N= (I), y (PG) .

El proceso de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 1-3, caracterizado porque el compuesto de

Formula (A8) es de Férmula (A8a) :

C
\
/*—TZO
@)
15 oj,R4
N
ks
(A8a) ;
en donde:
20

R3 se selecciona del grupo que consiste de tritilo,

monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R4, independientemente en cada aparicién del

compuesto de Férmula (A8a), se selecciona del grupo que consiste

de:
25
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%g;N\ﬂ/NH

0

o
%K:N\E/NH (
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H
N.__©O
Y o
(PC), (DPG) ,

0)

5.

N N k
s Yy
(T), (PR), (P5SmC) ,

FN O\/\CN
N/
F: O Ei \<:§g 0
0 Sy
(PG) .

NH
u), N=" (1)

14

El proceso de conformidad con cualquiera de las

reivindicaciones 1-4, caracterizado porgque el compuesto

Férmula (A9)

O,N

Z
I

es de Férmula (A%9a):

5]

(A%a) ;

de
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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,
5 monometoxitritilo, dimetoxitritilo y trimetoxitritilo, vy

R4, independientemente de cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

o)
oj/

N o\/‘

7\

10 —
aﬁ@%
N
N0 =
e HN
A ae
© (PC), (DBG) ,
15 H
N H (6] N O
AP N %\W
N _NH N W %N N
b - T
O (T), (PR), (P5mC) ,

FN o/ CN
20 %N\%\\(

N
N:(
0] O
i %”W
NH
o (U), N="""(1), vy (PG) .
6. El proceso de conformidad con cualquiera de las

25 reivindicaciones 1-5, caracterizado porgque el compuesto de
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Formula (Al1l0) es de Férmula

)

PORS

A

T

en donde:

N

160

(Al0a) :

5]

O
o O

0

(Al0a) ;

E]

\
/

N—p=0

‘%:jm

n es un numero entero desde 10 a 40,

R! es un medio de soporte,

R4, independientemente

Yy

H

3]

de cada aparicién,

selecciona del grupo gue consiste de:

(PC),

w

J@fv

(DPG) ,

se
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H
0 =N R_ AP N0
%Y o~ %Y
N/ \ iiN N
N
N=—/ \g/
( (PA), (P5mC) ,

%N\([)]/NH

T),
FN o/ CN
N\e/\\<
N
N:(
0] @)
r&”\f? F;N o HN
YN
NH
o (U), N=""(1), vy (PG) .
7. El proceso de conformidad con cualgquiera de las

reivindicaciones 1-6, caracterizado porque el compuesto de

Formula (All) es de Foérmula (Alla):

o I 5]
2 N/\7 o
N K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O
O ()
N
[
\N—ﬁL:O
e
oj,R4
N
| |
|L n
3]
(Alla);
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n es un numero entero desde 10 a 40, y

R4, independientemente

selecciona del grupo gue consiste de:

de

cada aparicidn, se

H
N\
A0d p
| HN
oy
)
(PC), (DPG) ,
H
_N H O N __O
N
N _NH 7 Y HiN N
\ﬂ/ N=/ \g/
O (T), (PR), (P5mC) ,
N /\
N
0] N=
O
= /¢N 0 HN
%N\H/NH %N\%\(
NH
o (U) N=""(1), vy (PG) .
8. El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, caracterizado porque el compuesto
oligomérico de Férmula (A), n es 22, y R? en cada posicidn es

desde 1 a 22 y 5’

a

37
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5/

Posicidén No.

3’

21

22

R2

5’

Posicidédn No.

3/

11
12

13
14

15
16
17
18
19
20

R2

5/

Posicidén No.

a 3/

10

es

(A)

en donde el compuesto oligomérico de Fdérmula

(C) :

un compuesto de Fdérmula

2 I
um. Z Z.
Z \ vHo 7\
- Z o zT
- o IVL
o)
2. A el
= o IV|\
o) >\ z
z \ NvHo Q Nlh__ﬁuo -
e} lo) o |V|\ z
T ol A
O. I o o o
zZ I V4
Eoy e \ d z-d-o N
“_z N\ _Z o 3
=" z [ TN
) § o
z'\ z o z o2 T
\ I AN z
rN Q Zz-0-0 T ~ )
o ! O 2 I N
z zZ Z z
- 1 AN \
o o z-0-0 \ L/
<, 9 IV'\ 1 o =\ Z
€ oo S o z [ g z
= z vﬂo - ¢
o -~ \ 1l
o — Z o Z—0-0
© z Yo o 1
INvﬂ \ z Q Nlm_,_.uo N
Q o] o z
Wz \NMW \ o Nln___ruo N
z o o z
. = \ Nv" o Nlh__ﬁno -
z =)= S N
> L/ Q Fa-o o
- o IV|\ T
o] »l/ z z
\ Nvﬂ d Nlﬁ___rno N ] -
o Q C
< N IV|\\N/ z_3 vﬂo
< Q #4-o \ ) z
o)
8, A P NP © o
o _z = lo} IVL
® -~ Wz S W \ N e Nln____.lo
= z —_ 9 z
~ - \ //IN (e} N.ln_“_.lo N
I o)
z z N2 I\ § IVL AN
_— L/ q #a-o
o IV|\
o) Z
\ Nvﬂ d /N\ﬁ___rno AN
o
ii IVL\N/
Q 80
o) — o |V|\ >
YN NlW_.IO N
o __/ W
= A N
a o
e y—
HI\IO
5
(@) L0 (@)
— — [Q\

e
ROTURA A

ROTURAB"

25
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El proceso de conformidad con cualgquiera de las

9.

el compuesto

porque

caracterizado

1-8,

reivindicaciones

un compuesto oligomérico de

es

(C)

de Foérmula

oligomérico

Formula (XII):

5

ROTURA B

ROTURA A

10

15

20

3!

ROTURA B

ROTURA A

(XII),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El proceso de conformidad con cualgquiera de las

10.

25
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reivindicaciones 1-9,

caracterizado porque R3

es, en cada

aparicidén, tritilo.

11. El1 proceso de conformidad con la reivindicacidn

1, caracterizado para preparar un compuesto oligomérico de

Formula (C):

ROTURA A

ROTURA B
OH
! \
5) W Vo
O.

N§/N N N§(
| | NH,
\ =0 =0
N—P=0 o)
7t (YNHZ e %\( ? 0. A7
o | K[O N NH KE N _NH
e Y Ty
j T N 0 N 0
N 0 \ A
\ N /N—l?=0 N—Fi’=0
N=0 0 A~ NH; 74 KJ\Tyo
0] _N NH le) W 0.
o [” 2 N__N N.__NH
i@ b T
N N=/ N % v N Y
\ N—P=0 N—P=0
N—P=0 /L I
/

N
N AVl \
\ N—P=0 N—P=0
N—P=0 S N /) o
7 oY 0
,4N O 0 N\e/\( O N NH
o T T
j N= NH \ ’i‘ " \ ';l ©
N b NH, N—P=0
o M N TN o
0 NH =N o \8\(
= 2 ~ o N~/
0. W = N/ NH
jN\Il/N =" oo
N o WT., \n H NH,
2
ROTURA B
ROTURA A

(C)s

en donde el proceso comprende las etapas secuenciales
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de:

de Foérmula

con compue

(a) poner en contacto un compuesto de Férmula

O
OoN
ey O
(N

en donde R! es un medio de soporte,

(I) :

con un agente de desbloqueo para formar el compuesto

(II) :

=z
T

PSAS

@)
O)\NH
L,
(IT);

en donde R! es un medio de soporte;

(b) poner en contacto el compuesto de Férmula (II)

sto (B):
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0 o)
H
N /ONO /\/O\/\O /\/OYO
o) N
o ()

N

para formar un compuesto de Férmula (III):

(B):

o

©O=N N/\j o
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

X ) )
R’ O Q
®

Z
I

(ITI);
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) :
0
O;N N/'\W 0
K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O
i ° 8
Oéi\NH H
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en donde R! es un medio de soporte;
(d) poner en contacto el compuesto de Férmula (IV)

con un compuesto de Férmula (D) :

—P=0

"yt
sy
J

(D)

\
N
/

para formar un compuesto de Férmula (V) :

o 51
O

NWJ\ o> O /\/0 °

X, E )
R (I) m/
Jr

\

(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 Fbérmula

(VI) :

O=N N/\j o) [51
K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
Oj\NH [Nj
Nb=o

s M Mo
SRS

| 3]

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

con compuesto de Férmula (F) :
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para formar un compuesto de Férmula (VII):
o

O2N N/ﬁ o |5']

L\/Njr/\vJLD/\\/o\//\o/\\/O\fp
J ° )
O NH \ III_

. M Mo
T

(VII);

en donde R! es un medio de soporte;

realizar 23 iteraciones de las etapas

(9)

secuenciales de:

(gl) poner en contacto el producto formado por la

etapa inmediatamente previa con un agente de desbloqueo; y

poner en contacto el compuesto formado por la

(g2)
etapa inmediatamente previa con un compuesto de Férmula (VIII):
e
I

(VITI);



10

15

20

25

171

en donde R?, independientemente de cada compuesto de

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

R o
0
Y HN
Ny
© (PC), (DBG) ,

B4
o)
= N // \
N NH N
\ﬂ/ N=/
O (T), vy (PR),

en donde, para cada iteracidén desde 1 a 20, R? es:

Iteracién No. |R? Iteracidén No. |R?
1 PA 11 DPG
2 T 12 DPG
3 DPG 13 PA
4 PC 14 DPG
5 PC 15 T

6 PA 16 T

7 T 17 PC
8 PC 18 PC
9 PC 19 T
10 T 20 DPG
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para formar un compuesto de Fdérmula (IX):

|5

H N
[
R’ \N—JFZO
/ o)
oj/R2
N
2
<
X
[ 3]
(IX);

en donde R! es un medio de soporte,
en donde R?, independientemente de cada aparicidn, se

selecciona del grupo que consiste de:

(PC), (DPG) ,



10

15

20

25

173
N H O
o o~
N NH 4 \N
\ﬂ/ N="
o (

T), Yy (PA), Yy
en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

37
Posicién No. 5’ | R? Posicién No. | R? Posicién No. 57 | R?
a 3’ 5" a 3’ a 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC

(h) poner en contacto el compuesto de Férmula (IX)

con un agente de desbloqueo para formar un compuesto de Férmula

(X) :

on ) |5
ONO/\/O\/\ /\/0\]40
Oj\NH [Nj
R | \N_I:O |
-
Oy
| | J
IL 22
[ 3']



174

en donde R! es un medio de soporte,
en donde R?, independientemente de cada aparicidn, se

selecciona del grupo gue consiste de:

oj(
N\ o~
H Y
AN =
o "
© (PC), (DPG) ,
_ o) NI/ N
No _NH i‘i 4 \N
\ﬂ/ N=/
o (T), v (PA), v

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5" a 3':

Posicién No. 5’7 R? Posicién No. R? Posicién No. 5’ R?
a 3’/ 5" a 3’ a 3’7

1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG

4 T 14 DPG

5 DPG 15 PA

6 PC 16 DPG

7 PC 17 T

8 PA 18 T

9 T 19 PC

10 PC 20 PC

(i) poner en contacto el compuesto de Férmula (X) con
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i |5

O,N N /\
N K/NNO/\/O\/\O/\/O[TJO

Nedeo
a

Ty

| 22
H

3]
(XT),

en donde R?, independientemente de cada apariciédn,

selecciona del grupo gue consiste de:

37

H /o) E{N
e ="
" °
(@)

Z‘Hi HN
(PC), i:: (DPG) ,
N H O
o o~
N. _NH %N 7 Y
\ﬂ/ N=/"

en donde R?2 en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’

T),

(XTI) :

se

a
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Posicidén No. 5’ | R? Posicidn No. | R? Posicidén No. 5’ | R?
a 37 57 a 3 a 37
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
o PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
Y

(j) poner en contacto el compuesto de Férmula (XI) con
un agente de desproteccidén para formar el compuesto oligomérico
de Foérmula (C).

12. El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-11, caracterizado porque la etapa (d), etapa
(f) o etapa (g2) comprende ademas poner en contacto el compuesto
de Férmula (IV), Férmula (VI) o el compuesto formado por la etapa
inmediatamente previa, respectivamente, con un agente de
terminacién de cadena.

13. El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-12, caracterizado porque el agente de
desbloqueo usado en cada etapa es 4acido halogenado o acido
cianoacético.

14. El proceso de conformidad con la reivindicacién
13, caracterizado porque el acido halogenado se selecciona del
grupo que consiste de &cido cloroacético, éacido dicloroacético,

acido tricloroacético, acido fluoroacético, acido
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difluoroacético y acido trifluorocacético.

15. El proceso de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-14, caracterizado porque el medio de soporte
comprende un material seleccionado del grupo que consiste de

vidrio, vidrio modificado o funcionalizado, pléasticos (incluyendo

o\

acrilicos, poliestireno (por ejemplo, poliestireno <con 1
divinilbenceno reticulado), copolimeros de estireno vy otros
materiales, polipropileno, polietileno, polibutileno,
poliuretanos y TEFLON), polisacadridos, nilén o nitrocelulosa,
cerdmicas, resinas, silice o materiales a Dbase de silice
(incluyendo silicio y silicio modificado), carbono, metales vy

haces de fibra oéptica.

16. Un compuesto de Férmula (IX):
I 5]
OzN N/\j 0
L\/Njr/\VJLO/\\/O\//\O/\\/O\fp
o) N
i L)
O)\NH l}l
[ 1
R’ \N—lzo
/4
Ty
N
| |
22
g
NN
[ 3]

(IX),
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R! es un medio de soporte,

R?,

independientemente

sal farmacéuticamente

Yy

en

selecciona del grupo gue consiste de:

(PC),

0

NQ(
HN

aceptable del mismo,

cada

Ojo/
FN O\Q
7

aparicidn,

" O
J&Q (DPG) ,

se

a

N LA
NP N\%\\(
gierNH N:vﬂ
© (T), y (PA), ¥
en donde R?2 en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’

37
Posicién | R? Posicién | R? Posicidn R?
No. 5’ a No. 5" a No. 5" a
37 37 37
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
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17. E1 compuesto de conformidad con la
reivindicacidén 16, caracterizado porgque el compuesto de Férmula

(IX) es de Foérmula (IXa):

I8!

(IXa),
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 gue consiste de:
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a

H 0]
= © = N
N\e/\\<
N._ _NH N
N -
o (T), vy (PA), ¥
en donde R? en cada posicidédn es desde 1 a 22 y 5’
37:
Posicién R? Posicidn R? Posicién R?
No 5" a No. 5" a No. 5" a
37 37 37
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
18. Un compuesto de Fdérmula (X):
on i [ 5]
2 N/ﬁ o
k/ N NO /\/O\/\O /\/OYO
o} N
] .
o4l\NH N
[ 1
R \ l
/N—|=O
o}
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

caracterizado porque

R! es un medio de soporte,

R?,

181

independientemente

Yy

en

selecciona del grupo que consiste de:

cada

s

aparicidn,

en

se

0 -
e X N=(
< e
O
(PC), (DPG) ,
H 0
o = N
Z N\%\\(
N.__NH N
\ﬂ/ N~/
O (T), y (PA), vy
en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a
37
Posicidn R? Posicidn R? Posicidn R?
No. 5’ a No. 5" a No. 5" a
3’ 37 3’
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
19. E1 compuesto de conformidad con la

reivindicacién 18, caracterizado porque el compuesto de Foérmula
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(X) es de Férmula

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

donde

(Xa) :

182

(Xa),

R! es un medio de soporte, y

RZ, independientemente en

selecciona del grupo gue consiste de:

ZT

(PC),

(T), vy

—N
7\
N=—/

N

Nebo
-
Y
| | |
L 22
B

cada aparicidn,

en

se
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a

en donde R? en cada posicidédn es desde 1 a 22 y 5’

37:

Posicién R? Posicidn R? Posicién R?

No. 5’ a No. 5’ a No. 5" a

37 37 37

1 PC 11 PC 21 T

2 PA 12 T 22 DPG

3 PA 13 DPG

4 T 14 DPG

5 DPG 15 PA

6 PC 16 DPG

7 PC 17 T

8 PA 18 T

9 T 19 PC

10 PC 20 PC

20. El1 compuesto de conformidad con cualquiera de

las reivindicaciones 16-19,

soporte

comprende

reticulado.

21. Un compuesto de Férmula

o]

poliestireno

caracterizado porque el medio de

[ 5']

con

1% divinilbenceno

(XTI) :

N/ﬁ 0
k/NNO/\/O\/\O/\/OYO

o)

N

C

J

/

\
[
\N—%’ZO
o

%;f“

| 22
A

[ 3']
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

caracterizado porque:

RZ, independientemente en cada aparicién, se
selecciona del grupo gue consiste de:
@)
)
NP
N /\
N
H
N\
| HN
ke
° (PC), (DPG) ,
=N H_P
NP N
N
N _NH LHH{ 4 \
\ﬂ/ N=/
O (T), vy (PRA), y

en donde R? en cada posicidén es desde 1 a 22 y 5’ a

37:
Posicidn R? Posicidn R? Posicién R?
No 5" a No. 5’ a No. 5’ a
37 37 37
1 PC 11 PC 21 T
2 PA 12 T 22 DPG
3 PA 13 DPG
4 T 14 DPG
5 DPG 15 PA
6 PC 16 DPG
7 PC 17 T
8 PA 18 T
9 T 19 PC
10 PC 20 PC
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to de conformidad con la

reivindicacidén 21, caracterizado porgque el compuesto de Férmula

(XI) es de Foérmula (XIa):

0

|51

O5N N/\
AN K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

0]

®

Mo
"
Oy
| |
L 22
| 3]

(XIa),

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde

RZ, independientemente en cada aparicién, se

selecciona del grupo gue consiste de:

H
aed
N N
hfé
(PC),

o)
O:ﬁ;/
S=
~
HN\<iﬂ<i:>
(DPG) ,
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a

%LiN NH %N 7\

hig N

O (T), y (PR), y
en donde R? en cada posicidédn es desde 1 a 25 y 5’

37

Posicién | R? Posicién R? Posicién R?

No 5" a No. 5" a No. 5" a

37 37 37

1 PC 11 PC 21 T

2 PA 12 T 22 DPG

3 PA 13 DPG

4 T 14 DPG

5 DPG 15 PA

6 PC 16 DPG

7 PC 17 T

8 PA 18 T

9 T 19 PC

10 PC 20 PC
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RESUMEN DE LA INVENCION
La presente invencidén se refiere a procesos para
preparar un oligdmero (por ejemplo, un oligdbmero de morfolino).
Los procesos sintéticos descritos en la presente pueden ser
ventajosos para el escalar la sintesis de oligbémeros mientras
se mantiene el rendimiento general y pureza de un oligdbmero

sintetizado.
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