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CERERI INRUDITE

Aceasta cerere revendica beneficiul cererii provizorii de brevet US nr. 62/508.256,
depusa in 18 mai, 2017; cererea provizorie de brevet US nr. 62/341.049 depusa in 24
mai, 2016; cererea provizorie de brevet US nr. 62/356.923, depusa in 30 iunie, 2016;
cererea provizorie de brevet US nr. 62/357.072, depusa in 30 iunie, 2016; cererea
provizorie de brevet US nr. 62/357.153, depusa in 30 iunie, 2016; si cererea provizorie
de brevet US nr. 62/357.166, depusa in 30 iunie, 2016.

FONDUL INVENTIEI

Tehnologia antisens ofera un mijloc pentru modularea expresiei unuia sau mai
multor produse genetice specifice, inclusiv produse alternative de imbinare, si este utila
in mod unic intr-un numar de aplicatii terapeutice, de diagnostic si de cercetare. Principiul
din spatele tehnologiei antisens este ca un compus antisens, de ex., o oligonucleotida,
care hibridizeaza la un acid nucleic tinta, moduleaza activitatile de expresie a genelor,
cum ar fi transcriptia, splicarea sau translatia prin oricare dintre mecanismele antisens.
Specificitatea secventei compusilor antisens i face atractivi ca instrumente pentru
validarea tintei si functionalizarea genei, precum si ca agenti terapeutici pentru a modula
selectiv expresia genelor implicate in boala.

Distrofia musculara Duchenne (DMD) este cauzata de un defect in exprimarea
proteinei distrofind. Gena care codifica proteina contine 79 de exoni raspanditi pe peste
2 milioane de nucleotide de ADN. Orice mutatie exonica care schimba cadrul de citire al
exonului sau introduce un codon de stopare sau este caracterizata prin indepartarea unui
intreg exon sau exoni in afara cadrului, sau dublari ale unuia sau mai multor exoni, are
potentialul de a perturba productia de distrofina functionala, rezultand DMD.

Studiile clinice recente care testeaza siguranta si eficacitatea oligonucleotidelor de
comutare (SSO) pentru tratamentul DMD se bazeaza pe tehnologia SSO pentru a induce
splicarea alternativa a pre-ARNm prin blocarea sterica a spliceozomului (Cirak et al.,
2011; Goemans et al., 2011; Kinali et al., 2009; van Deutekom et al., 2007). Cu toate
acestea, in ciuda acestor succese, optiunile farmacologice disponibile pentru tratarea
DMD sunt limitate.

Eteplirsen este un morfolino oligomer de fosforodiamidat (PMO) conceput pentru
a omite exonul 51 al genei distrofinei umane la pacientii cu DMD care pot fi modificati la
exonul 51 pentru a restabili cadrul de citire si a produce o forma functionala mai scurta a
proteinei distrofind. Sarepta Therapeutics, Inc., a depus o cerere de medicamente noi

(NDA) la Administratia pentru Alimente si Medicamente din Statele Unite (FDA) pentru a
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solicita aprobarea pentru tratamentul DMD la pacientii la care pot fi modificari la omiterea
exonului 51. NDA Sarepta este in prezent in curs de revizuire de catre FDA.

WO02013/082551 A1 descrie utilizarea unui compus antisens pentru inducerea
incluziunii exonilor ca tratament pentru atrofia musculara spinala (SMA). Mai particular,
se refera la inducerea includerii exonului 7 pentru a restabili nivelurile proteinei neuronului
motor de supravietuire (SMN) codificatd de gena neuronului motor de supravietuire
(SMN). Acest document prezinta in continuare procedeele pentru producerea de
oligonucleotide morfolino antisens.

WO 2014/153240 A2 descrie molecule antisens capabile sa se lege la un situs
tintd selectat din gena distrofinei umane pentru a induce omiterea exonului 53. Acest
document prezinta in continuare procedeele pentru producerea de oligonucleotide
morfolino antisens.

WO 2011/150408 A2 dezvaluie oligonucleotide antisens utile pentru tratamentul
bolilor in care inhibarea exprimarii proteinei sau corectarea produselor de imbinare a
ARNmM aberante produce efecte terapeutice benefice. Acest document prezinta in
continuare procedeele pentru producerea de oligonucleotide morfolino antisens.

Desi s-au facut progrese semnificative in domeniul tehnologiei antisens, in
domeniu raméane nevoie de metode de preparare a oligomerilor morfolino fosforodiamidat
cu performanta antisens sau antigena imbunatatita.

REZUMAT

Aici sunt furnizate procedee pentru prepararea de oligomeri morfolino
fosforodiamidati (PMO). Procedeele de sinteza descrise aici permit o sinteza extinsa de
PMO, mentinand in acelasi timp randamentul general si puritatea unui PMO sintetizat.

Prezenta inventie furnizeaza un procedeu pentru prepararea unui compus

oligomeric cu Formula (A):
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In anumite variante de realizare, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea
unui compus oligomeric cu Formula (E):
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sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia

Intr-un alt exemplu de realizare, compusul oligomeric din dezvaluire care include

de exemplu, unele exemple de realizare ale unui compus oligomeric cu Formula (E), este
un compus oligomeric cu Formula (XII):
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Pentru claritate, formulele structurale care includ, de exemplu, compusul
oligomeric cu Formula (E) si Eteplirsen descrise prin Formula (XIl), sunt o formula
structurala continua de la 5' pana la 3' si, pentru comoditatea descrierii intregii formule
intr-o forma compacta in formulele structurale de mai sus, Solicitantii au inclus diverse
pauze ilustrative etichetate ,BREAK A", ,.BREAK B”, ,BREAK C” si ,BREAK D”. Asa cum
ar fi inteles de catre specialistul in domeniu, de exemplu, fiecare indicatie a ,BREAK A”
arata o continuare a ilustrarii formulei structurale in aceste puncte. Specialistul Tn
domeniu intelege ca acelasi lucru este valabil pentru fiecare exemplu de ,BREAK B”,
,BREAK C” si ,BREAK D" in formulele structurale de mai sus, inclusiv Eteplirsen. Niciuna
dintre rupturile ilustratiei, totusi, nu este destinata sa indice si nici un specialist in domeniu
nu le-ar intelege ca sa insemne, o intrerupere reala a formulelor structurale de mai sus,
inclusiv Eteplirsen.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 prezinta o cromatograma de cromatografie lichida analitica de
inalta performanta (HPLC) reprezentativa a unei substante medicamentoase brute

Eteplirsen (AVI-4658) sintetizata si deprotejata (vezi Exemplul 4).

Figura 2 prezinta o cromatograma HPLC analitica reprezentativa a unei

solutii purificate de substanta medicamentoasa Eteplirsen (vezi Exemplul 5).

Figura 3 prezinta o cromatograma HPLC analitica reprezentativa a unei

substante medicamentoase Eteplirsen desarate si liofilizate (vezi Exemplul 5).

DESCRIERE DETALIATA

Aici sunt furnizate procedee pentru prepararea unui oligomer morfolino.
Oligomerul morfolino descris aici prezinta o afinitate mai puternica pentru ADN si ARN
fara a compromite selectivitatea secventei, in raport cu oligonucleotidele native sau
nemodificate. In unele variante de realizare, oligomerul morfolino din dezvaluire
minimizeaza sau previne scindarea de citre RNaza H. in unele realizari, oligomerul
morfolino din dezvaluire nu activeaza RNaza H.

Procedeele descrise aici sunt avantajoase intr-un procedeu la scara industriala si
pot fi aplicate la prepararea cantitatilor de oligomer morfolino cu randament si la scara
mare (de ex., aproximativ 1 kg, aproximativ 1-10 kg, aproximativ 2-10 kg, aproximativ 5-
20 kg, aproximativ 10-20 kg sau aproximativ 10-50 kg).

Definitii

Mai jos sunt enumerate definitiile diferitilor termeni folositi pentru a descrie aceasta

dezvaluire. Aceste definitii se aplica termenilor asa cum sunt utilizati in aceasta
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specificatie si revendicari, cu exceptia cazului in care sunt limitate altfel in cazuri
specifice, fie individual, fie ca parte a unui grup mai mare.

,Baza protejata” sau ,protectie de baza” se refera la protectia gruparilor de
imperechere de baze, de ex., baze purinice sau pirimidinice, pe subunitatile morfolino cu
grupari de protectie adecvate pentru a preveni reactia sau interferenta gruparilor de
imperechere de baze in timpul sintezei oligomerului in etape. Un exemplu de subunitate
morfolino cu baza protejata este compusul (C) subunitatii C activate avand o grupare de
protectie CBZ pe gruparea amino citozina descrisa mai jos.

O ,grupare fosforamidat activata” este in mod tipic o grupare clorofosforamidat,
avand substitutie la azot care este dorita in eventuala legatura fosforodiamidat Tn
oligomer. Un exemplu este (dimetilamino)clorofosforamidat, adica -OP(=O)(NMe2)CI.

Termenul ,legat la suport” se refera la o entitate chimica care este legata covalent
la un mediu suport.

Termenul "mediu suport" se refera la orice material incluzand, de exemplu, orice
particula, granula sau suprafata, pe care un oligomer poate fi atasat sau sintetizat sau
poate fi modificat pentru atasarea sau sinteza unui oligomer. Substraturile reprezentative
includ, dar nu se limiteaza la, suporturi anorganice si suporturi organice, cum ar fi sticla
si sticla modificata sau functionalizata, materiale plastice (inclusiv acrilice, polistiren si
copolimeri de stiren si alte materiale, polipropilena, polietilena, polibutilena, poliuretan,
TEFLON etc.), polizaharide, nailon sau nitroceluloza, ceramica, rasini, silice sau
materiale pe bazé de silice, inclusiv siliciu si siliciu modificat, carbon, metale, sticla
anorganica, materiale plastice, fascicule de fibre optice si o varietate de alti polimeri.
Suprafetele suport deosebit de utile si solide pentru unele exemple de realizare sunt
amplasate in interiorul unui aparat cu celule de flux. In unele realizari ale procedeelor
descrise aici, mediul suport cuprinde polistiren cu divinilbenzen 1% reticulat.

In unele variante de realizare, mediul suport reprezentativ cuprinde cel putin un
situs reactiv pentru atasarea sau sinteza unui oligomer. De exemplu, in unele variante de
realizare, un mediu suport al dezvaluirii cuprinde una sau mai multe grupari amino sau
hidroxil terminale capabile sa formeze o legatura chimica cu o subunitate de intrare sau
alta grupare activata pentru atasarea sau sintetizarea unui oligomer.

Unele medii de suport reprezentative care sunt adaptabile la procesele descrise
aici includ, dar nu sunt limitate la, urmatoarele: sticla cu pori controlati (CPG); sticla cu
pori controlati de oxalil (vezi, de ex., Alul si colab., Nucleic Acids Research 1991, 19,

1527); particule care contin silice, cum ar fi margele poroase de sticla si silicagel, cum ar
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fi cele formate prin reactia triclor-[3-(4-clormetil)fenil]propilsilanului si sticla poroasa (vezi
Parr si Grohmann, Angew. Chem. Internatl. Ed. 1972, 11, 314, vandut sub marca
comerciala ,PORASIL E” de catre Waters Associates, Framingham, Mass., SUA); un
monoester al 1,4-dihidroximetilbenzenului si silicei (vezi Baier si Jung, Tetrahedron Lett.
1970, 51, 4503, vandut sub marca comerciala ,BIOPAK” de catre Waters Associates);
TENTAGEL (vezi, de ex., Wright et al., Tetrahedron Lett. 1993, 34, 3373); matrice cu perle
de copolimer stiren/divinilbbenzen reticulat sau POROS, un copolimer de
polistiren/divinilbenzen (disponibil de la PerSeptive Biosistems); mediu suport solubil,
cum ar fi PEG-uri de polietilenglicol (vezi Bonora et al., Organic Process Research &
Development 2000, 4, 225-231); suport PEPS, care este o pelicula de polietilena (PE) cu
grefe de polistiren cu lant lung (PS). (vezi Berg et al., J. Am. Chem. Soc. 1989, 111, 8024
si cererea internationala de brevet WO 1990/02749); copolimeri de dimetilacrilamida
reticulatda cu N,N'-bisacriloiletiiendiamina, inclusiv o cantitate cunoscutda de N-
tertbutoxicarbonil-beta-alanil-N'-acriloilhexametilendiamina (vezi Atherton et al., J. Am.
Chem. Soc. 1975, 97, 6584, Atherton et al., Bioorg. Chem. 1979, 8, 351, si Atherton et
al., J. Chem. Soc. Perkin 11981, 538); particule de sticla acoperite cu un polimer de stiren
reticulat hidrofob (vezi Scott et al., J. Chrom. Sci. 1971, 9, 577); polimer de etilena
fluorurat pe care a fost grefat polistiren (vezi Kent and Merrifield, Israel J. Chem. 1978,
17, 243 si van Rietschoten in Peptides 1974, i. Wolman, Ed., Wilei and Sons, New iork,
1975, pp. 113-116); membrane de polipropilena acoperite de hidroxipropilacrilat (Daniels
et al., Tetrahedron Lett. 1989, 4345); tije de polietilena grefata cu acid acrilic (Geisen et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 3998); un "sac de ceai" contindnd perle de
polimer utilizate traditional (Houghten, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1985, 82, 5131); si
combinatii ale acestora.

Termenul "aparat cu celula in curgere" se refera la o camera care cuprinde o
suprafata (de ex., suprafata solida) prin care pot fi trecute unul sau mai multi reactivi fluizi
(de ex., lichid sau gaz).

Termenul "agent de deblocare" se refera la o compozitie (de exemplu, o solutie)
care cuprinde un acid chimic sau o combinatie de acizi chimici pentru indepartarea
gruparilor protectoare. Exemple de acizi chimici utilizati in agentii de deblocare includ
acizi halogenati, de ex., acid cloracetic, acid dicloracetic, acid tricloroacetic, acid
fluoroacetic, acid difluoracetic si acid trifluoracetic. in unele variante de realizare, un agent

de deblocare indeparteaza una sau mai multe grupari tritil, de exemplu, un oligomer, un
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oligomer legat de suport, o subunitate legata de suport sau alt fragment protejat de azot
sau oxigen.

Termenii "halogen" si "halo" se refera la un atom selectat din grupul constand din
fluor, clor, brom si iod.

Termenul "agent de acoperire" se refera la o compozitie (de ex., o solutie) care
cuprinde o anhidrida acida (de ex., anhidrida benzoica, anhidrida acetica, anhidrida
fenoxiacetica si altele asemenea) utila pentru blocarea uneia citite reactive de, de
exemplu, un suport - mediu care formeaza o legatura chimica cu o subunitate de intrare
sau alt grup activat.

Termenul "agent de scindare" se refera la o compozitie (de ex., o solutie lichida
sau un amestec gazos) care cuprinde o baza chimica (de ex., amoniac sau 1,8-
diazabicicloundec-7-end) sau o combinatie de baze chimice utile pentru scindare, de
exemplu, un oligomer legat de suport dintr-un mediu suport.

Termenul ,agent de deprotectie" se refera la o compozitie (de ex., o solutie lichida
sau un amestec gazos) care cuprinde o baza chimica (de ex., amoniac, 1,8-
diazabicicloundec-7-ena sau carbonat de potasiu) sau o combinatie de baze chimice utile
pentru eliminarea gruparilor protectoare. De exemplu, un agent de deprotejare, in unele
exemple de realizare, poate indeparta protectia de baza de la, de exemplu, o subunitate
morfolino, subunitati morfolino ale unui oligomer morfolino sau versiuni ale acestora
legate de suport.

Termenul ,solvent" se refera la o componenta a unei solutii sau a unui amestec in
care este solubil un dizolvat. Solventii pot fi anorganici sau organici (de ex., acid acetic,
acetona, acetonitril, acetil acetona, 2-aminoetanol, anilina, anisol, benzen, benzonitril,
alcool benzilic, 1-butanol, 2-butanol, i-butanol, 2-butanona, alcool t-butilic, disulfura de
carbon, tetraclorura de carbon, clorbenzen, cloroform, ciclohexan, ciclohexanol,
ciclohexanona, di-n-butilftalat, 1,1-dicloretan, 1,2-dicloretan, dietilamina, dietilen glicol,
diglima, dimetoximetan (glima), N,N-dimetilanilind, dimetilformamida, dimetilftalat,
dimetilsulfoxid, dioxan, etanol, eter, acetat de etil, acetoacetat de etil, benzoat de etil,
etilen glicol, glicerina, heptan, 1-heptanol, hexan, acetat de etil, metil-1-hexan metil t-butil
eter, clorura de metilen, 1-octanol, pentan, 1-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-
pentanona, 3-pentanona, 1-propanol, 2-propanol, piridina, tetrahidrofuran, toluen, apa, p-
xilen).

Expresiile ,oligomer morfolino" si ,oligomer morfolino fosforodiamidat" sau ,PMO"

se referd la un oligomer avand subunitati morfolino legate intre ele prin legaturi
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fosforodiamidat, unind azotul morfolino al unei subunitati la carbonul 5'-exociclic al unei
subunitati adiacente. Fiecare subunitate morfolino cuprinde o portiune de imperechere
nucleobaza eficienta pentru a se lega, prin legaturi de hidrogen specifice nucleobazei, la
0 nucleobaza dintr-o tinta.

Termenul ,coada EG3" se refera la fragmente de trietilenglicol conjugate la
oligomer, de ex., la capatul sau 3' sau 5'. De exemplu, in unele exemple de realizare,

,coada EG3” conjugata la capatul 3’ al unui oligomer poate avea structura:
o]

HolL/\O}JBk Q ?;

In anumite exemple de realizare, un compus oligomeric preparat prin metodele
descrise poate avea o lungime de la 10 pana la 40 de nucleotide, 10 pana la 30 de
nucleotide, 10 pana la 25 de nucleotide, 10 pana la 24 de nucleotide, 10 pana la 23 de
nucleotide, 10 pana la 22 de nucleotide, 10 pana la 21 de nucleotide, 10 pana la 20 de
nucleotide, 15 pana la 30 de nucleotide, 15 pana la 25 de nucleotide, 15 pana la 24 de
nucleotide, 15 pana la 23 de nucleotide, 15 pana la 22 de nucleotide, 15 pana la 21 de
nucleotide, 15 pana la 20 de nucleotide, 20 pana la 30 de nucleotide, 20 pana la 25 de
nucleotide, 20 pana la 24 de nucleotide, 20 pana la 23 de nucleotide sau 20 pana la 22
de nucleotide in lungime, inclusiv toate numerele intregi cuprinse intre aceste intervale.
De preferinta, un compus oligomeric preparat prin metodele descrise este de 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, sau 40 nucleotide in lungime. in unele variante de realizare, un compus
oligomeric preparat prin metodele din dezvéluire are o lungime de 20 de nucleotide. in
unele variante de realizare, un compus oligomeric preparat prin metodele din dezvaluire
are o lungime de 21 de nucleotide. In unele variante de realizare, un compus oligomeric
preparat prin metodele din dezvaluire are o lungime de 22 de nucleotide. In unele variante
de realizare, un compus oligomeric preparat prin metodele din dezvaluire are o lungime
de 23 de nucleotide. Tn unele variante de realizare, un compus oligomeric preparat prin
metodele din dezvaluire are o lungime de 24 de nucleotide. In unele variante de realizare,
un compus oligomeric preparat prin metodele din dezvaluire are o lungime de 25 de
nucleotide. in unele variante de realizare, un compus oligomeric preparat prin metodele
din dezvaluire are o lungime de 26 de nucleotide. in unele variante de realizare, un

compus oligomeric preparat prin metodele din dezvaluire are o lungime de 27 de
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nucleotide. In unele variante de realizare, un compus oligomeric preparat prin metodele
din dezvaluire are o lungime de 28 de nucleotide. in unele variante de realizare, un
compus oligomeric preparat prin metodele din dezvaluire are o lungime de 29 de
nucleotide. Tn unele variante de realizare, un compus oligomeric preparat prin metodele
din dezvaluire are o lungime de 30 de nucleotide.

In consecint&, In unele variante de realizare ale compusilor oligomerici preparati
prin metodele dezvaluirii, incluzénd, de exemplu, realizari ale compusilor oligomerici cu
Formula (A), n este un numar intreg cuprins intre 10 pana la 40, 10 pana la 30, 10 pana
la 25, 10 panala 24, 10 pana la 23, 10 pana la 22, 10 pana la 21, 10 pana la 20, 15 pana
la 30, 15 panala 25, 15 pana la 24, 15 pana la 23, 15 pana la 22, 15 pana la 21, 15 pana
la 20, 20 pana la 30, 20 pana la 25, 20 pana la 24, 20 pana la 23, sau 20 pana la 22. In
anumite variante de realizare, n este 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24,25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, sau 40. in unele variante de

realizare, n este 10. In unele variante de realizare, n este 11. unele variante de

~

realizare, n este 12. In unele variante de realizare, n este 15. unele variante de

realizare, n este 18. unele variante de realizare, n este 20. unele variante de
realizare, n este 21.
unele variante de
unele variante de

unele variante de realizare, n este 26.

in
in
in
unele variante de realizare, n este 22. In unele variante de
in
realizare, n este 25. in
in

in
in
realizare, n este 23. In unele variante de realizare, n este 24.
in
realizare, n este 27. In unele variante de realizare, n este 28. unele variante de
realizare, n este 29. In unele variante de realizare, n este 30.
Termenii ,aproximat” sau ,aproximativ’ sunt in general intelesi de catre persoanele
cu cunostinte in domeniul relevant, dar in anumite circumstante pot insemna in + 10%,
sau in £ 5%, dintr-o anumita valoare sau interval.
Procedee de preparare a oligomerilor morfolino
Sinteza este in general preparatd, asa cum este descris aici, pe un mediu suport.
Tn general, un prim sinton (de ex., un monomer, cum ar fi o subunitate morfolino) este mai
intai atasat la un mediu suport, si oligomerul este apoi sintetizat prin cuplarea secventiala
a subunitatilor la sintonul legat de suport. Aceasta alungire iterativa are ca rezultat in cele
din urma un compus oligomeric final. Mediile suport adecvate pot fi solubile sau insolubile
sau pot avea solubilitate variabila in diferifi solventi pentru a permite polimerului in
crestere legat de suport sa fie fie in solutie, fie in afara acesteia, dupa cum se doreste.
Mediile suport traditionale sunt in cea mai mare parte insolubile si sunt plasate in mod

obisnuit in vase de reactie, in timp ce reactivii si solventii reactioneazéa cu si/sau spala
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lantul de crestere pana cand oligomerul atinge lungimea tinta, dupa care oligomerul este
scindat din suport si, daca este necesar, prelucrat in continuare pentru a produce
compusul polimeric final. Abordari mai recente au introdus suporturi solubile, inclusiv
suporturi polimerice solubile, pentru a permite precipitarea si dizolvarea produsului
sintetizat iterativ in punctele dorite ale sintezei (Gravert si colab., Chem. Rev. 1997,
97,489-510).

Aici sunt furnizate procedee pentru prepararea oligomerilor morfolino.

Astfel, intr-un aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui

compus cu Formula (Il):
0
O,N

0
O)\NH
L.
1,
in care R' este un suport-mediu;

in care procedeul cuprinde punerea in contact a unui compus cu Formula (A1):

o)
05N "
L,
0
O)\NH

R
(Al);
in care R este un mediu suport si R? este selectat din grupul constand din tritil,
monometoxitritil, dimetoxitritil i trimetoxitritil;
cu un agent de deblocare pentru a forma compusul cu Formula (I1).
Intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui compus

cu Formula (A3):
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ON
N/\ 0
k/N\l'(\)LO /\‘/’O\’/\O /\/O\(O
N
] ()
O}\NH N
R! R
(A3);
in care R' este un mediu suport si R® este selectat din grupul constand din tritil,

monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil;

in care procedeul cuprinde contactarea unui compus cu Formula (I1):
0
O;N

!

o)\NH

(1),
in care R' este un suport-mediu;

cu un compus cu formula (A2):

o
& d

(A2),
in care R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil;
pentru a forma compusul cu Formula (A3).
Intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui compus

cu Formula (1V):



e 2019 0423

O2N N /ﬁ o
K/NY\)J\O/\/O\/\O/\/OYO
i O ®
o)\NH N
L,
(Iv);

in care R' este un suport-mediu;
in care procedeul cuprinde punerea in contact a unui compus cu Formula (A3):

O\'\’(\J\O/\/O\/\O/\/OYO
Oj\ NH [Nj
C, !

O,N

(A3);
in care R este un mediu suport si R? este selectat din grupul constand din tritil,
monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil;
cu un agent de deblocare pentru a forma compusul cu Formula (VI).

Inca intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui

compus cu Formula (A5):

0N i N . [ 5']
Q I O/\/O\/\O/\/OYO
L (]
\N— =0
R’ / ('3
Xy
&3
[ 3]

(AS),
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in care R este un mediu suport si R3 este selectat din grupul constand din
tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil; si

R* este selectat din grupul constand din:

(T),

Q

N
O
Y A\ p i
Y e
o L), N (D), si (PG);

in care procedeul cuprinde contactarea unui compus cu Formula (IV):
0

O,N
N Q
Q\(\)\ AN SN N0
o O
0 N
i (.
o)\NH N
k H
R1
(Ivy.
in care R' este un suport-mediu;

cu un compus cu formula (A4):
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\[ j/m

(A4);

in care R® este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil
dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este selectat din grupul constand din

2
iog

(PC),

=
e
o=
s
5
e
5

(T,

<
Z
o={ )
g
O
@
)
E

“‘mr E\H

N=/" (D, i (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (A5).

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui compus
cu Formula (A9):
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0
o [ 5]
| OMO/\/O\/\O/\/OYO
° O 0
O)\NH I\IJ
R’ | \N—ILZO |
e
X
N
L I |
|
[ 3]
(A9).

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R" este un mediu suport, R3
este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil si

R* este, independent pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

H
Y Y
l é <©
'H,iN\l_rN
© (PC), (DPG)
A
\L,Z{N\H/NH
O (T), (PA) (P5mCQ),

o\/"\CI‘\I

[, $|



si in care procedeul cuprinde etapele secventiale de

(a) punerea in contact a unui compus cu Formula (1V)
0

N/\ o

O,N

K/N\”/\)J\O/\/O\/\O/\/OYO
o

Q N
O)\NH [Nj
H
R1
(Iv),

in care R este un suport-mediu

cu un compus cu Formula (A4):

Y
e

(A4);
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in care R® este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil

dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este selectat din grupul constand din

Fef
0 N\{
HN
E‘&:NTN i :
© (PC), (DPG)
Y 6 5
O (T), (PA) (P5mC),
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(YO
YN

(), N=/" (D), si (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (A5):
o

O2N N 5 [ 5']
O N e
L, [

(AS),
in care R' este un mediu suport si R® este selectat din grupul
constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil gi trimetoxitritil; si

R* este selectat din grupul constand din:

Q ps
s /\
HN
N H O K%,H 0

(T, (PA), (P5mC),

<
o=<z;\?

A

NH

<
o~
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,—:—N o/ CN
N
N"h-..
@)
N %0 \H(N o
N NH N /
Y # LQ
O ), N=/" (1), si (PG);

Si
(b) efectuarea de n-1 iteratii ale etapelor secventiale ale:

(b 1) punerea in contact a produsului format prin etapa imediat
anterioara cu un agent de deblocare; i

(b2) punerea in contact a compusului format prin etapa imediat

anterioara cu un compus cu Formula (A8):

\ f
N—p=0
/ Q
KEOTW
N
L,
(AS),

in care R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,

dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este selectat din grupul constand din:

pfr

HN

‘s

<
O#ZQ

(PC), (DPG),

H
o =N H P %/N 0
NH '\!':%\\( %N lN
N:/N \g/
(T), (PA), (P5mC),

N

Y
o~
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O

O
7Y e Hi
NS
NH
0 ), N="" (), si (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (A9).
Inca intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui

compus cu Formula (A10):

| 5']
O,N q 5
O\n/\)\ e W e N NP
o o \f
° O @
O)\NH N
| 1
R \N—FL:O
rd
K[oj/R‘l
N
L | |
|L n
[ 3]
(A10);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R este un mediu suport, si R*

este independent pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
0
OK/
NS,
%&&:N\e/\\{l
H =
Y T
| HN
ke g) L@
© (PC), (DPG),
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H
ftf ’ f}\(“ O fj\n’ e
N/ | ‘ﬁ{N N
N _NH
Hi \ﬂ/ N \ﬂ/
O (T), (PA), (P5m0),

f_-—__N o IC N

N/

@]
Y s g
N._ _NH N\\)*{
Y - C{j
o (), N=/ (), s (PG);

in care procedeul cuprinde punerea in contact a unui compus cu Formula (A9):

O
OoN N /ﬁ Ol 5 l

K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O
i O ()

O)\NH I}l

[ 1

g Nt

/4

(A9),
in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R" este un mediu suport, R3
este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil Si trimetoxitritil i

R* este, independent pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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gt
H Ei '%O\Q

N

90¢ ¢
| HN
%NTN
© (PC), (DPG),
N
N._ _NH \e\\( L‘aiN N
At S b 1 5
o] (T), {(PA), (P5mQ),
A\ o
N

N"‘--.
X o
HN
N
NH
N=/""(,si (PG);

O aY:
"H{N\!}rNH .

cu un agent de deblocare pentru a forma compusul cu Formula (A10).
Intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui compus

cu Formula (A11):

0N N/\ D[ o' ]

N K/NNO/‘\/O\/\O/\/OYO
O )

I I}l 1
\N—J’=O
-
Kon/R“
N
1 | ]
|

(Al1);
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in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R* este independent pentru

fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
O “z
(PC), \(Q (DPG),
o
(T), (PA) (P5mCQ),

F—-__N o0-""CN
%W
\< N
= 5
\8\( HN{@
N=/" (D), si (PG);

in care procedeul cuprinde punerea in contact a unui compus cu Formula (A10):

<
o=<z;>

N

<
o~

%Y X

Si



e 2019 0423

O5N N /ﬁ o
K/N\H/\)J\O/\/O\/\O/\/OYO

%r

| n

H

| 3]

(A10);
in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R" este un mediu suport, si R*

este independent pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

‘%:“ ¢ ‘
O
(PC), <© (DPG)
O
(T), (PA) (P5mC),

= o/ CN
%W
Nb{N
(@)
DN aY; g
N NH N\%\{
Y ¢
0 (U), N=/" (I), si (PG);

cu un agent de scindare pentru a forma compusul cu Formula (A11).

<
o=<23

A

o~
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Prezenta inventie se refera la un procedeu pentru prepararea unui compus

oligomeric cu Formula (A):

i _ _
RZ
o N
5! i /\l O
1> Hol‘)tkﬂ\('ﬁf/o\)j\]{
AN [3']
(_A);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, si fiecare R? este independent

pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

A
% %\Hw%\rr %\fj )
%¢ IRV S SN o

ol (SmC), o (U), si N=/" (1)

(A),

in care procedeul cuprinde punerea in contact a unui compus cu Formula (A11):

I 5]

OaN N/W o
e K/NNO/\/O\/\O/\/‘E\IEO

I
I 1
\N—FIL=O
74
k[o:I/R“

(All);
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in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, si R* este independent pentru

fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

J@jr

Yo
H

TP “*\(
":,iN\"/N
© (PC), (DPG),
H o
= O |
%NTNH N
O (T), (PA) (P5mC),

o/ N
'S ¢
N"‘--.
0
DY, R
‘LLLiN NH N\%\(
e i
0 (), N=/" (D), si (PG);
cu un agent de deprotejare pentru a forma compusul cu Formula (A).

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui compus

oligomeric cu Formula (A):

[5' HOLJ’ tg\ﬁgﬂﬁ\
N ey

(A),
in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, si fiecare R? este independent

pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

N ST oy

NH; (G)
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NH
¢ (5mC), 0 (U), si N="" (D),

in care procedeul cuprinde etapele secventiale de:

(a) punerea in contact a unui compus cu Formula (A1):

0]
O.N "
L,
o)
O)\NH
L
(Al),

in care R" este un mediu suport si R® este selectat din grupul constand din
tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil;

cu un agent de deblocare pentru a forma compusul cu Formula (I1):

0” "NH
L
),
in care R' este un suport-mediu;
(b) punerea in contact a compusului cu Formula (Il) cu un compus cu
formula (A2):

O O
g N’ONO/\/O\/\O/\/OYO
O N
o (]
N
Ls
(A2),

in care R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,

dimetoxitritil si trimetoxitritil;
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pentru a forma un compus cu Formula (A3):
o

O:=N N/ﬁ 0
I\/N\[(\)J\ O/\/O\/\O/\/OYO

]

° O
O)\NH N
kw R®
(A3),
in care R este un mediu suport si R3 este selectat din grupul constand din
tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil;
(c) punerea in contact a compusului cu Formula (A3) cu un agent de

deblocare pentru a forma un compus cu Formula (IV):
o)

OzN N/ﬁ 0
K/Nm/\)‘l\o/\/o\/\o/\/o\fo

o} N
] )
O)\NH N
k H
R1
(V).
in care R' este un suport-mediu;

(b) punerea in contact a compusului cu Formula (IV) cu un compus cu
formula (A4):

Cl
\N—I:°=O
/ 0
"
N
o
(A4),

in care R® este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,

dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este selectat din grupul constand din:
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NEsEs
o~
523

HN
rN H O %w/“ 0
¥ é Y 5
(PA), (P5mC),
_N CN
5‘{ ’!I:e/\(o\/\

N
N\
O
(Y FN 0 \H<N o
N
o L), Nt/NHm,si (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (A5):
0

OaN N o) [5l
O~

O

2

\HiNI)rlN
A~

l’v,_iN\g/NH

(T,

(AS);
in care R! este un mediu suport si R® este selectat din grupul
constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil gi trimetoxitritil; si

R* este selectat din grupul constand din:
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0
oj/
I—’—N OQ
N / \N
H —
Y “ v
| HN
‘s,iNTN
© (PC) (DPG)

(T), (P5mC)
=N o/ CN
N/
W
N“"-—

O
Y P\ N~
YN
NH
0 (), N=/" (1), si (PG)

(b) efectuarea de n-1 iteratii ale etapelor secventiale ale:

(e1) punerea in contact a produsului format prin etapa imediat
anterioara cu un agent de deblocare; si

(e2) punerea in contact a compusului format prin etapa imediat

anterioara cu un compus cu Formula (A8):

Cl
\N_I:a:o
/ @]
Y
N
gs
(A8),

in care R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,
dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este independent pentru fiecare compus

cu Formula (A8), selectat din grupul constand din:
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“i“ ¢ ‘
0]
5 (PC), <© (DPG)
= O
%N\H/NH
O (T), (PA) (P5m0Q),

=\ N
86
NE(N
O e Y, g
F R
SEEN()) N ), si (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (A9):

<
0423

O
o 5]
| U‘*\MO/VO\/\O/\/OYO
j O )
O)\NH I}I
v Vo
/4
K[oj/R4
N
L i |
[ 3]
(A9);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R" este un mediu

suport, R? este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,
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dimetoxitritil si trimetoxitritil si R* este, independent pentru fiecare aparitie,
selectat din grupul constand din:
iii'\' 7 \

o) N\(
HN\(©
(PQC), (DPG)
o)
(T), (PA) (P5mQ),

r_f,m o0_/CN
N/
0O %Q 0

Y A\ ik
R G
NH
0 (L), N=/"" (1), si (PG);

(f) punerea in contact a compusului cu Formula (A9) cu un agent de

<
o=<z;>

\

<
o~

deblocare pentru a forma un compus cu Formula (A10):
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| 5']
05N N o
QN AN O SO0
o o Y
° O ®
O)\NH l?l
. ~
N—P=0
/7
v
N
L | ]
J' n
[ 3]
(A10);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R" este un mediu suport,

si R* este independent pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
0

o I

N‘--

o \{’
| HN
“zliN\n/N
© (PC), (DPG),
H .0 N
%’,/,O E}\(N %YN ©
N. _NH \ N N
Ny - Y
0 (PA), (P3mC),

(T),

r__——_.N OICN
N
~

0
(/\( r":'N o HN
Y ONNS
NH
o (), N="" (1), si (PG);

(g) punerea in contact a compusului cu Formula (A10) cu un agent de

clivare pentru a forma un compus cu Formula (A11):
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0
5
O;N N/\l O[ I
S K/N\(\)\ A OO
: e
Q N
)
[ 1
Vo
r
K[o R
J
L | |
L n
[ 3]
(All);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, si R* este independent

pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

J@fr

‘i““

H
Y'Y \{
":ZiN\n/N
© (PC), (DPG)
P
lLLLiLI/]r\lm/r\IH
o (T, (PA) (P5mC),

*zfﬂf

N"-—_
O

o
(;Y F-'N o) HN
NS
NH
O (), N=/"" (1), si (PG):

Si
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(h) punerea in contact a compusului cu Formula (A11) cu un agent de

deprotejare pentru a forma un compus oligomeric cu Formula (A).

Intr-o varianta de realizare, etapa (d) sau etapa (e€2) mai cuprinde punerea in
contact a compusului cu Formula (IV) sau a compusului format prin etapa imediat
anterioara, respectiv, cu un agent de acoperire.

Intr-o alt& varianta de realizare, fiecare etapa este realizata in prezenta a cel putin
unui solvent.

Intr-o alt& varianta de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este
o solutie care cuprinde un acid halogenat.

Intr-o alta varianta de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este
acidul cianoacetic.

Intr-o alta variant& de realizare, acidul halogenat este selectat din grupul constand
din acid cloracetic, acid dicloracetic, acid tricloroacetic, acid fluoracetic, acid difluoracetic
si acid trifluoracetic.

Intr-o alta varianta de realizare, acidul halogenat este acidul trifluoracetic.

Intr-o altd varianta de realizare, cel putin una dintre etapele (a), (c), (e1) si (f) mai
cuprinde etapa de punere in contact a compusului deblocat din fiecare etapa cu un agent
de neutralizare.

Intr-o alti variantd de realizare, fiecare dintre etapele (a), (c), (e1) si (f) mai
cuprinde etapa de punere in contact a compusului deblocat din fiecare etapa cu un agent
de neutralizare.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de neutralizare este intr-o solutie care
cuprinde diclormetan si alcool izopropilic.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de neutralizare este un monoalchil, dialchil
sau trialchilamina.

intr-o altd variantd de realizare, agentul de neutralizare este N,N-
diizopropiletilamina.

Intr-o alta varianta de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este
o solutie care cuprinde 4-cianopiridind, diclormetan, acid trifluoracetic, trifluoretanol si
apa.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de acoperire este intr-o solutie care
cuprinde etilmorfolina si metilpirolidinona.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de acoperire este o anhidrida acida.

Intr-o altd varianta de realizare, anhidrida acid3 este anhidrida benzoica.
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Intr-o alti varianta de realizare, compusii cu Formula (A4) si Formula (A8) sunt
fiecare, in mod independent, intr-o solutie care cuprinde etilmorfolina si
dimetilimidazolidinona.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de scindare cuprinde ditiotreitol si 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-ena.

Intr-o altd variantad de realizare, agentul de scindare este intr-o solutie care
cuprinde N-metil-2-pirolidona.

Intr-o alta varianta de realizare, agentul de deprotejare cuprinde NHs.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de deprotejare este intr-o solutie apoasa.

Intr-o altd variantd de realizare, mediul suport cuprinde polistiren cu 1%
divinilbenzen reticulat.

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (A4) are Formula (A4a):

\ 7
N—$=0
/ 0

"
N
b
(Ada);

in care:

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil

J@fr
L NN

| HN

(PC), (DPG),

si trimetoxitritil; si

R4 este selectat dintre:

(T, (PA), (P5mC),
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o/ CN
7 \

N
N
NAP "X

(Y FN 0 HN—g?”
YN
NH
O L), N=/" (I),si (PG).

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (A5) are Formula (A5a):

ON ON . ’ 'I
QN 5

o/\/o\/\o/\/o\fo

X ° O

NH N
1 N—F—{’:O
R / 4
Y
N
ko
[3']

(AS5a);
in care:
R este un suport-mediu

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil

gf%
LN

| HN

(PC), (DPG),

H
eV otiN eS¢
N 3 ‘LLL{N N
N NH
Yy - Y
0 {T), (PA), (P5mQ),

si trimetoxitritil; si

R4 este selectat dintre:



e 2019 0423

o/ CN
7\

N
N:-—.(

0
O aY; e
YN
NH
O ), N=/" (I), si (PG).

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (A8) are Formula (A8a):

NN
N—p=0
/ 0]

"
I
{ABa);
in care:
R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil

si trimetoxitritil; i

R* este, independent la fiecare aparitie a compusului cu formula (A8a),

‘o
H
XY {0
| HN
"iiN\n/N
© (PC), (DPG),
H
oo T GiNe B¢
Ny ‘LﬁiN N
N NH
Yy - Y
O {T), (PA), (P5mQ),

selectat din grupul constand din:
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rs“ o/ ON
N
NQ{N
(9]
Y A\ p i
YT NN
0 (), N-*:/NH(I),si (PG).

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (A9) are Formula (A9a):

o | 5']
2 N/\ o
K/NMO/\/O\/\O/\/OTO
X (]

NH N
| |
R \N—%’:o
/o d

(A9a);
in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40,
R' este un mediu suport,
R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil; i

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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‘i““
H

KJ
o

(PC),

O F—N N/ H\(
%NE,NH \f/:\( “ai \Jl/

(T), (PA), (P5mC),

=\ o
NS
N:—-{N
O
SN oY, it~
NN
o (), N‘:‘"-/NH(I),-si (PG).

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (A10) are Formula (A10a):

o I ~ | 5]
N O
k/NN\ONOV\O /\/OYO
0] N
J ]
O)\NH |?|
T |
R \N—J:’=O
-
X
N
L | |
I
[3]
(Al0a);

in care:

n este un intreg de la 10 pana la 40,
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R' este un mediu suport, si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

Jgfr

e
H

A N\t(
LLLLQL:|~J\H/|\|
© (PC), (DPG),
H
oo T GiNe B¢
N %LiN N
N NH
Y - Y
O {T), (PA), (P5mC),

OJ‘CN

F;N

W

N"“"N

PN =

SN oY, ¢
YN
NH
o (L), N=/" (1), si (PG).

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (A11) are Formula (A11a):

i 5]

O2N N/ﬁ o)
x k/NY\)L o/\/O\/\O/\/O\fO

(Alla),
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in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40, si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
H“:N 24 \
H —
Y Ty
| HN

(PC), (DPG),

(T), (PA), (P5SmQ),
A\ o/ TN
“%;“N
~
HN

= N
-_ 0]
0 V), N-“:/NH(IL si (PG).

Intr-o variant de realizare a compusului oligomeric cu Formula (A), n este 30, Si

R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"

Pozitia Nr. 5' pana la 3' |R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3' |R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?
1 C |11 A |21 G
2 T (12 A |22 C
3 C |13 G |23 A
4 C |14 G |24 T
5 A (15 A |25 T
6 A |16 A |26 T
7 C (17 G (27 C
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3' |R?

8 A |18 A |28 T
9 T |19 T |29 A
10 C |20 G (30 G
in care compusul oligomeric cu Formula (A) este un compus cu Formula (E):
BREAK A EREAK B BREAK C BREAK D
[ 5‘] >N—.;D >N—.l—I=D >N I=O >N—I=C o
1§ O : 1 »r/ kS " i oM. '\H. i N/ NIl
o Ren< S o ¢ SRS SIS o
1, I Yobeo e 2
L N 3 1 [\Fv 7 \r_ Q. N Ll
L e TR s TG SN OS |
N Nleg \N—r’rr:ﬂ N \N—b=0 " Y=o
O e TS, tfm oy
—cL=c O M N O M. O, N O Mo HH
e o o J ) zj '
/r\7P=D N—b=0 /r\— =0

OTN\QJ\ :zﬁ (\r"‘” >N_Ln s :La
= = =
\ ’l O N IN 0. N. 0. N NH |:3 ]
P H K[ il t[ /\ H L‘[ T
“ Q \N—zgn/ ’ y ’EJ: ‘{N:‘ r\—ugo/
Nj/ ° b = hH. /‘7 . \e\‘{
O M Y N f O M MNH
BREAK A K[Nj/ N I\[’]/ ]/ Y
4
BREAK B BREAK C EREAK D

(E).

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Eteplirsen (vezi, de ex., publicarea cererii internationale de brevet nr. WO
2006/000057) a facut obiectul unor studii clinice pentru a-i testa siguranta si eficacitatea,
iar dezvoltarea clinica este in curs de desfasurare. Eteplirsenul este un oligomer
morfolino fosforodiamidat (PMO). Distrofina terapeutica "Eteplirsen", cunoscuta si ca
"AVI-4658" este un PMO avand secventa de baza 5'-
CTCCAACATCAAGGAAGATGGCATTTCTAG-3' (SECV ID NR:1). Eteplirsen este
inregistrat sub numar registru CAS 1173755-55-9. Denumirile chimice includ: RNA, [P-
deoxi-P-(dimetilamino)](2',3'-dideoxi-2',3'-imino-2',3'-seco)(2'a—5")(C-m5U-C-C-A-A-C-
A-m5U-C-A-A-G-G-A-A-G-A-m5U-G-G-C-A-m5U-m5U-m5U-C-m5U-A-G) (SECV ID

NR:2), 5'-[P-[4-[[2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxi]etoxi]carbonil]-1-piperazinil]-N,N-
dimetilfosfonamidat] si  P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-5'-O-{P-[4-(10-hidroxi-2,5,8-
trioxadecanoil)piperazin-1-il]-N,N-dimetilfosfonamidoil}-2',3'-imino-2",3'- secocitidilil-

(2'a—5")-P,3'-dideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil- (2'a—5")-P,2',3'-
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trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5'")- P,2(3'-trideoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-
imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5%")-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2",3'-
secoadenilil-(2'a—5%")-P,2',3'-trideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-
(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5")-P,3'-
dideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5')-P,2',3'-trideoxi-P- (dimetilamino)-
2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5')-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-
secoadenilil-(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-
(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5")-P,2',3'-
trideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5%')-P,2',3'-trideoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5')-P,2',3'-trideoxi-P-  (dimetilamino)-
2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5'")-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-
secoadenilil-(2'a—5")-P,3'-dideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'"-imino-2',3'-secotimidilil-
(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P-  (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5")-P,2',3'-
trideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secoguanilil-(2'a—5%')-P,2',3'-trideoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P- (dimetilamino)-
2',3'-imino-2',3'-secoadenilil-(2'a—5')-P,3'-dideoxi-P- (dimetilamino)-2',3"-imino-2',3'-
secotimidilil-(2'a—5'")-P,3'-dideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3"-secotimidilil-(2'a—5')-
P,3'-dideoxi-P- (dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5')-P,2',3'-trideoxi-P-
(dimetilamino)-2',3'-imino-2',3'-secocitidilil-(2'a—5')-P,3'-dideoxi-P-(dimetilamino)-  2',3'-
imino-2',3'-secotimidilil-(2'a—5")-P,2',3'-trideoxi-P-(dimetilamino)-2',3'-imino- 2' 3
secoadenilil-(2'a—5")-2",3'-dideoxi-2',3'-imino-2',3'-secoguanozina.

Eteplirsen are urmatoarea structura:

0 B(n) B(30)
O N/\ O/Yh O)ﬁ
: 0 AN O.J\/NH
HO i K/I\\[’/ ™ \/P\<
2 P 5t N O
N (j -
1LCT N L™ Yy
¥ TH, 3
L | 29
n=1-29
B(1-30):

C-T-C-C-A-A-C-A-T-C-A-A-G-G-A-A-G-A-T-G-G-C-A-T-T-T-C-T-A-G  (SECV ID
NR:1)

Eteplirsenul poate fi descris si prin structura Formulei (XII):
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BREAK A BREAK B BREAK C BREAK D
M e Yo Lo )
o ! P! AR O A 0
- ,ﬁ'N NI Q r—N MH, @ o]
’ AN Nﬁ k[oj’r\\[rNH \KOTVTNH
11 T R’ Nj‘ N " 5 . L
1 N—h=0 h—3=c ;!\—F:’=O )\—é:o "
1 1
il My o ,ai o o FN 0 & 2
g\fo k[Oj,N\e‘\( \[o N\?\( K[O N\MH L[c N M
N NH
N/ j‘ Na=, r Moy T Q
" s y \%Hz e . e
[ j p—h=0 NH Sl /N_FI_O FA )
y I\!: ’ - 2 e Q =\ e o
N—b=G oo ah N Gl O O g NH
oot U ARt OO TR o8
) MH —
0 m v S bt Wy “‘\:H N
T :ﬁ: N—b=0 N—|%=0 NH: /N—+=O : N N—r}:o
\ & [l 7 = o [’;\Lr ? o =N
P ﬁJ\fJ \[o i kEO N\e\\( KEO NI kEo LN
§ j’ - j’ =" T j‘ N
o " N Mo . Sy

)
g N )
BREAK B BRLEAK C RREAK D)
(XTI),

Astfel, intr-o varianta de realizare a procedeului descris mai sus, compusul

oligomeric cu Formula (A) este un compus cu Formula (E):

BREAK A BREAK B BREAK C BREAK D
' T NT ST T
5 N—P=0r N—a=0 —=0 M—F=0

N

T
A P - P o
HO H:o % KE:T% kl:::rr\llrw kE:j/NTNH
b \,\k};:o \N—é>=(1 \\4 =0
7 ==, H, ) =Y ) h ) ﬁYNﬁ,
o o T e e

LNgA v ) | NIl 1 HH; !
Ir /l\*E:o . " N—F=0 ﬁv ) /N— =0 (\L(NH r\—g:o . "
\,,L 7 : N : o.M oM
Moo o O Ny NORS'
B P NI A — 3= =
QT Ty Mo e Ty
N\ =i L. N. NH ) N. / 2, M- N, 7
e UTY NSRS paa! L[j:r (
OJ/N\Q’“ >N—i:o (YNH =0 >I\7i:9 o K e
- Pyg - &
\NJL an b O M K[n N NH
P S0 | Y Y
k[d N\ﬂ,N \_L:O \N_ . KHy )—»J-‘:O
,.T.,j/ ¢ /7l = NH 4 (Jé\(uk i o N/ NHO
.0, M. 4 Q0 . /
BREAK A tENj/ N-E./\h RN‘j/ Nw\N k( j/ T
4 L
BREAK B BREAK C BREAKD

(E).
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.
intr-o altd variantd de realizare, compusul oligomeric cu Formula (E) este

compus oligomeric cu Formula (XII):

un
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BREAK C

A
ji—=0
&

A

HRFAK I3

(X1,

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia
Intr-o altd varianta de realizare, R este, la fiecare aparitie, tritil

Intr-un alt aspect descris aici, dar care nu face parte din prezenta inventie, este un

procedeu pentru prepararea unui compus oligomeric cu Formula (S)

RZ

[5'] HO\)O\))\&

RZ
S
\{:'/O\)\/N\\
| H
s [31]
(S);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, si fiecare R? este independent
pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din

Y
%YNHQ

N N
T
O

X

(5mQC),

S

I-’— NH;
Wy wﬁ
NHz(G) N=/(A),

o]
Y A\ p
N NH HL{NW
o (U), si ="
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in care procedeul cuprinde etapele secventiale de:

(a) punerea in contact a unui compus cu Formula (Il):

E@Xw

O NH

L.

Iy,
in care R este un mediu suport;

cu un compus cu Formula (S2):
0

e

(82).

in care R* este selectat din grupul constand din:

N / \
o)
(PQ), (Q (DPG)
%\f )
%NTNH
O (T), (PA) (PSmC),
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o/ N
7\

N
N\
(0]
Y A\ p P
YN
NH
o ), N=/" (I), si (PG); si

in care R® este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,
dimetoxitritil si trimetoxitritil;

pentru a forma un compus cu Formula (S3):
0

2 I\QI O
Oj\NH K[Nj/
L

(S3);
in care R' este un mediu suport, R® este selectat din grupul constand din

tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil si R* este selectat din grupul

‘i /‘
H
1Y {0
| HN
L\I{IN\“/N
© (PC), (DPG),

(T), (PA), (P5mC),

constand din:
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= O _N o N§( O

HN
F NS o
NH
o ), N=/" (I), si (PG);

(d) punerea in contact a compusului cu Formula (S3) cu un agent de

deblocare pentru a forma un compus cu Formula (IV-S):

Oj\NH o kE:j/R
- k

(IV-8);
in care R' este un mediu suport, R este selectat din grupul constand din

tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil si R* este selectat din grupul

X
H % WO\Q

N==

~ N 0 Q
Y W
X /M@
© (PC), (DPG),
H
d '\E%\\{N N/ |N
N NH
N -, Y
0 (PA), (PSmC),

(T),

constand din:
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N-——.
o]
O E%%
L’v,iN\n/NH %NW
o] ), N/ (1), si (PG),

(c) punerea in contact a compusului cu Formula (IV-S) cu un compus cu
formula (A4):

N
N—P=0
/ @]
KEOJ/W
N
k3
(A4),

in care R3® este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,

dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este selectat din grupul constand din:

e
H
D¢ \(
| HN
%NTN
© (PC), (DPG),
H
T ot oYY
N %LiN N
N NH
Ei T N=:/N \ﬂ/
O (T), (PA), (P5mC),

OJ— CN

Y A\ Hi—g”
R S
NH
0 (U, N=/" (I), si (PG);

pentru a forma un compus cu Formula (S5):
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N OMO

NH \ N
R /N—|=O
0

O R*

I e

N

ks

(S5);

in care R este un mediu suport si R3 este selectat din grupul constand din
tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil; si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

QO
At 6 ”@
{PC), (DPG)
= QO
"LL{N NH
(T), (PA) (P5mC),
N \/‘CN
N

7\

N
N:—:(

(@]
SN eY; ("
N _NH NW
b $
o (), NS/ (D), s (PG);

(d) efectuarea de n-2 iteratii ale etapelor secventiale de:

o=<;\2

o~

(d1) punerea in contact a produsului format prin etapa imediat

anterioara cu un agent de deblocare; i
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(d2) punerea in contact a compusului format prin etapa imediat

anterioara cu un compus cu Formula (A8):

\ J
N—Ii"=O
/ (@]

(AS8),
in care R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,
dimetoxitritil si trimetoxitritil; si R* este independent pentru fiecare compus

cu Formula (A8), selectat din grupul constand din:

JQX/
LN
SO

(PC), (DPG),

H
eV otING S
N LLL‘E:N N
No _NH
H{] \I]/ N-":/N \g/
O {T), (PA), (P5mQ),
,4"‘ o/ ©N
Aol
N§{N
o)
,/Y ,4” 0 HN—?
G AR
(o) (U), N§/NH

pentru a forma un compus cu Formula (S9):

(I), si (PG),
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- N()\'Y\)OI\O
0 o k[ w 5
O)\NH I\I.Ij/
" | \N_ r-l>=o |

Ty

| |
R

5 n-1

.
1

(89),
in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R" este un mediu
suport, R® este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil,
dimetoxitritil si trimetoxitritil si R* este, independent pentru fiecare aparitie,

selectat din grupul constand din:

K\r \< 0
| HN
"yiN\rrN
© (PC), C (DPG),
H .0 H
N. _NH \ E{N N
Yy - Y
O {T), (PA), (P5mQ),
,4” o/ CN
N
5
HN

z N
- O
F NS o
0 L), NVNH(I).si (PG)

(e) punerea in contact a compusului cu Formula (S9) cu un agent de

deblocare pentru a forma un compus cu Formula (S10):



O,N
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5]

K[Ij,m

I
0

R:r

3]

-1

(510);

in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, R este un mediu suport,

si R* este independent pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

<
o=<z;\?

N0
%NTNH
O (T),
o)

z

~Y
"1.L<N\[rNH

O (U),

H
N O
5 (PC),

P\

N
N\e/\(
NH
N=/" (I), si (PG),

<© (DPG)
ba);\) 5 (®5mC),

o/ CN

N

o

O

(f) punerea in contact a compusului cu Formula (S10) cu un agent de clivare

pentru a forma un compus cu Formula (S11):
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Kt:r !

N |_O
@

%r -+

-1

(S11y;
in care n este un numar intreg de la 10 pana la 40, si R* este independent

pentru fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
0
oj/
e
N
H N
X 5

aad ¢
| HN
'HZZN\”/N
© (PC), (DPG),

P P\ N (j\/
‘@iN NH N\%\\{N L“»{
il .y
O (T), (PA), (P5mC),
r__——_J%l 0 CN
Y
N‘-—.
~ O —N o :|<N O

md
=
=
I
=

AN

\'[Jr ), N="" (1), si (PG),

(g) punerea in contact a compusului cu Formula (S 11) cu un agent de

Si

deprotejare pentru a forma un compus oligomeric cu Formula (S).
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Procedee de preparare de Eteplirsen
Aici sunt furnizate procedee pentru prepararea de Eteplirsen.
Intr-un alt aspect, aici este furnizat un procedeu pentru prepararea unui compus

oligomeric cu Formula (E):
BREAK A BREAK B BREAKC BREAK D

[5] Yotmo ;:I s \;i;u o
H W, L / , N/ f
%\ pen o RIT“ ry
[ / e =N A N /\HLU N-<2
L s kttr*M if”ﬂj o
) e Mk ==
b ot :]/NTk LEOJIN{:@{ :[_:]’ é('? K[nj’ TNH
Ty Y o :o’ Y *z :r ]
v 2 o NH\.E & e Y A
T T Reas ktﬂ* %r\f/j

=0
e AT 7
oY O e . A
—i= R M DM g Do HH
Fei=e U Nj/jcr K[hj’\{;?i err
O rla oM Nl AV U, 5
N]/T ,"(.: = I . A (Lf
€ o N F [ O M NH
BREAK A K(]/ - ITD]’@ K[]’T
L 1 L
BREAK B BREAK C BREAK D
(E):

in care procedeul cuprinde etapele secventiale de:

(a) punerea in contact a unui compus cu Formula (1):

O
O;N
P O
L~

Oj\NH O O

(1)
in care R este un mediu suport,

cu un agent de deblocare pentru a forma compusul cu Formula (Il):
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POAS

(o)

O)\NH

(1),
in care R este un mediu suport;

b) punerea in contact a compusului cu Formula (Il) cu un compus (B):

ot gaaaes
Vand,
®

(B).
pentru a forma un compus cu Formula (lll):

o
ON N 0
QNO/\/O\/\O/\/OYO
I O )
O)\NH N

(TIT);
in care R este un mediu suport;
(c) punerea in contact a compusului cu Formula (lll) cu un agent de deblocare

pentru a forma un compus cu Formula (1V):
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O

OaN N/\ 0
K/NNO/\/O\/\O/\/OTO
X ()

0" "NH
L.

(v

in care R este un mediu suport;

(d) punerea in contact a compusului cu Formula (IV) cu un compus cu formula (C):

Cl
A
N—P=0 H
/ N.__20

(OX
pentru a forma un compus cu Formula (V):
0

ON " 5 [5]
@

N NO/\/O\/\O/\/ O YO

T ° )

NH N
\

o

(V);
in care R este un mediu suport;
(e) punerea in contact a compusului cu Formula (V) cu un agent de deblocare

pentru a forma un compus cu Formula (VI):
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O;N " /ﬁ 5 [ 5 ]
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO
Oj\NH \ ENj

R 1 Mo
| oY

[ 3]
(VD)
in care R' este un mediu suport;

(f) punerea in contact a compusului cu Formula (VI) cu un compus cu formula (F):

e
K[:j/N\ﬂ/NH
O
J

(¥
pentru a forma un compus cu Formula (VII):



Q.N
2 N/\

in care R este un mediu suport;

(9) efectuarea de 28 iteratii ale etapelor secventiale de:
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(g1) punerea in contact a produsului format prin etapa imediat anterioara cu un

agent de deblocare; si

(g2) punerea in contact a compusului format prin etapa imediat anterioara cu un

compus cu Formula (VIII):

(VILI);

in care R? este, independent la fiecare compus cu Formula (VIII), selectat din

grupul constand din:



% o}

%N\H/NH

0 (T), si

in care, pentru fiecare iteratie de la 1 pana la 28, R? este:

Bags
\HiNI)rN 5 \<\©
(PC), (DPG),

—

N

N H 0]

N
7\
N:—:/N

(PA),

lteratia Nr. [R? |lteratia Nr. [R? |lteratia Nr. |R?
1 PC |11 DPG |21 PA
2 PC |12 DPG |22 T
3 PA (13 PA |23 T
4 PA (14 PA |24 T
5 PC (15 DPG |25 PC
6 PA (16 PA |26 T
7 T |17 T 27 PA
8 PC (18 DPG |28 DPG
9 PA (19 DPG

10 PA (20 PC

pentru a forma un compus cu Formula (1X):
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OuN N /\ o
k/ N Y\)J\O/\/O\/\ O/\'/o\fo

(IX);

in care R este un mediu suport,

in care R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

J@jr

/ N, o N\(
(PC), (DPG),

o A~
N _NH N\e/\\(m
\ﬂ/ N=/

0 (T), si (PA), si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1

PC |11 PA |21 DPG

2

T |12 PA |22 PC
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

3 PC|13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC|17 DPG (27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

(h) punerea in contact a compusului cu Formula (IX) cu un agent de deblocare

pentru a forma un compus cu Formula (X):
0

| 5]
O2N N/\ o)
I\/NNO/\\/O\/\O/\/OYO
] O O
O}\NH N
| 1
v Nedmo
&
K[o R?
J
L | |
| 30
oy
| 3]
(X

in care R' este un mediu suport,

in care R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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9]

N N
AR o
(PC), (DPG),

o P Vind
N _NH N\\)\«N
bl N/

0 (T), si (PA),

si in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T (12 PA |22 PC
3 PC (13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG |30 DPG

(i) punerea in contact a compusului cu Formula (X) cu un agent de clivare pentru

a forma un compus cu Formula (XI):
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O=N N/ﬁ 0
X I\/NNO/\/O\/\O/\/OYO

L
Nedo
7
Xy
L | |
J| 30
| 3']

(X1),

in care R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

OX/
/N O./:
N / \N
H —
Y e
| HN
%NTN
© (PC) (DPG)
NP =N
N _NH Nﬂ
\ﬂ/ N=/
0 (T), si (PA), si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T |12 PA |22 PC
3 PC|13 DPG (23 PA

4 PC|14 DPG (24 T
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC|17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

si

(i) punerea in contact a compusului cu Formula (XI) cu un agent de deprotejare
pentru a forma un compus oligomeric cu Formula (E).

Intr-o varianta de realizare, etapa (d), etapa (f), etapa g(2) sau o combinatie a
acestora cuprinde punerea in contact a compusului cu Formula (1V), Formula (VI), sau a
compusului format prin etapa imediat anterioara, respectiv, cu un agent de acoperire.

Intr-o variantd de realizare, etapa (d), etapa (f), etapa g(2) mai cuprinde punerea
in contact a compusului cu Formula (1V), Formula (V1) sau a compusului format prin etapa
imediat anterioara, respectiv, cu un agent de acoperire.

Intr-o alt& varianta de realizare, fiecare etapa este realizata in prezenta a cel putin
unui solvent.

Intr-o alta varianta de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este
o solutie care cuprinde un acid halogenat.

Intr-o alta varianta de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este
acidul cianoacetic.

Intr-o alta variant& de realizare, acidul halogenat este selectat din grupul constand
din acid cloracetic, acid dicloracetic, acid tricloroacetic, acid fluoracetic, acid difluoracetic
si acid trifluoracetic.

Intr-o alta varianta de realizare, acidul halogenat este acidul trifluoracetic.

Intr-o altd varianta de realizare, cel putin una dintre etapele (c), (e1), si (f) mai
cuprinde etapa de punere in contact a compusului deblocat din fiecare etapa cu un agent
de neutralizare.

Intr-o altd varianta de realizare, fiecare dintre etapele (c), (e1) si (f) mai cuprinde
etapa de punere in contact a compusului deblocat din fiecare etapa cu un agent de

neutralizare.
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Intr-o altd variantd de realizare, agentul de neutralizare este intr-o solutie care
cuprinde diclormetan si alcool izopropilic.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de neutralizare este un monoalchil, dialchil
sau trialchilamina.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de neutralizare este N,N-
diizopropiletilamina.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este
o solutie care cuprinde 4-cianopiridina, diclormetan, acid trifluoracetic, trifluoretanol si
apa.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de acoperire este intr-o solutie care
cuprinde etilmorfolina si metilpirolidinona.

Intr-o alta varianta de realizare, agentul de acoperire este o anhidrid& acida.

Intr-o alta varianta de realizare, anhidrida acida este anhidrida benzoica.

intr-o altd variantd de realizare, compusii cu Formula (VIII), compusul (C) si
compusul (F) sunt fiecare, in mod independent, intr-o solutie care cuprinde etilmorfolina
si dimetilimidazolidinona.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de scindare cuprinde ditiotreitol si 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-ena.

Intr-o altd variantd de realizare, agentul de scindare este intr-o solutie care
cuprinde N-metil-2-pirolidona.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de deprotejare cuprinde NHs.

Intr-o altd varianta de realizare, agentul de deprotejare este intr-o solutie apoasa.

Intr-o altd variantd de realizare, mediul suport cuprinde polistiren cu 1%
divinilbenzen reticulat.

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (C) are Formula (C1):

\CI

[
N—P=0C

H
! PN
J !

O
g

(C1).

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (V) are Formula (Va):
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o]
O:N N’j o 151

K/N O/\/O\/\O/\/OY

O N
J ()

O)\NH \ N

N—p=0
R’ 7/ cln

(Va),
in care R este un mediu suport.

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (F) are Formula (F1):

\[:TN\ENH
1A
J

(F1).
Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (VII) are Formula (Vlla):



peRe

in care R este un mediu suport.
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Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (VIIl) are Formula (Vllla):

v 7
N—IT=O
/ (@]

"
OO
)

(VIIa),

in care R? este, independent la fiecare compus cu Formula (Vllla), selectat din

grupul constand din:
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N / \
H
Y
{PC), (DPG),

AN =" N
‘ﬁ,{.N NH N\e/\\(w
\ﬂ/ N=/
o} (T), si (PA).

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (1X) are Formula (IXa):

I El

OaN N/ﬁ 0
K/NI)(\)LO/\/O\/\O/\/OTO
L ()

NH N
1
R! \N—4>=O
0
kEO]'RZ
N
30

=
™

[ 3]

(IXa),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care
R' este un mediu suport, si

R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:



e 20190423
0O
oj/
S,
e
H ———
KY\I/ e
| HN
%NTN
© (PC), (DPG),

AP =N N
'&LiN NH %N\‘%\\g
T N=/
0 (T), si (PA), si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T (12 PA |22 PC
3 PC (13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC (20 DPG |30 DPG

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (X) are Formula (Xa):
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OsN

H N
[ 1
w oo
2
"
N
| | |
| 30
H
[ 3]
(Xa),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care

R' este un mediu suport, si
R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

(\”/H o) NT& o
"z,iN\([)rN é (O
(PC), (DPG),

H 0
0 =N |

=
N\%\\(

HZ‘{,N NH \,
T N=/
0 (T), si (PA),

Si
in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3":

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1

PC |11 PA |21 DPG

2

T (|12 PA |22 PC
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

3 PC|13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC|17 DPG (27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (XI) are Formula (Xla):

O
5]
o]

O:2N N /ﬁ
x K/N\H/\/”\O/\/O\/\O/\/O\(D
0 N
)
[ 1
\N—Il'=0
7y

\[;IR

| 30
H

| 3]
(XTa),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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0 (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3":

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T |12 PA |22 PC
3 PC (13 DPG (23 PA
4 PC (14 DPG (24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG (27 PC
8 PA |18 PA |28 T

9 T (19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (V1) are Formula (Vla):
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S NN
K/N\No/\/o\/\o/\/oxfo

X ()

R’ \E=O N o
T

[ 3]
(Vla);
in care R este un mediu suport.

Intr-o altd variantd de realizare, compusul oligomeric cu Formula (E) este un
compus oligomeric cu Formula (XII):

BREAK A BREAK B BREAK C BREAK D
¥ T
) £ 7 EANUI -
H - =N o N o o
Ou_aV \ NW OnpP o NH O NH
o o o Yoy 'Y
Hmer” Nir ) .S
l Ay s v iy
I N~|%=o N—%:C ,hfFI’=O /\7'7=° H
! NE, [} o o =N o o f’\lr z
b o o, N\%\\( o N\‘}‘( o NW SRPUN
) I, L Y Y
" s A ‘%H h X \
E N—F=0 N—=0 2 N—F C
N I NH P
==

6]
N 5\ N
N-p=0 N—I%=0 NH /N—%’=O " N /N—|5=o
" S NIl o MH, o L 2 =M,
\—P=0 o ah 0N o. \J\e\(
) er\(O Onps™ \ al K[ T I k[ ), at
OuaPlaNH \ N=s " Naw/ . y N=wr
| |
AOR AR AR
- - & L o NH; 4 PN o
/N‘ﬁ‘=0 . Do s HNH 2 all k[a Nﬁ K(Q “MH
Coor TY TS pRs s
Syt s Y v A i Y.
\g/ N=h=0 N N=f=0 /N—Ip=o o
S " O e S 1]
/7?=O NH N, N O, N\?‘( S -NH
Lot Y T T
O, er\ - o - ‘(\I ) :
j’ G N-t=0 Ji= ¢ Ji=e 5
1 4 = N o PN M 9
G \\‘)“\( 0 N\ﬁ KEO r\\IrNH
BREAK A ]‘ L Nj’ { Nj‘ I
N
BREAK B BREAK C RREAK T
(XT1).

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un compus cu Formula (1X):



OaN N/ﬁ 0
I\/N\’(\)\O/\/O\/\O/\/OYO

(IX),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

R' este un mediu suport, si

R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

O
oj/
NS,
N /\
H ———
| 5 HN\<\©
ENTN
© (PC), (DPG)
AP =N A
"H{‘N NH N\%\\{N
\ﬂ/ N=/
O (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3":

e 2019 0423
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T |12 PA |22 PC
3 PC|13 DPG (23 PA
4 PC|14 DPG (24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (1X) are Formula (IXa):
0

om [ 5]
N 0
Q\INO/\/O\/\O/\/OYO
j O ()
O)\NH N
[ 1
" Yedmo
/

(IXa),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care

R' este un mediu suport, si
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R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

0
oi/
! -
N / \N
H —_—
Y N <
| HN
KI‘&:NTN
© (PC), (DPG),
2 =N
No _NH N\%\\{N
\ﬂ/ N=/
0 (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3":

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T (12 PA |22 PC
3 PC (13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC (20 DPG |30 DPG

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un compus cu Formula (A9):
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02N N/\ Ol 5’ ]
K/NNO/\/O\/\O/\/O ©
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o)\NH N
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R \N—ILZO
e
1o
N
L I |
|
[ 3]
(A9),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

n este un intreg de la 10 pana la 40;

R' este un mediu suport;

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil; i

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
O “‘i
(PC), (Q (DPG)
O
(T), (PA) (P5mC),

<
0423

N

<
~
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_N __/CN
e

N"--.
O 0

N r—-‘;N o} HN
NS
NH
0 (), N=/" (1), si (PG).

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (A9) are Formula (A9a):

NS DU
QNO/\/O\/\O/\/O\(O

; y
[ 1
R \N—%:o
/b

(A%a),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40;
R' este un mediu suport;
R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil; si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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gt
H Ei '%O\Q

N=

Y e
| HN
%NTN
© (PC), (DPG),
H 0 N
o E}\(” Ay
N _NH \ N N
Y - Y
0 (PA), (P5mC),

(T),
e

N

N--.
O o)

Y A\ P H
R R
NH
o (U), N="" (1), si (PG).

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un compus cu Formula (X):
i | 5]

(X
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care

R' este un mediu suport, si
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R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

0
oi/
S,
N / \N
H —_
Y N <
| HN
'H,ZL;NTN
© (PC), (DPG),
NGO =
No _NH N \N
\ﬂ/ N=/
O (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T (12 PA |22 PC
3 PC (13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC (20 DPG |30 DPG

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (X) are Formula (Xa):
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02N N/\ 0
I\/ N Y\)J\ 0/\/0\/\0/\/O\f0

(Xa),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care
R' este un mediu suport, si

R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
0
OX/
= - :
N
H —
Y Ay
I HN
kad L@
© ®C), (DPG),

A AP = N
N.__NH N\)/L\\(N
\n/ N=/
0 (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3":

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1

PC |11 PA |21 DPG
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

2 T |12 PA |22 PC
3 PC|13 DPG |23 PA
4 PC|14 DPG (24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC|17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un compus cu Formula (A10):
Il | 5]

G N/ﬁ Q
K/NNO/\/O\/\O/\/OYO

(A10),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40;
R' este un mediu suport; si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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O
’giN N i :
(PC), (DPG)
(T), (PA) (P5mC),

oy
|"//\fo =N 0 N P
N %W

0 (U), N=/" (1), si

o=<;\?

N

-
o~

(PG).

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (A10) are Formula (A10a)
9]

o | 5]

I O )
O)\NH fl\l
R1 | \ |
N—P=0
a
g[oj,m
N
I |
n
H
| 3]

(Al0a),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40;

R' este un mediu suport; si
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R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

gf\/
LN

| HN

(PC), (DPG),

H
PN F,N N/ %W/N 0
'HliN NH N\ﬁ %N N
b N/ T
0 (T, (PA), (P5mC),

__/"‘

N"'-.

QO
N Y A
YT ONNS
NH
0 (L), N="" (1), si (PG).

Intr-o altd variantd de realizare a acestor compusi, mediul suport cuprinde
polistiren cu 1% divinilbenzen reticulat.

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un compus cu Formula (XI):
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(X1),

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

“% ¢ ‘
H
ad ~<
| HN
’sliN\l_rN
© (PC), (DPG),

NGO =N H_°
N.__-NH N\%\\{l
Wr N=/
o (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3"
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1

PC |11 PA |21

DPG

2

T |12 PA |22

PC
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Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

3 PC|13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC|17 DPG (27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC |20 DPG (30 DPG

Intr-o alta varianta de realizare, compusul cu Formula (XI) are Formula (Xla):
o 1
5]
0

05N N /ﬁ
X K/NNO/\\/O\/\O/\\/OYO

° )
| \N—i=O |
/7
284
| | ]
J| 30
| 3]

(XTa),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:

R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
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O
(PC), <© (DPG),

AP =N N
E{;N NH N\%\(N
g N</
0 (T), si (PA),

Si

in care R? este la fiecare pozitie de la 1 pana la 30 si 5' pana la 3":

Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R? |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?  |Pozitia Nr. 5' pana la 3'|R?

1 PC |11 PA |21 DPG
2 T (12 PA |22 PC
3 PC (13 DPG |23 PA
4 PC (14 DPG |24 T

5 PA (15 PA |25 T

6 PA (16 PA |26 T

7 PC (17 DPG |27 PC
8 PA (18 PA |28 T

9 T |19 T 29 PA
10 PC (20 DPG |30 DPG

Intr-un alt aspect, aici este furnizat un compus cu Formula (A11):
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on 151
N QNO/\/O\/\O/\/OYO
)

| \N—i=0 |

/1
19}
L |l| - ]
[ 3]

(A1),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40;
R' este un mediu suport; si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
O ’”z
(PC), \(-@ (DPG)

(T), (PA) (®5mC),

<
O%ZQ

N

<
o~
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NP = N
";iw NH N\%\\;
\ﬂ/ N=/
O (T), si (PA),

Intr-o altd varianta de realizare, compusul cu Formula (A11) are Formula (A11a):

I 5]

O=N N/ﬁ 0
X K/NNO/\/O\/\O/\/O\(O
0 EN

(Alla),
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia, in care:
n este un intreg de la 10 pana la 40;
R' este un mediu suport; si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

N / \
O
(PC), \(@ (DPG),
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H
N 3 ‘LL,{'N N
N._ _NH
Hi T N-:—./N \Jl/
O (D), (PA), (P5mC),
W YA
NS

= —N o
o (L), = M), si (PG).

Oligomeri morfolino

Proprietatile importante ale subunitatilor pe baza de morfolino includ: 1)
capacitatea de a fi legate intr-o forma oligomerica prin legaturi de structura stabile,
neincarcate sau incarcate pozitiv; 2) capacitatea de a sustine o baza nucleotidica (de ex.,
adenina, citozina, guanina, timidina, uracil, 5-metil-citozina si hipoxantina) astfel incat
polimerul format sa poata hibridiza cu un acid nucleic tinta cu baza complementara,
incluzand ARN tinta; 3) capacitatea oligomerului de a fi transportat activ sau pasiv in
celulele de mamifere; si 4) capacitatea oligomerului si a heteroduplexului oligomer:ARN
de a rezista degradarii RNazei si, respectiv, RNazei H.

In unele realizéri, oligomerii antisens contin modificari de baz& sau substitutii. De
exemplu, anumite nucleo-baze pot fi selectate pentru a creste afinitatea de legare a
oligomerilor antisens descrisi aici. S-a demonstrat ca substitutiile 5-metilcitozinei cresc
stabilitatea duplexului acidului nucleic cu 0,6-1,2°C si pot fi incorporate in oligomerii
antisens descrisi aici. Intr-o variantd de realizare, cel putin o bazd pirimidina a
oligomerului cuprinde o baza pirimidina 5-substituita, in care baza pirimidina este
selectata din grupul constand din citozin&, timina si uracil. Intr-o variantd de realizare,
baza pirimidin& 5-substituitd este 5-metilcitozina. Intr-o alta varianta de realizare, cel putin
0 baza purinica a oligomerului cuprinde hipoxantina.

Oligomerii pe bazd de morfolino (inclusiv oligomerii antisens) sunt detaliati, de
exemplu, in brevetele U.S. Nr. 5.698.685, 5.217.866, 5.142.047, 5.034.506, 5.166.315,
5.185.444, 5.521.063, 5.506.337, 8.299.206, si 8.076.476; publicatiile internationale de
cereri de brevet Nrele. WO/2009/064471 si WO/2012/043730; si Summerton si colab.,
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 1997, 7, 187-195.
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in unele realizari descrise aici, dar care nu fac parte din prezenta inventie, este un

procedeu pentru prepararea unui compus oligomeric cu Formula (B):

X "

n

(B);
in care n este un intreg de la 10 pana la 40,

T este selectat dintre

R2

S5 RSV e}

X este, independent la fiecare aparitie, selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN,

N(R'7)2,
R19 R19
R21
N N_R18 |
% %N‘ A \RZZ
R19 R‘Ig s \ /
in care

R’ este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-s-alchil;

R'® este selectat din grupul constand din: H, Cie-alchil, -C(=NH)NH2, -
C(O)(CH2)qNR2C(=NH)NH?2, si -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR2°C(=NH)NHz;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'® este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R20 este H sau C1-s-alchil;

R?! este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NH2,
C(O)(CH2)NR2C(=NH)NHa, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH;,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NHz, si C(O)CH(NH2)(CHz)aNHz;

R?2 este H sau C1.¢-alchil;

R23 este H sau C1-6-alchil; si
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reste 1, 2, 3, 4, sau 5;

fiecare R? este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand

o 3% %:&H N

NH, o]
=z =z
HY Y A\ e
YN XY
NH
O (5mC), o (U),si N=/"(,
in care procedeul cuprinde etapele secventiale de:

(a) punerea in contact a unui compus cu Formula (B 1):
o}

R
N

(B1);
in care
R" este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;
R'2 este C1-6-alchil;
R'3 este H sau C1-s-alchil; si
R4 este un prim linker legat de un mediu suport,

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil

si trimetoxitritil;

cu un agent de deblocare pentru a forma compusul cu Formula (11-B):
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0
Rﬁ
N/\
(nm
o 12
R13
o N
14
(II-B);
in care

R" este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;
R'2 este C1-¢-alchil;

R'3 este H sau C1-s-alchil; si

R4 este un prim linker legat de un mediu suport;

(b) punerea in contact a compusului cu Formula (Il) cu un compus cu

formula (Il):
ﬁ\ o]
o
R1C N7 \H’Ht\w)LRB
9& o} IJ23
RY o
(II-B);
in care

w este selectat dintre O sau C;
teste 1, 2, 3, 4, sau 5;
R® este selectat dintre:
N R*
() 4 N
N Q. N
._L si \A/ }f

in care R* este selectat din grupul constand din:
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(T,

O
LY R
YTONNS
0 N::/NH (1), si (PG);

(U),

R3 este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul format din tritil,

monometoxitritil, dimetoxitritil si trimetoxitritil;
R® si R0 sunt, independent, C1.6-alchil, sau R® si R'?, impreuna cu atomii
de care sunt atasati, formeaza un inel ciclic sau policiclic cuprinzéand 4-10 atomi

de carbon pentru a forma un compus cu Formula (B3):
o
R11

N/ﬁ o
I\/N )J\RS

\[fH‘\W “R?

fs) R12 o
13

O)\N/ R

J{M

(B3);

in care
w este selectat dintre O sau C;

teste 1, 2, 3, 4, sau 5;
R" este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;
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R'2 este C1-¢-alchil;
R'3 este H sau C1-s-alchil;
R' este un prim linker legat de un mediu suport;

R® este selectat dintre:

AO/‘VO\/\ O/\/O

R*

o w@

in care R* este selectat din grupul constand din:

Ei /‘
H
Y %o
| HN
'sZiN\"/N
© (PC), (DPG),
H
2 0

T N g
%ZiN NH Nﬁ
bl N
0 (T, (PA), (P5mC),
OJ\CN
7 \

N‘--.
O L%

F—"—- o) HN

Ny NS G

NH

0 (), N=/" (1), si (PG); si

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil;
(c) punerea in contact a compusului cu Formula (A3) cu un agent de

deblocare pentru a forma un compus cu Formula (IV-B):
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0
R11
N/ﬁ o
k/N\r(H\ J\
twW RE\H
O 12 O
R13
o] N7
|-_I{14
(IV-B);

in care

w este selectat dintre O sau C;

teste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R' este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;
R'2 este C1-6-alchil;

R'3 este H sau C16-alchil;

R' este un prim linker legat de un mediu suport; si

R® este selectat dintre:
AO/‘\/O\/\O/\/OYO
N R
[ j £ )\
N O N
1 o \)\/ }f

in care R* este selectat din grupul constand din:

g pe

<
o=<z;\?

(PC),

\

NH

<
o~

(T), (PA) (P5SmC),



e 2019 0423

Q
=
(Y r':'N o {
Y NS (Q
NH
O (U), N=/"" (I), si (PG);

(b) punerea in contact a compusului cu Formula (IV-B) cu un compus cu

Formula (B4):
cl

(B4),
in care

X este, independent la fiecare aparitie, selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN,
N(R')2,

R19 RiQ
R21
N N—R'™ —
% ) < N A "“RZZ
R19 R19

R'7 este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-6-alchil;

R'® este selectat din grupul constand din: H, Cie-alchil, -C(=NH)NH2, -
C(O)(CH2)qNR2C(=NH)NH?2, si -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR2°C(=NH)NHz;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'9 este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R20 este H sau C1-s-alchil;

R?! este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NH,
C(O)(CH2):NR2C(=NH)NHa, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH_,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NHz, si C(O)CH(NH2)(CHz)aNHz;

R?2 este H sau C1.¢-alchil;

R23 este H sau C1-6-alchil; si

reste 1, 2, 3, 4, sau 5;
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R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil

si trimetoxitritil; i

R* este selectat din grupul constand din:

“i /‘
H
a0d \(
| HN
"yiN\rrN
© (PC), (DPG),
H D H
o Q\(“ Ay
N.__NH \ E{N N
Y - Y
@] (1), (PA), (P5mQ),

HS{Q\\_(NOJ‘CN

N"‘-—
N eY; E%%
Y ONNS
o (L), N="""(1), si (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (B5):

o\ 0
|£14 KEOJ/R“
N
ka
[ 3]
(BS),
in care:

w este selectat dintre O sau C;
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teste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R" este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;
R'2 este C1-¢-alchil;

R'3 este H sau C1.6-alchil;

R4 este un prim linker legat de un mediu suport;

X este, independent la fiecare aparitie, selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN,
N(R')2,

R‘]Q R19
Y~
N N_R18 I
é > < N’ /N\RZZ
R‘IQ R19 , si \ / .
in care:

R'" este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-s-alchil;
R'8 este selectat din grupul constand din H, C1-s-alchil, -C(=NH)NHz,
-C(O)(CH2)eNR2°C(=NH)NHa,

si -C(O)(CH2)2NHC(0)(CH2)sNR2°C(=NH)NH2;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'® este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R?0 este H sau C1-6-alchil;

R?! este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NHz,
C(O)(CH2):NR2C(=NH)NHa, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NH_,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NHz, si C(O)CH(NH2)(CH2)aNHz;

R22 este H sau C1-s-alchil;

R?3 este H sau C1-s-alchil; si

reste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil,

R® este selectat dintre:

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

N R?

si \/I\/?"si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat dintre:
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H
%\f ’ 'i}\{“ O %\W Y
N %N N
N _NH
lﬁ]i \ﬂ/ N:/N \g/
0 (T), {(PA), (P5mQ),
[-’-*“ o/ ©N
NS
N"‘-—-
X

Z N
= 0
0 (L), N"‘*‘/NH(IJ, si (PG)

(b) efectuarea de n-1 iteratii ale etapelor secventiale ale:

(e1) punerea in contact a produsului format prin etapa imediat anterioara
cu un agent de deblocare; i
(e2) punerea in contact a compusului format prin etapa imediat anterioara

cu un compus cu Formula (B8):
¢l
X=—P=0

I
0

Y
N
ha
(B8),

in care:
X este selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN, N(R'7)2,
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Si
R21

~(O

in care

R'" este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-s-alchil;

R'8 este selectat din grupul constand din H, C1s-alchil, -C(=NH)NHz,

-C(O)(CH2)qNR2°C(=NH)NHa,

si -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NH2;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'® este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R?0 este H sau C1-6-alchil;

R?' este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NH,
C(O)(CH2):NR2C(=NH)NHa, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NHz,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NHz, si C(O)CH(NH2)(CHz)aNH2;

R?? este H sau C1-6-alchil;

R?3 este H sau C1.6-alchil;

reste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil; si

R* este, independent la fiecare compus cu Formula (A8), selectat din grupul
O E
(PC), \<\© (DPG)
o}
(T), (PA) (P5mC),

constand din:

<
o=<z;\?

A

<
o~
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N‘-—-
O
Y A\ P
YOS
o (U), =", si (PG),

pentru a forma un compus cu Formula (B9):

N , 19

(B9);

in care:

w este selectat dintre O sau C;

teste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R" este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;

R'2 este C1-6-alchil;

R'3 este H sau C1--alchil;

R'# este un prim linker legat de un mediu suport;

n este un intreg de la 10 pana la 40,

X este, independent |a fiecare aparitie, selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN,
N(R')2,

R19 R19
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in care:

R'" este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-s-alchil;

R'8 este selectat din grupul constand din H, C1e-alchil, -C(=NH)NHz,

-C(O)(CH2)qNR2C(=NH)NHsz,

si -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR2°C(=NH)NH2;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'9 este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R?0 este H sau C1.6-alchil;

R?! este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NHz,
C(O)(CH2)NR23C(=NH)NH, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NHz,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNRZC(=NH)NHz, si C(O)CH(NH2)(CHz)aNH2;

R?? este H sau C1-6-alchil;

R23 este H sau C1--alchil; si

reste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R3 este selectat din grupul constand din tritil, monometoxitritil, dimetoxitritil
si trimetoxitritil,

R® este selectat dintre:

Si
R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
o)

Ssss
-
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H
ftf ’ f}\(“ O fj\n’ e
N/ | ‘ﬁ{N N
N _NH
Hi \ﬂ/ N \ﬂ/
O (T), (PA), (P5m0),

,¢N o/ CN

N\
O
(\( FN o \Hil O
YN
NH
o (), N=/" (), si (PG);

Si
(f) punerea in contact a compusului cu Formula (A9) cu un agent de

deblocare pentru a forma un compus cu Formula (B 10):

o | 5']
N/\ O
k/N\n/I"K e
tw l
O 12 o : l '
A X_<|)=O
[LM K[o R
J
| | ]
[
[ 3']
B10),
in care:

w este selectat dintre O sau C;

teste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R" este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;

R'2 este C1.6-alchil;

R'3 este H sau C1--alchil;

R4 este un prim linker legat de un mediu suport;

n este un intreg de la 10 pana la 40,

X este, independent la fiecare aparitie, selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN,
N(R')2,
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R19 RiQ
R21
%NHN—RM %N/_}A\Rzz
RTQ R19 si
in care:

R'7 este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-6-alchil;
R'8 este selectat din grupul constand din H, C1e-alchil, -C(=NH)NHz,
-C(O)(CH2)qNR?°C(=NH)NHz,

si -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR?°C(=NH)NHz;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'® este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R?0 este H sau C1-6-alchil;

R?' este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NHz,
C(O)(CH2)INRZC(=NH)NH2, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NHz,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR?3C(=NH)NHz, si C(O)CH(NHz)(CH2)4aNHz;

R?? este H sau C1-alchil;

R23 este H sau C1--alchil; si

reste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R® este selectat dintre:

AO/\\/O\/’\O/\/OYO
R4

N

OV e
JN_ . '{0\)\/

Si

R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:

YT R
| Il\| HN
Y
(PQ), (DPG),
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H
e o tiNG o ¢
N '&,iN N
N _NH
lsli \[]/ N-"r-../N \H/
O (T), (PA), (P5mC),
ON./-‘CN

r:-__N
N/
NS

O
Y oY v~
YN
NH .
O ), N=/" (1), Si (PG);

(g) punerea in contact a compusului cu Formula (B10) cu un agent de

clivare pentru a forma un compus cu Formula (B11):
o}
R [ 5']
N \WH\ J—T
.
o
"
N
I
H

]

(B11),
in care:
w este selectat dintre O sau C;
teste 1, 2, 3, 4, sau 5;
R' este selectat din grupul constand din halo, CN, si NOz;
n este un intreg de la 10 pana la 40,

X este, independent |a fiecare aparitie, selectat dintre H, OH, -OCH2CH2CN,
N(R')2,
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R'lE R‘I‘Ei
—
18 |
%"‘: :N R %NQNszz
g .
RTQ R‘I $| :
in care:

R'7 este, independent la fiecare aparitie, H sau C1-6-alchil;
R'8 este selectat din grupul constand din H, C1s-alchil, -C(=NH)NHz,
-C(O)(CH2)qNR?°C(=NH)NHz,

si -C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR?°C(=NH)NHz;

geste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R'® este, independent la fiecare aparitie, H sau metil;

R?0 este H sau C1-6-alchil;

R?' este selectat din grupul constand din: H, Cis-alchil, C(=NH)NHz,
C(O)(CH2):NR%C(=NH)NH2, C(O)CH(NH2)(CH2)sNHC(=NH)NHz,
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNR?3C(=NH)NHz, si C(O)CH(NHz)(CH2)4aNHz;

R?? este H sau C1--alchil;

R23 este H sau C1--alchil; si

reste 1, 2, 3, 4, sau 5;

R® este selectat dintre:

/\O/\/O\/\O/\/OYO
SN
1 A

Si
R* este, independent la fiecare aparitie, selectat din grupul constand din:
0

St
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H
N 3 ‘LL,{'N N
N. _NH
Hi T N-:—./N \Jl/
O (T), (PA), (P5mQ),
F-_,N o0/ CN
"’vi”\\)\\(

N
N‘-—.
0 ‘( o
= =N o HN
N NH N/
NH
o (), N="" (1), si (PG);

Si
(i) punerea in contact a compusului cu Formula (B 11) cu un agent de

deprotejare pentru a forma un compus oligomeric cu Formula (B).

Intr-o variantd de realizare, etapa (d) sau etapa (e2) mai cuprinde punerea in
contact a compusului cu Formula (IV-B) sau a compusului format prin etapa imediat
anterioara, respectiv, cu un agent de acoperire.

Intr-o alta varianta de realizare, fiecare etapa este realizatd in prezenta a cel putin
unui solvent.

In unele variante de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este o
solutie care cuprinde un acid halogenat. In unele variante de realizare, agentul de
deblocare utilizat in fiecare etapa este acidul cianoacetic. in unele variante de realizare,
acidul halogenat este selectat din grupul constand din acid cloracetic, acid dicloracetic,
acid tricloroacetic, acid fluoracetic, acid difluoracetic si acid trifluoracetic. n unele variante
de realizare, acidul halogenat este acidul trifluoracetic.

In unele variante de realizare, cel putin una dintre etapele (a), (c), (e1) si (f) mai
cuprinde etapa de punere in contact a compusului deblocat din fiecare etapa cu un agent
de neutralizare. In unele variante de realizare, fiecare dintre etapele (a), (c), (e1) si (f) mai
cuprinde etapa de punere in contact a compusului deblocat din fiecare etapa cu un agent
de neutralizare. in unele variante de realizare, agentul de neutralizare este intr-o solutie
care cuprinde diclormetan si alcool izopropilic. in unele variante de realizare, agentul de
neutralizare este un monoalchil, dialchil sau trialchilamin&. In unele variante de realizare,
agentul de neutralizare este N,N-diizopropiletilamina.

In unele variante de realizare, agentul de deblocare utilizat in fiecare etapa este o

solutie care cuprinde 4-cianopiriding, diclormetan, acid trifluoracetic, trifluoretanol si apa.
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In unele variante de realizare, agentul de acoperire este intr-o solutie care
cuprinde etilmorfolind si metilpirolidinona. in unele variante de realizare, agentul de
acoperire este o anhidridd acida. In unele variante de realizare, anhidrida acida este
anhidrida benzoica.

In unele variante de realizare, compusii cu Formula (B4) si Formula (B8) sunt
fiecare, independent, intr-o solutie care cuprinde etilmorfolina si dimetilimidazolidinona.

In unele variante de realizare, agentul de scindare cuprinde ditiotreitol si 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-ena. In unele variante de realizare, agentul de scindare este
intr-o solutie care cuprinde N-metil-2-pirolidona.

In unele variante de realizare, agentul de deprotejare cuprinde NHs. in unele
variante de realizare, agentul de deprotejare este intr-o solutie apoasa.

In unele variante de realizare, mediul suport cuprinde polistren cu 1%
divinilbenzen reticulat.

Compusii oligomerici din dezvaluire pot avea centri asimetrici, axe chirale si plane
chirale (asa cum este descris, de exemplu, in: E. L. Eliel si S. H. Wilen, Stereo-chemistry
of Carbon Compounds, John Wiley & Sons, New York, 1994, paginile 1119-1190, si
March, J., Advanced Organic Chemistry, 3. Ed., Chap. 4, John Wiley & Sons, New York
(1985)), si poate aparea ca racemati, amestecuri racemice si ca diastereomeri individuali,
cu toti posibilii izomeri si amestecuri ale acestora, inclusiv izomeri optici. Compusgii
oligomerici din dezvaluire mentionati in mod specific aici, fara nici o indicatie a stereo-
chimiei lor, sunt mentionati sa reprezinte toti posibilii izomeri si amestecuri ale acestora.

in mod specific, farad a dori sa fie legati de vreo teorie particulard, compusii
oligomerici din dezvaluire sunt preparati, asa cum s-a discutat aici, din subunitati
morfolino activate incluzand astfel de exemple nelimitative, cum ar fi un compus cu
Formula (VIII):

\ 7
N—IT=O
/ O

Ty
a sy
)

(VIII);
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in care R? este, independent la fiecare compus cu Formula (VIII), selectat din

N / \
H
Y s
HN
(PC), (DPG),

grupul constand din:

= O =N N 7
N.__NH N\%\\{N
T N/
0] (T), si (PA).

Fiecare dintre compusii mentionati mai sus cu Formula (VIII) poate fi preparat, de

exemplu, din beta-D-ribofuranozilul corespunzétor asa cum este descris mai jos:

1o

OH
\@,B NalO4 N aCNBH3 AP
E I
§ N
H

s n

Vezi Summerton si colab., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 1997, 7, 187-195.
Fara a fi legat de vreo teorie particulara, stereochimia celor doi atomi de carbon chirali
este retinuta in conditii sintetice astfel incat un numar de stereoizomeri posibili ai fiecarei
subunitati morfolino pot fi produsi pe baza selectiei, de exemplu, a unui alfa-L-
ribofuranozil, material de pornire alfa-D-ribofuranozil, beta-L-ribofuranozil sau beta-D-
ribofuranozil.

De exemplu, in unele variante de realizare, un compus cu Formula (VIII) din

dezvaluire poate avea Formula (Villa):
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in care R? este, independent la fiecare compus cu Formula (Vllla), selectat din

grupul constand din:
0
oj,
NS,
H —
Y e
| é HN\{\@
‘LLLiN\n/N
© (PC), (DPG),

2 =N N
Ne_ _NH N W,
\ﬂ/ N=/
0 (T), si (PA).

Fara a fi legat de vreo teorie particulara, incorporarea a 10 pana la 40 de compusi

cu Formula (VIIl), de exemplu, intr-un compus oligomeric din dezvaluire poate avea ca

rezultat numerosi stereoizomeri posibili.

Fara a dori sa fie legat de vreo teorie particulara, compusii oligomerici din

dezvaluire cuprind una sau mai multe legaturi intersubunitati care contin fosfor, care

creeaza un centru chiral la fiecare fosfor, fiecare dintre care este desemnat fie ca o

configuratie ,Sp”, sau ,Rp”. asa cum se intelege in domeniu. Fara a dori sa fie legat de

vreo teorie anume, aceasta chiralitate creeaza stereoizomeri, care au o compozitie

chimica identica, dar o aranjare tridimensionala diferita a atomilor lor.

Fara a dori sa fim legat de vreo teorie particulara, configuratia fiecarei legaturi

intersubunitati care contine fosfor are loc aleatoriu in timpul sintezei, de exemplu, a

compusilor oligomerici din dezvaluire. Fara a dori sa fie legat de vreo teorie particulara,
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procesul de sinteza genereaza un numar exponential mare de stereoizomeri ai unui
compus oligomeric din dezvaluire, deoarece compusii oligomerici din dezvaluire sunt
cuprinsi din numeroase legaturi intersubunitati care contin fosfor - cu fiecare legatura
intersubunitati care contine fosfor avand o configuratie chirald aleatorie. in mod specific,
fara a dori sa fie legat de vreo teorie particulara, fiecare legatura intersubunitati a unei
subunitati morfolino suplimentare dubleaza numarul de stereoizomeri ai produsului, astfel
incéat un preparat conventional al unui compus oligomeric din dezvaluire este de fapt un
amestec foarte eterogen de 2N stereoizomeri, unde N reprezintd numarul de legaturi
intersubunitati care contin fosfor.

Tabelul 1 prezinta diferite variante de realizare ale subunitatilor morfolino furnizate
in procedeele descrise aici.

Tabelul 1: Diverse variante ale subunitatilor morfolino.

o NH, o 0
fiﬁb é‘l XN féﬁb é‘| NH
—N —N

KEOJ,N N/) oj,N ,fl\NH2
N N
A= wvv[/vvw G= ‘\NVVIIVM
NH 0
;\’1{"9 \:l !{){P NH
~ ~
“N oo I P “No I A
\ o:rN o) \ oj,N 0
N N
C= ~va~v- T= '\N\NL"N\-
R NH; o 0
F’// N P’/
e TL e e
\ Oj/N 0 oj,N NZ
N N
5-Me-C = ’"W\'LNW 1= ‘\NVVJIV\N\-

EXEMPLE
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Exemplele au fost prezentate mai jos in scopul ilustrarii si pentru a descrie anumite
exemple de realizare specifice ale dezvaluirii. Cu toate acestea, scopul revendicarilor nu
trebuie sa fie limitat in niciun fel de exemplele prezentate aici. Definitiile variabilelor din
structurile din schemele de aici sunt proportionale cu cele ale pozitiilor corespunzatoare
din formulele prezentate aici.

Exemplul 1: Sinteza ancora NCP2

1. Preparare de 4-fluor-3-nitrobenzoat de metil (1)

OxOH O« _OMe

O,N ON

F
1

Intr-un balon de 100 | s-au incarcat 12,7 kg de acid 4-fluor-3-nitrobenzoic, s-au
adaugat 40 kg de metanol si 2,82 kg de acid sulfuric concentrat. Amestecul a fost agitat
la reflux (65°C) timp de 36 ore. Amestecul de reactie a fost racit la 0°C. S-au format
cristale la 38°C. Amestecul a fost mentinut la 0°C timp de 4 h apoi filtrat sub azot. Balonul
de 100 | a fost spalat si turta de filtrare a fost spéalata cu 10 kg de metanol care a fost racit
la 0° C. Turta solida de filtrare a fost uscata pe pélnie timp de 1 ora, transferata in tavi si
uscata intr-un cuptor cu vid la temperatura camerei pana la o greutate constanta de
13,695 kg 4-fluor-3-nitrobenzoat de metil (randament 100%; HPLC 99%).

2. Preparare de acid 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoic

A. (Z)-metil 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoat (2)
Oy _OMe
Oy_OMe

O,N O

1 2
Intr-un balon de 100 | s-au incarcat 3,98 kg de 4-fluor-3-nitrobenzoat de metil (1)
din etapa anterioara 9,8 kg DMF, 2,81 kg acetoacetat de metil. Amestecul a fost agitat si
racit la 0°C. La acesta s-au adaugat 3,66 kg DBU timp de aproximativ 4 ore in timp ce
temperatura a fost mentinut& la sau sub 5°C. Amestecul a fost agitat inca 1 ora. in balonul
de reactie s-a adaugat o solutie de 8,15 kg de acid citric in 37,5 kg de apa purificata in

timp ce temperatura de reactie a fost mentinuta la sau sub 15°C. Dupa adaugare,
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amestecul de reactie a fost agitat si apoi s-a adaugat 30 de minute, apoi s-a filtrat sub
azot. Turta de filtrare umeda a fost returnata in balonul de 100 | impreuna cu 14,8 kg de
apa purificata. Suspensia a fost agitata timp de 10 minute apoi filtrata. Turta umeda a fost
din nou returnata in balonul de 100 I, s-a amestecat cu 14,8 kg de apa purificata timp de
10 minute si s-a filtrat la 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoat de (Z)-
metil brut.

B. Acid 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoic

O OMe o) OH
_>
O:N 05N
PATERY
OH © O
2 3

4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoat brut de (Z)-metil a fost
incarcat intr-un balon de reactie de 100 | sub azot. La aceasta s-au adaugat 14,2 kg 1,4-
dioxan si s-au agitat. La amestec s-a adaugat o solutie de 16,655 kg HCI concentrat si
13,33 kg apa purificata (HCI 6M) timp de 2 ore, in timp ce temperatura amestecului de
reactie a fost mentinuta sub 15°C. Cand adaugarea a fost completa, amestecul de reactie
a fost incalzit la reflux (80°C) timp de 24 ore, racit la temperatura camerei si filtrat sub
azot. Turta solida de filtrare a fost triturata cu 14,8 kg apa purificata, filtrata, triturata din
nou cu 14,8 kg apa purificata si filtrata. Solidul a fost returnat in balonul de 100 I cu 39,9
kg de DCM si refluxat cu agitare timp de 1 ora. S-au adaugat 1,5 kg de apa purificata
pentru a dizolva solidele ramase. Stratul organic inferior a fost impartit intr-un balon
preincalzit de 72 |, apoi inapoiat intr-un balon curat uscat de 100 I. Solutia a fost racita la
0°C, tinuta timp de 1 ora, apoi filtrata. Turta solida de filtru a fost spalata de doua ori
fiecare cu o solutie de 9,8 kg DCM si 5 kg heptan, apoi uscata pe pélnie. Solidul a fost
transferat in tavi si uscat la o greutate constanta de 1,855 kg acid 3-nitro-4-(2-
oxopropil)benzoic. Randament total 42% din compusul 1. HPLC 99,45%.

3. Preparare de N-tritilpiperazin succinat (NTP)
NH,*

Q O HONC
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intr-un balon cu camasa de 72 | s-au incarcat sub azot 1,805 kg clorura de
trifenilmetil si 8,3 kg toluen (solutie TPC). Amestecul a fost agitat pana cand solidele s-au
dizolvat. Intr-un balon de reactie cu manta de 100 | s-au adaugat sub azot 5,61 kg
piperazina, 19,9 kg toluen si 3,72 kg metanol. Amestecul a fost agitat si racit la 0°C. La
acesta a fost adaugatad incet, in portii, solutia de TPC timp de 4 ore, in timp ce
temperatura de reactie a fost mentinuta la sau sub 10°C. Amestecul a fost agitat timp de
1,5 ore la 10°C, apoi lasat sa se incalzeasca la 14° C. 32,6 kg de apa purificata au fost
incarcate in balonul de 72 |, apoi transferate in balonul de 100 | in timp ce temperatura
interna a lotului a fost mentinuta la 20 +/-5° C. Straturile au fost |asate sa se desparta si
stratul apos inferior a fost separat si depozitat. Stratul organic a fost extras de trei ori cu
32 kg de apa purificata fiecare, iar straturile apoase au fost separate si combinate cu
solutia apoasa stocata.

Stratul organic ramas a fost racit la 18°C si o solutie de 847 g de acid succinic in
10,87 kg de apa purificata a fost adaugata incet, in portiuni, la stratul organic. Amestecul
a fost agitat timp de 1,75 ore la 20+/-5°C. Amestecul a fost filtrat, iar solidele au fost
spalate cu 2 kg TBME si 2 kg de acetona apoi uscate pe palnie. Turta de filtrare a fost
trituratd de doua ori cu 5,7 kg fiecare de acetona si filtrata si spalata cu 1 kg de acetona
intre triturari. Solidul a fost uscat pe palnie, apoi transferat in tavi si uscat intr-un cuptor
cu vid la temperatura camerei pana la o greutate constanta de 2,32 kg de NTP.
Randament=80%.

4. Preparare de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-
illmetanona

A. Preparare de 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazin-1-carbonil)fenil)propan-2-ona

O« OH o) N%N i
05N O,N
o 0
3 4

Intr-un balon cu manta de 100 | s-au incarcat sub azot 2 kg de acid 3-nitro-4-(2-
oxopropil)benzoic (3), 18,3 kg DCM, 1,845 kg clorhidrat de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC.HCI). Solutia a fost agitata pana cénd s-a format un amestec

omogen. S-au adaugat 3,048 kg de NTP timp de 30 de minute la temperatura camerei si
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s-au agitat timp de 8 ore. La amestecul de reactie s-au adaugat 5,44 kg de apa purificata
si s-a agitat timp de 30 de minute. Straturile au fost |asate sa se separe si stratul organic
inferior care continea produsul a fost drenat si depozitat. Stratul apos a fost extras de
doua ori cu 5,65 kg de DCM. Straturile organice combinate au fost spalate cu o solutie
de 1,08 kg clorura de sodiu in 4,08 kg apa purificata. Straturile organice au fost uscate
pe 1,068 kg de sulfat de sodiu si filtrate. Sulfatul de sodiu a fost spalat cu 1,3 kg de DCM.
Straturile organice combinate au fost suspendate cu 252 g de silicagel si filtrate printr-o
palnie de filtrare care continea un pat de 252 g de silicagel. Patul de silicagel a fost spalat
cu 2 kg de DCM. Straturile organice combinate s-au evaporat pe un rotovapor. La reziduu
s-au adaugat 4,8 kg de THF si apoi s-au evaporat pe rotovap pana cand s-au atins 2,5
volume de 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazin-1-carbonil)fenil)propan-2-ona bruta in THF.

B. Preparare de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-

illmetanona (5)

N O 0 N—/\N
“ - Ea A

4

Intr-un balon cu manta de 100 | s-au incéarcat sub azot 3600 g de 4 de la pasul
anterior si 9800g THF. Solutia agitata a fost racita la <5°C. Solutja a fost diluata cu 11525
g etanol si s-au adaugat 194 g de borohidrura de sodiu timp de aproximativ 2 ore la <5°C.
Amestecul de reactie a fost agitat inca 2 ore la <5°C. Reactia a fost stinsa cu o solutie de
aproximativ 1,1 kg clorura de amoniu in aproximativ 3 kg de apa prin adaugare lenta
pentru a mentine temperatura la <10°C. Amestecul de reactie a fost agitat inca 30 de
minute, filtrat pentru a indeparta substantele anorganice si reincarcat la un balon cu
manta de 100 | si extras cu 23 kg de DCM. Stratul organic a fost separat si solutia apoasa
a fost extrasa inca de doua ori cu 4,7 kg de DCM fiecare. Straturile organice combinate
au fost spalate cu o solutie de aproximativ 800 g de clorura de sodiu in aproximativ 3 kg
de apa, apoi uscate pe 2,7 kg de sulfat de sodiu. Suspensia a fost filtrata si turta de filtrare
a fost spalata cu 2 kg de DCM. Filtratele combinate au fost concentrate la 2,0 volume,
diluate cu aproximativ 360 g de acetat de etil si evaporate. Produsul brut a fost incarcat
pe o coloana de silicagel de 4 kg de silice umplut cu DCM sub azot si eluat cu 2,3 kg

acetat de etil in 7,2 kg DCM. Fractiunile combinate au fost evaporate si reziduul a fost
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preluat in 11,7 kg de toluen. Solutia de toluen a fost filtrata si turta de filtrare a fost spalata
de doua ori cu cate 2 kg de toluen fiecare. Turta de filtrare a fost uscata pana la o greutate
constanta de 2,275 kf de compus 5 (46% randament din compus 3) HPLC 96,99%.

5. Preparare de 2,5-dioxopirolidin-1-il(1-(2-nitro-4-(4-trifenilmetilpiperazin-1

carbonil)fenil)propan-2-il)carbonat (Ancora NCP2)
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Ancora NCP2

Intr-un balon cu manta de 100 | s-au incarcat sub azot 4,3 kg de compus 5
(greutate ajustatd pe baza toluenului rezidual de H' RMN; toti reactivii de aici dupa au
fost scalati corespunzator) si 12,7 kg de piridina. Pentru aceasta au fost incarcate 3,160
kg de DSC (78,91 % greutate de H' RMN) in timp ce temperatura interna a fost mentinuta
la <35°C. Amestecul de reactie a fost imbatranit timp de aproximativ 22 de ore la
ambianta apoi filtrat. Turta de filtrare a fost spélatd cu 200 g de piridina. Tn doua loturi,
fiecare cuprinzand %z din volumul de filtrat, filtratul spalat s-a incarcat lent intr-un balon
cu manta de 100 | care contine o solutie de aproximativ 11 kg de acid citric in aproximativ
50 kg de apa si s-a agitat timp de 30 de minute pentru a permite precipitarea solida.
Solidul a fost colectat cu o palnie de filtru, spalat de doua ori cu 4,3 kg de apa per spalare
si uscat pe palnia de filtru sub vid.

Solidele combinate au fost incarcate intr-un balon cu manta de 100 [ si dizolvate
in 28 kg de DCM si spalate cu o solutie de 900 g de carbonat de potasiu in 4,3 kg de apa.
Dupa 1 ora, straturile au fost lasate sa se separe si stratul apos a fost indepartat. Stratul
organic a fost spalat cu 10 kg de apa, separat si uscat pe 3,5 kg de sulfat de sodiu. DCM
a fost filtrat, evaporat si uscat sub vid la 6,16 kg de Ancora NCP2 (randament 114%).

Exemplul 2: Sinteza rasinii incarcate cu ancora

Intr-un reactor de sinteza in faza solida de 75 | cu un robinet de oprire din teflon s-

au incarcat aproximativ 52 | de NMP si 2300 g de rasina aminometil polistiren. Ragina a
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fost agitata in NMP pentru a se umfla timp de aproximativ 2 ore, apoi a fost drenata.
Rasina a fost spalata de doua ori cu aproximativ 41 DCM per spalare, apoi de doua ori cu
39! solutie de neutralizare per spalare, apoi de doua ori cu 391 de DCM per spalare.
Solutia de ancorare NCP2 a fost adaugata lent la solutia de rasina cu agitare, s-a agitat
timp de 24 de ore la temperatura camerei Si s-a drenat. Rasina a fost spalata de patru ori
cu 391 de NMP per spalare si de sase ori cu 391 de DCM per spalare. Rasina a fost tratata
si agitata cu 'z solutie de acoperire DEDC timp de 30 de minute, drenata si a fost tratata
si agitata cu 2" % din solutia de acoperire DEDC timp de 30 de minute si drenata. Rasina
a fost spalata de sase ori cu 39 | de DCM per spalare apoi uscata intr-un cuptor pana la
o greutate constanta de 3573,71 g de rasina incarcata cu ancora.
Exemplul 3: Preparare de coada EG3 activata (Vezi Fig. 2)

1. Preparare de carbamat de tritil piperazin fenil 35

o e
S U &
S5, OO
9 C

NTP 15

La o suspensie racita de NTP in diclormetan (6 ml/g NTP) s-a adaugat o solutie
de carbonat de potasiu (3,2 echiv.) in apa (4 ml/g carbonat de potasiu). La acest amestec
in doua faze s-a adaugat incet o solutie de cloroformiat de fenil (1,03 echiv.) in
diclormetan (2 g/g cloroformiat de fenil). Amestecul de reactie a fost incalzit la 20°C. Dupa
terminarea reactiei (1-2 h), straturile au fost separate. Stratul organic a fost spalat cu apa
si uscat pe carbonat de potasiu anhidru. Produsul 35 a fost izolat prin cristalizare din
acetonitril. Randament=80%.

2. Prepararea alcoolului carbamat 36
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Hidrura de sodiu (1,2 echiv.) a fost suspendata in 1-metil-2-pirolidinona (32 ml/g
hidrura de sodiu). La aceasta suspensie s-au adaugat trietilenglicol (10,0 echiv.) si
compus 35 (1,0 echiv.). Suspensia rezultata a fost incalzita la 95°C. Dupa terminarea
reactiei (1-2 h), amestecul a fost racit la 20°C. La acest amestec s-a adaugat 30%
diclormetan/metil tert-butil eter (v:v) si apa. Stratul organic care contine produsul a fost
spalat succesiv cu NaOH apos, acid succinic apos si clorura de sodiu apoasa saturata.
Produsul 36 a fost izolat prin cristalizare din diclormetan/metil tert-butil eter/heptan.
Randament=90%.

3. Preparare de acid al cozii EG3 37

o}
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La o solutie de compus 36 in tetrahidrofuran (7 ml/g 36) s-a adaugat anhidrida
succinica (2,0 echiv.) si DMAP (0,5 echiv.). Amestecul a fost incalzit la 50°C. Dupa
terminarea reactiei (5 h), amestecul a fost racit la 20°C si ajustat la pH 8,5 cu NaHCO3
apos. S-a adaugat metil tert-butil eter si produsul a fost extras in stratul apos. S-a adaugat
diclormetan si amestecul a fost ajustat la pH 3 cu acid citric apos. Stratul organic care
continea produsul a fost spalat cu un amestec de tampon citrat pH=3 si solutie apoasa
saturata de clorura de sodiu. Aceasta solutie de diclormetan a 37 a fost utilizata fara
izolare la prepararea compusului 38.

4. Prepararea cozii EG3 activate 38
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La solutia compusului 37 s-a adaugat imida acidului N-hidroxi-5-norbornen-2,3-
dicarboxilic (HONB) (1,02 echiv.), 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,34 echiv.) si apoi
clorhidrat de 1-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (1,1 echiv). Amestecul a
fost incalzit la 55°C. Dupa terminarea reactiei (4-5 h),amestecul a fost racit la 20°C si
spalat succesiv cu 1: 1 acid citric 0,2 M/saramura si saramura. Solutia de diclormetan a
suferit un schimb de solvent cu acetona si apoi cu N,N-dimetilformamida, si produsul a
fost izolat prin precipitare din acetona/N,N-dimetilformamida in clorura de sodiu apoasa
saturata. Produsul brut a fost preluat de cateva ori in apa pentru a indeparta N,N-
dimetilformamida reziduala si sarurile. Randament = 70% coada EG3 activata 38 din
compusul 36.

Exemplul 4: 501 Sinteza in faza solida de

Eteplirsen [Compus oligomeric (XIl)] Substanta medicament brut

1. Materiale

Tabelul 2: Materii prime

Denumire |Denumire chimica Numar Formula MW
material CAS chimica

A Acid fosforamidoclorhidric, N,N-{1155373- |C3sH37CIN7O4P |722.2
subunitate |dimetil-,[6-[6-(benzoilamino)-9H-purin-9- [30-0

activata il-4-(trifenilmetil)-2-morfoliniljmetil ester

Subunitate |Acid fosforamidoclorhidric, N,N-|1155373- |C37H37CIN50sP (698.2
activata C |dimetil-,[6-[4-(benzoilamino)-2-oxo- 31-1
1(2H)-pirimidinil]-4-(trifenilmetil)-2-

morfoliniljmetil ester

Subunitate |Acid propanoic, 2,2-dimetil-,4-[[[9-[6-[1155309- |C51H53CIN7O7P (942.2
activata [[[clor(dimetilamino)fosfinilloxilmetil]-4- |89-9
DPG (trifenilmetil)-2-morfolinil]-2-[(2-

fenilacetil)amino]-9H-purin-6-
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Denumire |[Denumire chimica Numar Formula MW

material CAS chimica

illoxilmetil]fenil ester

Subunitate |Acid fosforamidoclorhidric, N,N-dimetil-{1155373- |C31H34CIN4OsP |609.1
activata T |[6-(3,4-dihidro-5-metil-2,4-dioxo-1(2H)- |34-4
pirimidinil)]-4-(trifenilmetil )-2-

morfoliniljmetil ester

Coada Acid butandioic, 1-[3aR,4S,7R,7aS)-|1380600- |C43H47N3O10 |765.9
activata 1,3,3a,4,7,7a-hexahidro- 1,3-dioxo-4,7-|06-5
EG3 metano-2H-izoindol-2-ill4-[2-[2-[2-[[[4-

(trifenilmetil)-1-piperazinil] carbonil] oxi]

etoxi] etoxi]etil] ester

Structurile chimice ale materiilor prime:
A. Coada EG3 activata

0 0
H
OYO\/\O /\/O\/\OJK/\H/O\N
O W Z

N O

(/]

N

O
9

B. Subunitatea C activata (pentru preparare, vezi brevet U.S. Nr. 8.067.571)

Compus (B)
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Compus (C1)

C. Subunitatea A activata (pentru preparare, vezi brevet U.S. Nr. 8.067.571)

Compus (D1)

D. Subunitate DPG activata (pentru preparare, vezi WO 2009/064471)

Compus (E1)

E. Subunitatea T activata (pentru preparare, vezi WO 2013/082551)
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Compus (F1)

F. Rasina incarcata cu ancora
0

pPORS

=

Formula (1)
in care
R' este un mediu suport.
Tabelul 3: Descrierea solutiilor pentru sinteza oligomerului in faza solida a

substantei medicamentoase brute Eteplirsen

Nume solutie Compozitie solutie

Solutie de ancora NCP2 (37,51 NMP si ancora 1292g NCP2

Solutie de acoperire|4,16] Dicarbonat de dietil (DEDC), 3,641 NEM, si 33,81 DCM
DEDC

Solutie CYTFA 2,02 kg 4-cianopiridina, 158 | DCM, 1,42 | TFA, 39 | TFE, si 2 |

apa purificata

Solutie de neutralizare (35,3 | IPA, 7,5 | DIPEA, si 106,51 DCM

Solutie de clivare 1.530,04 g DTT, 6,96 | NMP, si 2,98 | DBU

2. Sinteza de Eteplirsen substanta medicamentoasa bruta
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A. Rasina de umflare

750 g de rasina incarcata cu ancora si 10,5 | de NMP au fost incarcate ntr-un
reactor silanizat de 50 | si agitate timp de 3 ore. NMP a fost drenat si rasina incarcata cu
ancora a fost spalata de doua ori cu 5,5l fiecare de DCM si de doua ori cu 5,5 | fiecare
de 30% TFE/DCM.

B. Ciclul 0: Cuplare de coada EG3

Rasina incarcatd cu ancora a fost spalata de trei ori cu 5,5 | fiecare de 30%
TFE/DCM si drenata, spalata cu 5,5 | de solutie de CYTFA timp de 15 minute si drenata
si din nou spalata cu 5,5 | de solutie de CYTFA timp de 15 minute fara scurgere. S-au
incarcat 122 ml de NEM/DCM 1:1 si suspensia a fost agitata timp de 2 minute si s-a
scurs. Rasina a fost spalata de doua ori cu 5,5 | de solutie de neutralizare timp de 5
minute si s-a scurs, apoi de doua ori cu 5,5 | de DCM fiecare si s-a scurs. O solutie de
706,2 g de coada EG3 activata (MW 765,85) si 234 ml de NEM in 3 | de DMI a fost
incarcata in rasina si agitata timp de 3 ore la temperatura camerei si drenata. Rasina a
fost spalata de doua ori cu cate 5,5 | de solutie de neutralizare timp de 5 minute pentru
fiecare spalare si o data cu 5,5 | de DCM si s-a scurs. O solutie de 374,8 g de anhidrida
benzoica si 195 ml NEM in 2680 ml NMP a fost incarcata si agitata timp de 15 minute si
s-a scurs. Rasina a fost agitata cu 5,5 | de solutie de neutralizare timp de 5 minute, apoi
a fost spalata o data cu 5,5 | de DCM si de doua ori cu 5,5 | fiecare de 30% TFE/DCM.
Rasina a fost suspendata in 5,5 | de 30% TFE/DCM si mentinuta timp de 14 ore.

C. Cicluri de cuplare a subunitatii 1-30

i. Tratamente de pre-cuplare

Inainte de fiecare ciclu de cuplare, asa cum este descris in Tabelul 4, rasina a fost:
1) spalata cu 30% TFE/DCM; 2) a) tratata cu solutie CYTFA 15 minute si scursa, si b)
tratata cu solutie CYTFA timp de 15 minute la care s-a adaugat 1: 1 NEM/DCM, s-a agitat
si s-a scurs; 3) agitata de trei ori cu solutie de neutralizare; si 4) spalata de doua ori cu
DCM. Vezi tabelul 4.

ii. Tratamente post cuplare

Dupa ce fiecare solutie de subunitate a fost drenatd asa cum este descris in
Tabelul 4, rasina a fost: 1) spalata cu DCM; si 2) spalatd de doua ori cu 30% TFE/DCM.
Daca rasina a fost mentinutd pentru o perioada de timp fnainte de urmatorul ciclu de
cuplare, a doua spalare TFE/DCM nu a fost drenata si rasina a fost retinuta in respectiva
solutie de spalare TFE/DCM. Vezi Tabelul 4.

iii. Cicluri de cuplare a subunitatii activate
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Ciclurile de cuplare au fost efectuate asa cum este descris in Tabelul 4.

iv. Spalare finala IPA

Dupa ce etapa finala de cuplare a fost efectuatd asa cum este descris in Tabelul
4, rasina a fost spalata de 8 ori cu cate 19,5 | de IPA si uscata sub vid la temperatura
camerei timp de aproximativ 63,5 ore pana la o greutate uscata de 5.579,8 g.

D. Clivare

Substanta medicamentoasa bruta Eteplirsen legata de rasina de mai sus a fost
impartita in doua loturi, fiecare lot a fost tratat dupa cum urmeaza. Un lot de 2.789,9 g de
rasina a fost: 1) agitata cu 10l de NMP timp de 2h, apoi NMP a fost drenata; 2) spélata
de trei ori cu cate 10l fiecare de 30% TFE/DCM; 3) tratata cu 10l solutie CYTFA timp de
15 minute; si 4) 101 de solutie CYTFA timp de 15 minute la care s-au adaugat apoi 130ml
1:1 NEM/DCM si s-a agitat timp de 2 minute si s-a scurs. Rasina a fost tratata de trei ori
cu cate 10l de solutie de neutralizare, spalata de sase ori cu 10l de DCM si de opt ori cu
cate 10l de NMP. Rasina a fost tratatd cu o solutie de scindare de 1530,4g DTT si 2980
DBU in 6,961 NMP timp de 2 ore pentru a detasa substanta medicamentoasa bruta
Eteplirsen din rasina. Solutia de clivare a fost drenata si retinuta intr-un vas separat.
Reactorul si rasina au fost spalate cu 4,97 | de NMP care a fost combinat cu solutia de

scindare.
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Tabelul 4:
Tratament pre-cuplare Ciclu cuplare Tratament
Ciclu post-cuplare
nr. | 2 3 4 1 2
Subuni 30% CYTFA | solutie DCM Canlitate RT DC 30%
tate TFE/DC | Solutie neutralizare Splare SU (g) Timp M TFE/DC
(SU) M NEM(L) | <P | gpiiare M
Spalare DMI (L) (Hr ) Spilare
1.C S5L a) 3,5L 3x3.5L 3.5L | 536.7g. 195 5 SSL | 2x5.5L
b)3.5L. ml NEM;
122ml 3.2L DMI
2T 70L a) 7L 3X7L 2xX7L | 468.2g si 4.25 7L 2x7L°
b) 7L, 195ml
158ml NEM 32L
DMI
3.C SL a) 8L 3x8L 2x8L 536.7g: 4.25 SL 2x8L
b) 8L, 195ml
182ml NEM:
34L DMI
4.C 9L a) 9L 3x9L 2x9L 536.7g, 425 9L 2x9L°
b) 9L, 195ml
206ml NEM:
3.6L DMI
SA 9.5L a) 9.5L 3x95L 2x95 555.2¢: 4.25 95L | 2x95L
b) 9.5L. L 195ml
220ml NEM;
34L DMI
6:A 10L a) 10L 3x10L 2x10 555.2g: 425 0L | 2xl0L}
b) 10L, L 195ml
232ml NEM:
3.45L DMI

! ml arat3 cantitatea de NEM/DCM 1:1
- Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 1/2 zi
3 . . . - .
Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 1/2 zi
4

Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,4 zi



Tabelul 4- continuare
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Tratament
Tratament pre-cuplare Ciclu cuplare Setiocaniors
Ciclu 1 2 3 4 1 2
nr. 30% CYTFA Solutie DCM Cantitate RT DCM 30%
Subuni | TFEDC | sauutie neutralizare |Spélare _ Timp  [Spilare| TFE/DC
tate M SU(g) | cuplare M
(SU) Spalare NEM Spalare
(L) (Hr )
DMI
(L)
7.C 1L a) llL 3x11L 2x11 | 536.7g: 425 IL 2x11L
b) 11L. L 193ml
256ml NEM.
357L
DMI
8:A 11L a)llL 3xIIL 2x11 | 555.2g. 4.25 1L 2x11L°
b) 11L, L 195ml
256ml NEM;
3.64L
DMI
9T 11.5L a) 3xI11.5L 2x 468.2g. 4.25 11.5 | 2xIL5L
11.5L 1L5L | 195ml L
b) NEM;
11.5L 3721
268ml DMI
10:C 12L a) 12L 3x12L 2x12 | 536.7g. 4.25 12L 2x12L°
b) 12L. L 195ml
280ml NEM;
3.96L
DMI
1A 13.5L a) 3x13.5L 2x 721.7g: 4.25 13.5 | 2xI3.5L
13.5L 13.5L | 253ml L
b) NEM:;
135L. 402L
204ml DMI
12:A 13.5L a) 3x13.5L 2x 721.7g. 4.25 13.5 | 2x13.5L7
13.5L 13.5L | 233ml L
b) NEM.
135L. 402L
204ml DMI

’ Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 2,5 zile

6
) Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 1/2 zi

Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,4 zile
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Tabelul 4- continuare

Tratament pre-cuplare Ciclu cuplare Tratament
post-cuplare
| 2 3 4 | 2
Cica | 30% | CYTF | Solutie DCM | cantitate | KT |DCM | 30%
nr TFE/DC A neutralizare |Spilare Timp Spalare | TFE/DC
Subuni M Salutie SU(g) | cuplare M
tae Spalare ) NEM (Hr .) Spalare
(SU) (L)
DMI
(L)
13:DP 14L a) 4L 3x14L 2x14 | 941.9¢; 425 4L 2x14L
G b) 14L. L 233ml
216ml NEM:
4.02L
DMI
14.DP 14.5L a) 3x14.5L 2x 941.9g. 4.25 14.5 | 2x14.5L°
G 14.5L 145L | 253ml L
b) NEM:
14.5L, 4.1L
228ml DMI
15:A 15.5L a) 3x15.5L 2x 721.7g:. 425 1353 | 2xI55L
15.5L 15.5L | 253ml L
b) NEM.
15.5L, 4.26L
254ml DMI
16:A 15.5L a) 3x15.5L 2x 121.7g; 425 155 | 2x15.5L°
15.5L 15.5L | 253ml L
b) NEM:
1551, 4.26L
254ml DMI
17:DP 16L a) 6L 3x16L 2x16 | 9419g; 475 16L 2x16L
G b) 16L, L 2353ml
366ml NEM.:
4.4L
DMI
18:A 16.5L a) 3x16.5L 2x 721.7g; 425 16.5 | 2x16.5L"
16.5L 16.5L | 233ml L
b) NEM.
16.5L, 4.4L
378ml DMI

¥ Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,4 zile
? Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,4 zile

" Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 15 zile
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Tratament pre-cuplare Ciclu cuplare Tratament
post-cuplare
Ciclu | 2 3 + 1 2
e 30% | CYTF | solutie DCM  |Cantitate | RT | DCM | 30%
TFEDC | A | peutralizare | Spalare Timp Spalare | TFE/D
Subuni M Solutie SU (g) | cuplare M
tale Spélare ' NEM | (Hrs) Spalare
(SU) (L)
DMI
(L)
19T 16.5L a) 3x16.5L 2x 608.7g: 4.25 165L | 2x165
16.5L 16.5L 253ml L
b) NEM:
16.5L. 457L
378ml DMI
20:DPG 17L a) 17L 3x17L 2x17L | 941.9¢: 4.75 171 2x17L
b) I7L, 253ml "
390ml NEM:;
4.57L
DMI
21:DPG 17L a) 17L 3x17L 2x17L | 1159.2¢g 4.25 17L 2x17L
b) 17L. 31 1ml
390ml NEM:
472L
DMI
22:C 17.5L a) 3x175L 2x 8§58.7g: 4.75 17.5L | 2x17.5
17.5L 175L | 31iml L?
b) NEM:
17.5L, 472L
402ml DMI
23:A 17.5L a) 3x17.5L 2x 888 .3¢g: 4.25 17.5L | 2x17.5
17.5L 17.5L 311ml L
b) NEM:
17.5L. 4 881
402ml DMI
24T 18L a) 18L 3xI8L 2x18L | 749.1g: 425 ISL 2xI8L
b) ISL. 311ml -
414ml NEM:
4951
DMI

!l Rasina retinuta la aceasta etapa timp de g 3 sjle

" Rasina retinutd la aceasta etapa timp de 0,4 zile

13

Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,4 zile



Tabelul 4- continuare

Tralamenl pre-cuplare Ciclu cuplare | Tratament
pasi-cuplare
Ciclu | 2 3 4 1 2
nr: 30% CYTF Solullé DCM Canttate RT DCM 30%
Subuni | TFE/DC A neutralizare | Spalare - Timp Spilare | TFE/D
tate M Salutie SU (g) | cuplare CM
(SU) Spalare NEM (Hr ) Spalare
(L)
DMI
(L)
25T I8L a) ISL 3xI8L 2x18L 749.1g: 4.25 I1SL | 2xI8L
b) I8SL, 311ml
414ml NEM:
5.1L
DMI
26:T 18.5L a) 3x18.5L 2x | 749.1g: 4.25 18.5 | 2x18.5L"
18.5L 18. | 31lml L
b) 5L NEM:
18.5L, 5.1L
426ml DMI
27:.C 18.5L a) 3x18.5L 2x | 858.7g: 4.25 18.5 | 2xI8.5L
18.5L 18. | 311ml L
b) SL NEM:
18.5L, 5.25L
426ml DMI
28:T 19L a) 19L 3xI9L 2x1 | 749.1g: 425 I9L | 2xI9L"
b) I9L, 9L | 31Iml
438ml NEM:
5.25L
DMI
29:A 19L a) 19L 3xI9L 2x1 | 888.3g: 425 19L 2x19L
b) 19L, 9L | 31Ilml
438ml NEM:
S41L
DMI
30:DPG 19.5L a) 3x19.5L 2x | 1159.2¢g 475 19.5 2x19.5L
19.5L 19. | : 311Iml L
b) 5L NEM:
19.5L, 544L
450ml DMI

¥ Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,4 zile
15
Rasina retinuta la aceasta etapa timp de 0,3 zile

E. Deprotejare

Solutia de scindare combinata si spalarea NMP au fost transferate intr-un vas sub
presiune la care s-au adaugat 39,8 de NH4OH (NH3*H20) care a fost racit la o
temperatura de -10° pana la -25° C intr-un congelator. Vasul sub presiune a fost sigilat si
incalzit la 45°C timp de 16h, apoi lasat sa se raceasca la 25°C. Aceasta solutie de

deprotejare care contine substanta medicamentoasa bruta Eteplirsen a fost diluata 3:1
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cu apa purificata si pH-ul ajustat la 3,0 cu acid fosforic 2M, apoi la pH 8,03 cu NH4OH.
HPLC (C18) 73-74% (Figura 1).
Tabelul 5. Date din Figura 1

Varf |Nume Timp de|Rel. Timp Ret.|Zona Zona Placi
# compus retentie (min) |Produs {mAuU*min) rel. % (USP)
1 2.488 0.381 0.821928 0.18 1105
2 3.047 0.467 17.661449 3.91 4047
3 3.324 0.509 0.818258 0.18 n.a.

4 3.605 0.552 0.465598 0.10 7

5 4,213 0.645 6.558899 1.45 301

6 4.504 0.690 3.324238 0.74 191690
7 5.160 0.790 5.644073 1.25 651

8 AVI-4658 |6.531 1.000 332.238891 |73.47 |2313
9 7.269 1.113 2.063159 0.46 n.a.
10 7.643 1.170 5.556411 1.23 2734
11 8.139 1.246 8.711530 1.93 3572
12 8.382 1.283 4.654783 1.03 1835
13 8.678 1.329 0.562426 0.12 n.a.
14 9.009 1.379 12.031923 2.66 6078
15 9.500 1.455 0.385563 0.09 n.a.
16 9.626 1.474 1.171507 0.26 46084
17 9.898 1.516 0.484362 0.11 21328
18 10.598 1.623 14.589918 3.23 n.a.
19 10.680 1.635 7.520577 1.66 918
20 10.811 1.656 8.604558 1.90 296
21 11.045 1.691 18.351689 4.06 49919

Exemplul 5: Purificarea substantei medicamentoase brute Eteplirsen
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Solutia de deprotejare din Exemplul 2, partea D, care contine substanta
medicamentoasa bruta Eteplirsen a fost incarcata pe o coloana de rasina schimbatoare
de anioni ToyoPearl Super-Q 650S (Tosoh Bioscience) si eluata cu un gradient de 0-35%
B pe 17 volum de coloana (Tampon A: 10 mM hidroxid de sodiu Tampon B: 1 M clorura
de sodiu in 10 mM hidroxid de sodiu) si fractiunile de puritate acceptabila (C18 si SCX
HPLC) au fost reunite intr-o solutie purificatd de produs medicamentos. HPLC (Figura
2): 97,74% (C18) 94,58% (SCX).

Solutia de substanta medicamentoasa purificata a fost desalinizata si liofilizata la
1959 g de substantd medicamentoasa Eteplirsen purificata. Randament 61,4%; HPLC
(Figura 3): 97,7% (C18) 94,6% (SCX).

Tabelul 6. Date din Figura 2

Varf |Nume Timp de|Rel. Timp Ret.[Zona Procent |Placi
# compus retentie (min) |(Produs) {mAu*min) |zona (USP)
1 6.837 0.750 0.050757 0.058 41574
2 7.405 0.813 0.303271 0.344 841
3 8.086 0.887 1.130007 1.280 13
4 8.615 0.946 2.265128 2.567 761
5 AVI-4658 (9.111 1.000 83.468700 [94.583 4405
6 10.019 1.100 0.704599 0.798 n.a.
7 11.069 1.215 0.326550 0.370 3044

Tabelul 7. Date din Figura 3

Varf |Nume Timp de|Rel. Timp Ret.|Zona Procent |Placi
# compus retentie. (min) |(Produs) {mAu*min) |zona (USP)
1 6.866 0.751 0.044399 0.063 608

2 7.794 0.852 0.280589 0.397 n.a.

3 8.188 0.895 0.816793 1.156 209

4 8.644 0.945 1.842896 2.608 1147
5 AVI-4658 |9.145 1.000 66.857088 |94.622 4664
6 10.058 1.100 0.575793 0.815 n.a.
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Varf |Nume Timp de|Rel. Timp Ret.|Zona Procent |Placi

compus retentie. (min) |(Produs) {mAu*min) |zona (USP)

7 11.103 1.214 0.239454 0.339 4375

Exemplul 6: Oligomeri suplimentari preparati prin procedeul dezvaluirii
Urmatorii oligomeri ai urmatoarelor secvente au fost preparati conform metodelor

din Exemplele 4 si 5 aproximativ:

RZ
5T = 0)\

1> ™ O/O\/J\/

X ES

n

in care R? este, la fiecare aparitie, selectat independent din grupul constand din:

F %“H %H\f st

NH2 (G)

NH
O (5mC), o (U), si N=/ (I).

Tabelul 8. Oligomer R? la fiecare pozitie de la 1 pana la n si 5' pana la 3'

Denumire|n [R?5'la3'si1lan T

PMO1 22 |CAATGC CAT CCT GGAGTTCCT G EG3

PMO2 25|GTT GCC TCC GGT TCT GAAGGT GTT C |[EG3

AVI-7100 |20 |CGGT+TAGAAGAC+TCATCHTTT EG3

AVI-7537 |19 |GCC+ATGGT+TTT+TTC+TC+AGG EG3

AVI-7288 |23 |GAATATTAAC+AI+AC+TGAC+A+AGTC EG3

Mai sus in Tabelul 8, "+" indica in care X este
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T
()
altfel X este -N(CHs3)z.

Tabelul 9. Acronime

Acronim [Denumire

DBU 1,8-Diazabicicloundec-7-ena

DCM Diclormetan

DIPEA |N,N-Diizopropiletilamina

DMI 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona

DTT Ditiotreitol

IPA Alcool izopropilic

MW Greutate moleculara

NEM N-Etilmorfolina

NMP N-metil-2-pirolidona

RT Temperatura camerei

TFA Acid 2,2,2-trifluoracetic

TFE 2,2,2-Trifluoretanol




