
ÁCIDOS NUCLEICOS ANTISENTIDO 

 

Campo técnico 

La presente invención se ref iere a un oligómero ant isentido que 

provoca la omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina  humana y una 5 

composición farmacéutica que comprende el ol igómero.  

Antecedentes de la técnica 

La distrof ia muscular de Duchenne (DMD) es la forma más frecuente 

de distrof ia muscular progresiva hereditaria que afecta a aproximadamente 

3,500 varones recién nacidos. Aunque las funciones motoras rara vez son 10 

diferentes de los humanos saludables en l a infancia y niñez, la debil idad 

muscular se observa en niños de unos 4 a 5 años de edad. Posteriormente, 

la debi l idad muscular progresa a la pérdida de la ambulación a 

aproximadamente 12 años de edad y la muerte por insuf ic iencia cardiaca o 

respiratoria a los 20 años. DMD es un trastorno muy severo. En la 15 

actualidad, no existe una terapia ef icaz para DMD disponibles  y se ha 

deseado fuertemente el desarrol lo de un nuevo agente terapéutico.  

Se conoce que el DMD es causado por una mutación en el gen de la 

distrof ina. El gen de la distrof ina se encuentra en el cromosoma X y e s un 

gen enorme que consta de 2.2 mil lones de pares de nucleótidos de ADN. 20 

El ADN se transcr ibe en precursores de ARNm, y los intrones se el iminan 

por corte y empalme para sintet izar ARNm de 11,058 bases, en los cuales 

se unen 79 exones. Este ARNm se traduce en 3,685 aminoácidos para 

producir la proteína distrof ina. La proteína distrof ina está asociada  con el 

mantenimiento de la estabi l idad de la membrana en las células musculares 25 
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y necesar ias para hacer las células musculares menos frágil es. El gen de 

la distrof ina de pacientes con DMD cont iene una mutación y, por tanto, la 

proteína distrof ina, que es funcional en las células musculares, rara vez se 

expresa. Por lo tanto, la estructura de la s células del músculo no se puede 

mantener en el cuerpo de los pacientes con DMD, que conduce a una gran 5 

af luencia de iones de calcio en las células musculares. Por consiguiente, 

una respuesta similar a la inf lamación se produce para promover la f ibrosis 

para que las células musculares se puedan regenerar pero con dif icultad.  

La distrof ia muscular de Becker (BMD) también es causada por una 

mutación en el gen de la distrof ina.  Los síntomas incluyen debil idad 10 

muscular acompañada de atrof ia del músculo, p ero son t ípicamente suaves 

y lentos en el progreso de la debil idad muscular, en comparación con 

DMD. En muchos casos, su apar ic ión es en la edad adulta. Las diferencias 

en los síntomas clínicos entre DMD y BMD se consideran que residen en si 

el  marco de lectura para los aminoácidos en la traducción de ARNm en la 15 

proteína distrof ina es interrumpida por la mutación o no (Documento No 

Patente 1). Más específ icamente, en la DMD, la presencia de la mutación 

cambia el marco de lectura de aminoácidos de modo que s e supr imió la 

expresión de la proteína distrof ina f uncional,  mientras que en la BMD la 

proteína distrof ina que funciona, aunque de manera imperfecta, se produce 20 

debido a que el marco de lectura de aminoácidos se conserva, mientras 

que una parte de los exones se eliminan por la mutación.  

Se espera la omisión del exón para servir como un método para el 

tratamiento de la DMD.  Este método implica la modif icación de empalme 

para restaurar el marco de lectura de aminoácidos de ARNm de la 25 
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distrof ina e induce la expresión de la proteína distrof ina que t iene la 

función parcialmente restaurada (Documento No Patente 2). La parte de la 

secuencia de aminoácidos, que es un objet ivo de la omisión de exón, se 

perderá. Por esta razón, la proteína distrof ina expresada por est e 

tratamiento se vuelve más corto al normal pero debido a que se mant iene 5 

el marco de lectura de aminoácidos, la función de estabil izar las células 

musculares se ret iene parcialmente. Por consiguiente, se espera que la 

omisión de exón l levará a que la DMD tenga los síntomas similares a la de 

BMD, que es más suave. El enfoque de la omisión del exón ha pasado las 

pruebas en animales ut i l izando ratones  o perros y ahora están siendo 10 

actualmente evaluados en ensayos clínicos en pacientes con DMD 

humanos.  

La omisión de un exón se puede inducir  mediante la unión de los 

ácidos nucleicos ant isentido dir igidos , ya sea en el s it io de empalme 5' o 3' 

o de ambos sit ios, o en los sit ios internos de exón. Un exón sólo se incluye 15 

en el ARNm cuando los dos sit ios de empalme de los mismos se reconocen 

por el complejo de espl iceosoma. Por lo tanto,  la omisión de l exón se 

puede inducir  por la orientación de los sit ios de empalme con ácidos 

nucleicos antisent ido. Además, la unión de una proteína SR a un 

potenciador de empalme exónico (ESE) se considera necesario para un 20 

exón a ser reconocido por el mecanismo de empalme. En consecuencia, la 

omisión del exón también se puede inducir  dir igiendo el  ESE. 

Debido a que una mutación del gen de la distrof ina puede variar 

dependiendo de los  pacientes con DMD, los ácidos nucleicos ant isentido 

se deben diseñar con base en el s it io o el t ipo de mutación genét ica 25 
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respect iva. En el pasado, los ácidos nucleicos ant isentido que inducen la 

omisión del exón para todos los 79 exones se produjeron por Steve Wilton, 

et al. ,  Universidad de Austral ia Occidental (Documento no patente 3)  y los 

ácidos nucleicos antisent ido que inducen la omisión de l exón para 39 

exones se produjeron por Annemieke Aartsma-Rus, et al. ,  Países Bajos 5 

(Documento no patente 4).  

Se considera que aproximadamente el 13% de todos los pacientes con 

DMD pueden ser tratados por omisión del exón 51 (en lo sucesivo 

denominado "exón 51"). En los últ imos años, una plural idad de 

organizaciones de investigación informó sobre los estudios en los cuales el 10 

exón 51 del gen de la distrof ina fue blanco para la omisión del exón 

(documentos de patente 1 a 6; documentos de no patente 5 a 6). Sin 

embargo, todavía no se ha establecido una técnica para omit ir  el exón 51 

con una alta ef iciencia.  

Documentos de la técnica previa  15 

Documentos de patente  

Documento de Patente 1: Publicación Internacional WO 2004/048570  

Documento de Patente 2: Publicación Internacional WO 2002/024906  

Documento de Patente 3: Publicación Internacional WO 2010/048586  

Documento de Patente 4: Publicación Internacional WO 2010/050801  20 

Documento de Patente 5: US 2010/0168212  

Documento de no patente 1:  Monaco A. P. et al,  1988 Genomics; 2:  p. 

90-95 

Documento de no patente 2: Matsuo M., Brain Dev 1996; 18: p. 167 -

172 25 
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Documento d no patente 3:  W ilton S. D., et al. ,  Molecular Therapy 

2007: 15: p. 1288-1296 

Documento de no patente 4:  Annemieke Aartsma-Rus et al . ,  (2002) 

Neuromuscular Disorders 12: S71-S77 

Documento de no patente 5: Aoki Y., et al,  Molecular therapy 2010:  5 

18: p.1995-2005 

Documento de no patente 6:  Nakano S., et al,  Pediatr Int.  2011: 53: 

524-429 

Descripción de la invención  

Problemas a resolver por la invención  10 

Bajo las circunstancias anter iores, se han deseado los ol igómeros 

antisentido que inducen la omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina 

con una alta ef iciencia y la terapéutica con distrof ia muscular que 

comprenden oligómeros de los mismos.  

Medios para resolver el problema 15 

Como resultado de estudios detallados de los contenidos técnicos de 

los documentos anteriores y la estructura del gen de la distrof ina, los 

presentes inventores han encontrado que la omisión del exón 51  se puede 

inducir  con una alta ef iciencia mediante la administración de l ol igómero 

antisentido que t iene las secuencias de nucleót idos representada s por la 20 

SEC ID NO: 1 y 2. Con base en este hal lazgo, los presentes inventores 

han completado la presente invención.  

Es decir,  la presente invención es como sigue.  

[1] Un oligómero antisentido que se selecciona de un grupo que 

consiste de (a) a (d)  como sigue:  25 
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 (a) un oligómero antisentido que comprende una secuencia de 

nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2;  

 (b) un oligómero antisentido que consta de una secuencia de 

nucleót idos que t iene una el iminación, sustitución, inserción y/ o adición de 

1 a 5 nucleótidos en la secuencia de nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2 y 5 

t iene una act ividad que causa la omisión del  exón 51 en el gen de la 

distrof ina humana;  

 (c) un ol igómero antisent ido que t iene una secuencia de nucleótidos 

que t iene al menos 80% de ident idad con una sec uencia de nucleót idos de 

la SEC ID NO: 1 o 2 y t iene una act ividad que causa la omisión del exón 10 

51 en el gen de la distrof ina humana; y  

 (d) un ol igómero antisent ido que se hibrida en condiciones r igurosas 

con un ol igonucleótido que consiste en una secuen cia de nucleótidos 

complementar ia a la secuencia de nucleótidos de la SEC ID NO: 1 o 2 y 

t iene una act ividad que causa la omisión del exón 51 en el gen de la 15 

distrof ina humana.  

[2] Un oligómero antisentido que se selecc iona de un grupo que 

consiste de (e) a (h)  como sigue:  

 (e) un ol igómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2;  20 

 (f )  un ol igómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos que t iene una el iminación, sustitución, inserción y/o adición de 

1 a 3 nucleótidos en la secuencia de nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2 y 

t iene una act ividad que causa la omisión del  exón 51 en el gen de la 

distrof ina humana;  25 
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 (g) un ol igómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos que t iene al menos 80% de identidad con una secuencia de 

nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2 y t iene una act ividad que causa la 

omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana; y  

 (h) un oligómero antisentido que se hibrida en condiciones de alta 5 

r igurosidad a un ol igonucleótido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos complementaria a una secuencia de nucleótidos de la SEC ID 

NO: 1 o 2 y t iene una act ividad que causa la omisión del exón  51 en el gen 

de la distrof ina humana.  

[3] Un oligómero antisentido que se selecciona de un grupo que 10 

consiste de ( i)  y ( j )  como sigue:  

( i)  un ol igómero antisentido que consiste de  una secuencia de 

nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2; y 

( j )  un ol igómero ant isentido que t iene una secuencia de nucleótidos 

que t iene al menos 90% de ident idad con una secuencia de nucleót idos de 15 

la SEC ID NO: 1 o 2 y t iene una act ividad que causa la omisión del exón  

51 en el gen de la distrof ina humana.  

[4] El oligómero ant isentido de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3] 

anterior, que es un oligonucleót ido.  

[5] El ol igómero antisentido de acuerdo con [4] anter ior, en donde se 20 

modif ica el resto de azúcar y/o  la región de unión a fosfato de al menos un 

nucleót ido que const ituye el ol igonucleót ido.  

[6] El oligómero antisent ido de acuerdo con [4] o [5] anterio r, en 

donde el resto de azúcar de al menos un nucleót ido que constituye el 

ol igonucleótido es una r ibosa en la cual  el grupo 2' -OH se sustituye por 25 
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cualquiera seleccionado del grupo que consiste de OR, R, R'OR, SH, SR, 

NH2 ,  NHR, NR2 ,  N3 ,  CN, F, Cl,  Br e I  (en donde R es un alqui lo o un ar i lo y 

R 'es un grupo alqui leno).  

[7] El ol igómero ant isentido de acuerdo con cualquiera de [4] a [6] 

anteriores, en donde la región de unión a fosfato de al menos un 5 

nucleót ido que const ituye el ol igonucleótido es cualquier a seleccionado del 

grupo que consiste en un enlace fosforot ioato, un enlace fosforodit ioato ,  

un enlace fosfonato de alqui lo, un enlace fosforamidato y un enlace 

boranofosfato.  

[8] El ol igómero ant isentido de acuerdo con cualquiera de [1] a [3] 10 

anteriores, que es un ol igómero de morfol ino .  

[9] El ol igómero antisentido de acuerdo con [8] anter ior, en donde se 

modif ica el resto del ani l lo de morfolina, la región  de unión a fosfato y/o el 

extremo 3’ y/o el extremo 5' de al menos un morfol ino  que const ituye el 

ol igómero de morfolina. 15 

[10] El oligómero antisent ido de acuerdo con [9] o [10] anter ior es, en 

donde la región de unión a fosfato de al menos un morfol ino que const ituye 

el oligómero de morfolino es cualquiera seleccionado de un enlace de 

fosforodiamidato, un enlace de fosforot ioato, un enlace de fosforodit ioato, 

un enlace de alquilfosfonato, un enlace de fosforamidato y un enlace de 20 

boranofosfato.  

[11] El ol igómero antisent ido de acuerdo con [10] anter ior, que es un 

ol igómero de morfolino fosforodiamidato.  

[12] El ol igómero antisent ido de acuerdo con cualquiera de [9] a [11] 

anteriores, en donde el extremo 5 ' es cualquiera de las fórmulas químicas 25 
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(1) a (3) como sigue:  

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 [13] Una composición farmacéutica para el tratamiento de la distrof ia 

muscular, que comprende como ingrediente act ivo el ol igómer o ant isentido 

de acuerdo con cualquiera de [1]  a [12] anteriores  o una sal 

farmacéuticamente aceptable o hidrato del mismo.  

[14] La composición farmacéutica de acuerdo con [13] anterior, que 15 

comprende un vehículo farmacéuticamente aceptable.  

[15] Un método para el tratamiento de la distrof ia muscular, que 

comprende administrar a un paciente con distrof ia muscular,  el ol igómero 

antisentido de acuerdo con cualquiera de [1] a [12] anteriores o la 

composición farmacéutica de acuerdo con [13] o [14] anter iores. 20 

[16] El método para el tratamiento de acuerdo con [15] anterior, en 

donde el paciente con distrof ia muscular es un paciente con eliminaciones 

de nucleótidos dentro de los exones 29 -50, 50, 45-50, 48-50, 49-50, 52, 52 

-63, 13-50, 19-50, 43-50 o 47-50.  

[17] El método para el tratamiento de acuerdo con [15] o [16]  25 
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anteriores, en donde el paciente es un ser humano.  

[18] El uso del oligómero antisent ido de acuerdo con cualquiera de [1]  

a [12] anter iores en la fabricación de la composición farmacéutica para el 

tratamiento de la distrof ia muscular.  

[19] El ol igómero antisent ido de acuerdo con cualquiera de [1] a [12] 5 

anteriores, para uso en el tratamiento de la distrof ia muscular.  

[20] El oligómero antisent ido de acuerdo con [19] ant erior, en donde 

el paciente con distrof ia muscular en dicho tratamiento es un paciente con 

el iminaciones de nucleótidos dentro de los exones 29 -50, 50, 45-50, 48-50, 

49-50, 52, 52-63, 13-50, 19-50, 43-50 o 47-50.  10 

[21] El ol igómero ant isentido de acuerdo co n [19] o [20] anter iores, en 

donde el paciente es un ser humano.  

Efectos de la invención  

El ol igómero ant isentido de la presente invención puede inducir la 

omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana con una alta 15 

ef iciencia. Además, los síntomas  de la distrof ia muscular de Duchenne se 

pueden al iviar  ef icazmente mediante la administración de la composición 

farmacéutica de la presente invención.  

Breve descripción de las figuras  

La f igura 1 muestra la ef icacia de la omisión de l exón 51 en el gen de 20 

la distrof ina humana en la l ínea celular de rabdomiosarcoma humano 

(células RD).  

Modo para llevar a cabo la invención 

En lo sucesivo, la presente invención se descr ibe en detal le. Las 

modalidades descritas a cont inuación están destinadas a ser presentadas  25 



1 1  
 

a modo de ejemplo meramente para describir la invención, pero no se 

l imitan sólo a las siguientes modalidades. La presente invención se puede 

implementar de diversas maneras sin apartarse de la esencia de la 

invención.  

1. Oligómeros ant isentido  5 

La presente invención proporciona el ol igómero antisentido 

(denominado en lo sucesivo como "ol igómero ant isent ido de la presente 

invención") que causa la omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina 

humana con una alta ef iciencia.  

Exón 51 en el gen de la distrofina humana 10 

En la presente invención, el término "gen" se pretende que signif ique 

un gen genómico y también incluye ADNc, precursor de ARNm y ARNm. 

Preferiblemente, el gen es precursor de ARNm, es decir,  pre -ARNm. 

En el genoma humano, el gen de la distrof ina h umana se ubica en el 

locus Xp21.2. El gen de la distrof ina humana t iene un tamaño de 2. 2 15 

mil lones de pares de nucleótidos y es el gen más grande entre los genes 

humanos conocidos.  Sin embargo, las regiones de codif icación del gen de 

la distrof ina humana son sólo 14kb, distr ibuidos como 79 exones en todo el 

gen de la distrof ina humana (Roberts, RG, et al,  Genomics, 16:  536-538 

(1993)). El pre-ARNm, que es la transcripción del gen de la distrof ina 20 

humana, se somete a empalme para generar el ARNm maduro de 14 kb. La 

secuencia de nucleótidos del gen de la distrof ina humana de t ipo silvestre 

es previamente conocido (No. de acceso de GeneBank NM_004006).  

La secuencia de nucleót idos del exón 51 en el gen de la distrof ina de 

t ipo salvaje humana está representada por  la SEC ID NO: 3.  25 
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Oligómero antisentido 

El oligómero ant isentido de la presente invención está diseñado para 

que cause la omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana, 

modif icando de este modo la proteína codif icada por t ipo DMD de l gen de 

la distrof ina en el t ipo BMD de la proteína distrof ina. Por consiguiente, el 5 

exón 51 en el gen de la distrof ina que es el objet ivo de la omisión de l exón 

por el ol igómero ant isentido incluye ambos t ipos salvajes y mutantes.  

El ol igómero antisentido de la presente  invención es específ icamente 

el ol igómero antisentido que se selecc iona de un grupo que consiste de  (a) 

a (d) a continuación.  10 

(a) un ol igómero antisentido que comprende una secuencia de 

nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2;  

(b) un ol igómero antisentido que consta de una secuencia de 

nucleót idos que t iene una supresión, sustitución, inserción y/ o adición de 1 

a 5 nucleót idos en la secuencia de nucleótidos de la SEC ID NO: 1 o 2  y 15 

t iene una act ividad que causa la omisión del exón 51  en el gen de la 

distrof ina humana;  

(c) un ol igómero ant isentido que t iene una secuencia de nucleótidos 

que t iene al menos 80% de ident idad con una secuencia de nucleót idos de 

la SEC ID NO: 1 o 2 y t iene una act ividad que causa la omisión del exón 20 

51 en el gen de la distrof ina humana ; y 

(d) un ol igómero ant isentido que se hibr ida en condiciones r igurosas 

con un ol igonucleótido que consiste en una secuencia de nucleótidos 

complementar ia a la secuencia de nucleótidos de la SEC ID NO: 1 o 2 y 

t iene una act ividad que causa la omisión del exón 51 en el gen de la 25 
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distrof ina humana.  

Los ol igómeros antisentido de (b) a (d)  son mutantes del ol igómero 

antisentido de (a) en part icular y están destinadas a corresponder con las 

mutaciones del gen de la distrof ina de los pacientes,  por ejemplo,  

pol imorf ismo. 5 

Como otra modalidad, el ol igómero antisent ido de la presente 

invención es específ icamente el ol igómero antisent ido que se selecc iona 

de un grupo que consiste de (k) a (n) como sigue. 

(k) Un ol igómero antisent ido que comprende la secuencia de 

nucleót idos mostrada por cualquiera de las SEC ID NO: 6-33;  10 

( l)  Un ol igómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos que t iene una supresión, sustitución, inserción y/ o adición de 1 

a 5 nucleót idos en la secuencia de nucleótidos mostrada por c ualquiera de 

las SEC ID NO: 6 a 33 y t iene una act ividad que causa la omisión del exón 

51 en el gen de la distrof ina humana;  15 

(m) Un oligómero antisent ido que t iene una secuencia de nucleótidos 

que t iene al menos 80% de ident idad con una  secuencia de nucleót idos de 

cualquiera de las SEC ID NO: 6-33 y t iene una act ividad que causa la 

omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana; y  

(n) Un ol igómero antisent ido que se hibrida en condiciones r igurosas 20 

con un ol igonucleótido que consiste en una secuencia  de nucleótidos 

complementar ia a la secuencia de nucleótidos mo strada por cualquiera de 

las SEC ID NO: 6-33 y t iene una act ividad que causa la omisión del exón 

51 en el gen de la distrof ina  humana. 

Los ol igómeros antisentido de ( l)  a (n)  son mutantes del o l igómero 25 
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antisentido de (k), en part icular y se pretende que corresponda n a las 

mutaciones, del gen de distrof ina de los pacientes,  por ejemplo, 

pol imorf ismo. 

Además, el oligómero ant isentido de la presente invención es el 

ol igómero antisent ido que se selecciona de un grupo que consiste en (o) a 5 

(r) como sigue. 

(o) Un oligómero antisentido que consiste en la secuencia de 

nucleót idos mostrada por cualquiera de las SEC ID NO: 6-33;  

(p) Un ol igómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos que t iene una supresión, sustitución, inserción y/ o adición de 1 10 

a 3 nucleót idos en la secuencia de nucleótidos mostrada por c ualquiera de 

las SEC ID NOS: 6 a 33 y t iene una act ividad que causa la omisión del 

exón 51 en el gen de la distrof ina humana;  

(q) Un ol igómero antisent ido que t iene una secuencia de nucleótidos 

que t iene al menos 80% de ident idad con una secuencia de nu cleót idos de 15 

cualquiera de las SEC ID NO: 6-33 y t iene una act ividad que causa la 

omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana; y 

(r) Un ol igómero antisent ido que se hibrida en condiciones de alta 

r igurosidad a un oligonucleótido que consiste en una complementariedad 

de secuencia de nucleótidos a la secuencia de nucleótidos mo strada por 20 

cualquiera de las SEC ID NO: 6-33 y t iene una act ividad que causa la 

omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana.  

Además, el oligómero ant isentido de la presente invención es el 

ol igómero antisent ido que se selecc iona de un grupo que consiste de  ( i)  y 

( j )  como sigue: 25 
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( i)  un ol igómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos de cualquiera de las SEC ID NO: 6-33; o 

( j )  un oligómero antisentido que consiste en una secuencia de 

nucleót idos que t iene al menos 90% de identidad con una secuencia de 

nucleót idos de cualquiera de las SEC ID NO: 6-33 y t iene una act ividad 5 

que causa la omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina humana.  

Tal como se ut i l iza en el presente documento , el término "oligómero 

antisentido que se hibr ida en condiciones r igurosas" se ref iere a, por 

ejemplo, un oligómero antisent ido obtenido mediante hibr idación de 

colonias, hibridación en placa, hibr idación de Southern o similares, 10 

ut i l izando como sonda la total idad o parte de un oligonucleót ido que 

consiste en una secuencia de nucleótidos complementaria a la secuencia 

de nucleót idos, por ejemplo,  de la SEC ID NO: 1. E l método de hibr idación 

que se puede usar incluye los métodos descr itos en, por ejemplo, 

"Sambrook y Russel l ,  Molecular Cloning: A  Laboratory Manual Vol .  3, Cold 15 

Spring Harbor, Laboratory Press 2001", "Ausubel, Current Protocols in 

Molecular Biology, John Wiley & Sons 1987 -1997 ", etc.  

Tal como se ut i l iza en el presente documento, el término "condiciones 

r igurosas" puede ser cualquiera de las condiciones r igurosas bajas, las 

condiciones restr ict ivas moderadas o condiciones r igurosas altas. El 20 

término "condiciones r igurosas  bajas" es, por ejemplo, 5x SSC, solución de 

Denhardt  5x,  0.5% SDS, 50% de formamida a 32°C. El término 

"condiciones r igurosas moderadas" es, por ejemplo, 5x SSC, solución de 

Denhardt 5x, 0.5% SDS, 50% de formamida a 42°C  o 5x SSC, 1% SDS, 50 

mM Tris-HCl (pH 7.5), 50% de formamida a 42°C. El término "condiciones 25 
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r igurosas altas" es, por ejemplo, (1) 5x SSC, solución de Denhardt  5x, 

0.5% SDS, 50% de formamida a 50°C, (2) 0.2 x SSC, 0.1 % de SDS a 60°C, 

(3) 0.2x SSC, 0.1% de SDS a 62°C, (4) 0.2 x SSC, 0.1% de SDS a 65°C o 

(5) 0.1 x SSC, 0.1% de SDS a 65° C, pero sin l imitarse a los mismos . En 

estas condiciones, se espera que el ol igómero ant isent ido con mayor 5 

homología a obtener de manera  ef ic iente a temperaturas más altas, 

aunque múlt iples factores están implicados en la r igurosidad de hibr idación 

incluyendo la temperatura, concentración de sonda, longitud de la sonda, 

fuerza iónica, t iempo, concentración de sal y otros, y los expertos en  la 

técnica pueden seleccionar aproximadamente estos factores para lograr la 10 

r igurosidad similar.  

Cuando se usan kits comercialmente disponibles para la hibridación, 

por ejemplo, se puede ut i l izar un sistema de et iquetado y detección directa 

AlkPhos (GE Healthcare). En este caso, de acuerdo con el protocolo 

adjunto, después del cult ivo con una sonda et iquetada durante la noche, la 15 

membrana se lava con un tampón de  lavado pr imario que contiene 0.1% 

(p/v) de SDS a 55°C, detectando de ese modo el oligómero ant isentido 

hibr idado. Alternat ivamente, cuando la sonda se et iqueta con digoxigenina 

(DIG) ut i l izando un reactivo comercialmente disponible (por ejemplo, un a 

mezcla de et iquetado de PCR (Roche Diagnostics), etc.) en la producción 20 

de una sonda basada en la to tal idad o parte de la secuencia 

complementar ia a la secuencia de nucleót idos de la SEC ID NO: 3, la 

hibr idación se puede detectar con un Kit  de detección de ácido nucleico  

DIG (Roche Diagnostics).  

Además, del oligómero antisentido descr ito anter iormente, o tro 25 
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ol igómero antisent ido que se puede hibr idar incluyen ol igómeros 

antisentido que t ienen 90% o más, 91% o más, 92% o más, 93% o más, 

94% o más, 95% o más, 96% o más, 97% o más, 98% o más, 99% o más, 

99.1% o más, 99.2% o más, 99.3% o más, 99.4% o más, 99.5% o más, 

99.6% o más, 99.7% o más, 99.8% o más y 99.9% o más de identidad con 5 

la secuencia de nucleót idos de la SEC ID NO: 1 o 2, de acuerdo con lo 

calculado por el sof tware de búsqueda de homo logía tal como FASTA y 

BLAST uti l izando los parámetros por defecto. 

La ident idad entre las secuencias de nucleót idos se puede determinar  

usando el algoritmo FASTA (Science 227 (4693): 1435-1441, (1985)) o el  10 

algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) por Karl in y Altschul 

(Proc. Nat l.  Acad. Sci.  USA 872264-2268, 1990; Proc. Nat l .  Acad. Sci.  USA 

90: 5873, 1993). Se han desarrollado programas llamados blastn, blastx, 

tblastn y tblastx basado en el algor itmo BLAST (Altschul SF, et al. .  J. Mol 

Biol.  215: 403, 1990). Cuando una secuencia de nucleót idos se secuenci a 15 

ut i l izando blastn, los parámetros son, por ejemplo, puntuación = 100 y 

longitud de palabra = 12.  Cuando se ut i l izan los programas BLAST y 

Gapped BLAST, se ut i l izan los parámetros por defecto de cada programa.  

El término "causa omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina 

humana" se ent iende que signif ica que mediante la unión del oligómero 20 

antisentido de la presente invención al si t io correspondiente al exón 51 de 

la transcr ipción (por ejemplo, pre-ARNm) del gen humano de la distrof ina, 

por ejemplo, la secuencia de nucleótidos correspondiente al extremo  5' del 

exón 53 se empalma en la secuencia de  nucleót idos correspondiente a l 

extremo 3' del exón 50 en los pacientes con DMD con una supresión del 25 
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exón 52 cuando la transcripción se somete a corte y empalm e, lo que 

resulta en la formación del ARNm maduro que está l ibre de desplazamiento 

del marco de codón.  

Aquí, el término "unión" descrito anteriormente está destinado a 

signif icar que cuando el ol igómero ant isentido de la presente invención se 5 

mezcla con la  transcripción del gen de la distrof ina humana, ambos se 

hibr idan en condiciones f isiológicas para formar un ácido nucleico de doble 

cadena. El término "en condiciones f isiológicas" se ref iere a las 

condiciones establecidas para imitar el entorno in v ivo ,  en términos de pH, 

composición de sal y temperatura. Las condiciones son, por ejemp lo, 25 a 10 

40°C, preferiblemente 37°C, pH 5 a 8, preferiblemente pH 7.4 y 150 mM de 

la concentración de cloruro de sodio.  

Si se causa o no la omisión del exón 51 en el gen de la distrof ina 

humana se puede conf irmar mediante la introducción del oligómero 

antisentido de la presente invención en una célula de  expresión de 15 

distrof ina (por ejemplo,  cé lulas de rabdomiosarcoma humana), 

amplif icando la región que rodea el exón 51 del ARNm del gen de la 

distrof ina humana a part ir  del ARN total de l a célula de expresión de 

distrof ina por RT-PCR y real izando el  PCR anidado o el anális is de la 

secuencia en el producto amplif icado por PCR. 20 

La ef ic iencia de omisión se puede determinar cómo sigue. El ARNm 

para el gen de la distrof ina humana se obtiene de las células de ensayo; 

en el ARNm, se mide el nivel de l polinucleótido "A" de la banda donde se 

omite el exón 51 y el nivel de pol inucleót ido "B" de la banda en el exón 51 

no se omite. El uso de estos valores de medición de "A" y "B", se calcula 25 
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la ef ic iencia por la siguiente ecuación:  

Ef icacia de omisión (%) = A/(A+B) x 100  

Preferiblemente, el ol igómero ant isent ido de la presente invención 

causa la omisión del exón 51 con la ef iciencia de 10% o más, 20% o más, 

30% o más, 40% o más, 50% o más, 60% o más, 70% o más, 80% o más, y 5 

90% o más. Para el cálculo de la ef iciencia de omisión, se puede hacer 

referencia a la publ icación internacional WO2012/029986. 

El oligómero ant isentido de la presente in vención incluye, por 

ejemplo, un ol igonucleót ido, un ol igómero de morfol ino o un ácido nucleico 

de péptido (PNA), que t iene una longitud de 16 a 35 nucleótidos. La 10 

longitud es preferiblemente de 19 a 32, de 20 a 31, 21 o 30 nucleót idos y 

los ol igómeros de morfolino son los preferidos . 

El ol igonucleótido descrito anter iormente  (en lo sucesivo denominado 

"ol igonucleót ido de la presente invención") es el ol igómero antisentido de 

la presente invención compuesto  de nucleótidos como unidades 15 

constituyentes. Tales nucleótidos pueden ser cualquiera de 

r ibonucleót idos, desoxirr ibonucleót idos y nucleótidos modif icados.  

El nucleót ido modif icado se ref iere a uno que t iene núcleobases total 

o parcialmente modif icadas, restos de azúcar y/o regiones de unión a 

fosfato que constituyen el  r ibonucleótido o el desoxirr ibonucleótido.  20 

En la presente invención, la núcleobase incluye, por ejemplo, 

adenina, guanina,  hipoxantina, c itosina, t imina, uracilo y bases 

modif icadas de los mismos. Ejemplos de tales bases modif icadas incluyen , 

pero no se l imitan a, pseudouraci lo,  3 -meti luracilo, dihidrouracilo, 5 -

alqui lc itosinas (por ejemplo, 5-met i lcitosina), 5-alqui luracilos (por ejemplo, 25 
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5-et i luraci lo),  5-halouraci latos (5-bromouraci lo),  6-azapir imidina, 6-

alqui lpir imidinas (6-metiluracilo) ,  2-t iouraci lo, 4-t iouraci lo, 4-aceti lc itosina,  

5-(carboxihidroximet i l)uracilo, 5' -carboximeti laminomet i l -2-t iouraci lo, 5-

carboximeti laminometi luraci lo, 1-met iladenina, 1-meti lhipoxantina, 2,2-

dimet ilguanina, 3-metilc itosina, 2-metiladenina, 2-meti lguanina, N6-5 

meti ladenina, 7-metilguanina, 5-metoxiaminomet i l -2-t iouraci lo,  5-

metilaminometi luraci lo, 5-meti lcarbonilmeti luracilo, 5-met i loxiuraci lo,  5-

metil-2-t iouraci lo,  2-meti lt io-N6- isopenteni ladenina,  ácido uracil-5-

oxiacét ico, 2-t iocitosina, purina, 2,6-diaminopur ina, 2-aminopurina, 

isoguanina, indol,  imidazol,  xantina, etc.  10 

La modif icación de la f racción de azúcar puede incluir,  por ejemplo,  

las modif icaciones en la posición 2 '  de la r ibosa y modif icaciones de las 

otras posiciones del  azúcar. La modif icación en la posición 2 '  de la r ibosa 

incluye la sustitución de la posición 2' -OH de la r ibosa con OR, R, R'OR, 

SH, SR, NH2 ,  NHR, NR2 ,  N3 ,  CN, F, Cl,  Br o I ,  en donde R representa un 15 

grupo alqui lo o un ar i lo y R ' representa un grupo alqui leno.  

La modif icación de las otras posiciones del  azúcar incluye, por 

ejemplo, la sustitución de O en la posición 4'  de la r ibosa o desoxirr ibosa 

con S, puenteando entre 2'  y 4 '  posiciones del azúcar, por ejemplo, LNA 

(ácido nucleico bloqueado) o ENA (2' -O, ácidos nucleicos puenteados a 4'-20 

C-eti leno), pero no se l imitan a los mismos. 

Una modif icación de la región de unión a fosfato incluye, por ejemplo,  

una modif icación de la sustitución de enlace de fosfodiéster con enlace de 

fosforot ioato, enlace de fosforodit ioato, enlace de fosfonato de alqui lo, 

enlace de fosforoamidato o enlace boranofosfato (Enya et al:  Bioorganic & 25 



2 1  
 

Medicinal Chemistry, 2008, 18, 9154-9160) (cf . ,  por ejemplo, Re-

publicaciones domésticas japonesas de la Sol ic itud PCT No . 2006/129594 

y 2006/038608).  

En esta invención, el alquilo es preferiblemente un alqui lo l ineal o 

ramif icado que t iene de 1 a 6 átomos de carbono. Los ejemplos específ icos 5 

incluyen meti lo, et i lo, n-propilo, isopropi lo, n-buti lo, isobuti lo, sec-buti lo, 

terc-buti lo, n-penti lo, isopenti lo, neopenti lo, terc-penti lo, n-hexi lo e 

isohexilo. El alquilo puede estar opcionalmente sustituido.  Ejemplos de 

tales sustituyentes son un halógeno, un grupo alcoxi,  ciano y nitro. El 

alqui lo puede estar sustituido con 1 a 3 sustituyentes.  10 

En esta invención, el  cicloalqui lo es preferiblemente un cicloalquilo 

que t iene de 5 a 12 átomos de carbono. Los ejemplos específ icos incluyen 

cic lopent i lo, cic lohexilo, cic lohepti lo, ciclooct i lo, cic lodeci lo y 

cic lododeci lo.  

En esta invención, el  halógeno incluye f lúor, cloro, bromo e yodo. 15 

El alcoxi es un alcoxi l ineal o ramif icado que t iene de 1 a 6 átomos de 

carbono tales como metoxi,  etoxi,  n -propoxi,  isopropoxi,  n-butoxi, 

isobutoxi,  sec-butoxi,  terc-butoxi,  n-penti loxi,  isopenti loxi,  n -hexi loxi,  

isohexiloxi,  etc. Entre otros, se pref iere un grupo alcoxi que t iene de 1 a 3 

átomos de carbono.  20 

En esta invención, el  ari lo es preferiblemente un ari lo que t iene de 6 a 

10 átomos de carbono. Los ejemplos específ ico s incluyen feni lo, α-naft i lo y 

β-naft i lo. Entre otros, se pref iere fenilo. El ari lo puede estar opcionalmente 

sustituido. Ejemplos de tales sust ituyentes son un grupo alquilo, un 

halógeno, un grupo alcoxi,  ciano y nitro.  El ar i lo puede estar sust ituido con  25 
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uno a tres de dichos sustituyentes.  

En esta invención, el alqui leno es preferiblemente un alqui leno l ineal 

o ramif icado que t iene de 1 a 6 átomos de carbono. Los ejemplos 

específ icos incluyen meti leno, et i leno, tr imet ileno, tetrametileno, 

pentamet ileno, hexametileno, 2-(et i l( tr imeti leno y 1-(meti l) tetrametileno.  5 

En esta invención, el aci lo incluye un alcanoi l o l ineal o ramif icado o 

aroílo. Ejemplos de alcanoílo incluyen formilo, aceti lo, 2 -metilacet i lo, 2,2-

dimet ilacet i lo, propioni lo, but ir i lo,  isobut ir i lo , pentanoilo, 2,2-

dimet ilpropioni lo, hexanoi lo,  etc. Entre los ejemplos de aroí lo incluyen 

benzoi lo, toluoilo y naf toilo. El aroílo puede estar opcionalmente sust ituido 10 

en posiciones sust ituibles y  puede estar sustituido con un(os) alqui lo(s).  

Preferiblemente, el  ol igonucleótido de la presente invención es el 

ol igómero antisent ido de la presente invención que cont iene una unidad 

constituyente representada por la fórmula general a continuación en donde 

el grupo -OH en la posición 2 '  de la r ibosa está sustituido con metoxi y la 15 

región de unión a fosfato es un enlace fosforot ioato :  

 

 

 

 20 

 

 

en donde Base representa una núcleobase.  

El oligonucleót ido de la presente invención se puede sintet izar 

fácilmente ut i l izando varios sintet izadores automát icos (por ejemplo,  25 
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ol igopi loto AKTA plus 10/100 (GE Healthcare)).  Como alternativa, la 

síntesis también puede conf iarse a una organización de terceros (por 

ejemplo, Promega Inc.,  Takara Co. o Japan Bio Service Co.),  etc.  

El ol igómero de morfolino de la presente invención es  el ol igómero 

antisentido de la presente invención que comprende la unidad 5 

constituyente representada por la fórmula general a cont inuación:  

 

 

 

 10 

 

 

 

en donde Base t iene el mismo signif icat ivo como se def ine 

anteriormente, y W representa un grupo mostrado por cualquiera de los 15 

siguientes grupos:  

 

 

 

 20 

 

 

 

en donde X representa -CH2R1 ,  -O-CH2R1 ,  -S-CH2R1 ,  -NR2R3  o F; 

R1  representa H o un grupo alqui lo;  25 
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R2  y R3 ,  que pueden ser los  mismos o diferentes, cada uno representa 

H, un grupo alqui lo, un cic loalqui lo o un ari lo;  

Y1  representa O, S, CH 2  o NR1 ;  

Y2  representa O, S o NR 1 ;  

Z representa O ó S. 5 

Preferiblemente, el  ol igómero de morfolino es un oligómero que 

comprende una unidad constituyente representada por la fórmula general a 

continuación (ol igómero de morfolino fosforodiamidato (en lo sucesivo 

denominado "PMO")) .  

 10 

 

 

 

 

en donde Base, R2  y R3  t ienen el mismo signif icat ivo como se ha 15 

def inido anter iormente.  

El ol igómero de morfolino de la presente inve nción comprende uno 

que t iene núcleobases total o parcialmente modif icadas, restos de ani l los 

de morfolinoa, regiones de unión a fosfato, extremo 3 ' y/o extremo 5' que 

constituyen el ol igómero de morfolino.  20 

Una modif icación de la región de unión a fosfato incluye, por ejemplo,  

una modif icación de la sustitución con  enlace de fosforodiamidato, enlace  

de fosforot ioato, enlace de fosforodit ioato,  enlace de alqui lfosfonato, 

enlace fosforamidato y enlace boranofosfato (Enya et al:  Bioorganic & 

Medicinal Chemistry, 2008, 18, 9154-9160) (cfr. ,  por ejemplo., re-25 
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publicaciones japonesas de la Solicitud PCT No. 2006/129594 y 

2006/038608).  

El ol igómero de morfolino se puede producir de acuerdo con, por 

ejemplo, WO 1991/009033 o WO 2009/064471. En part icular, PMO se 

puede producir  por el procedimiento descrito en el documento WO 5 

2009/064471 o producidos por el proceso que se muestra a continuación.  

Método para fabricar PMO 

Una modalidad de PMO es, por ejemplo, el compuesto representado 

por la fórmula general (I)  a cont inuación (en adelante PMO (I)).  

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

en donde Base, R2  y R3  t ienen el mismo signif icat ivo como se ha 

def inido anter iormente; y  

n es un número entero de 1 a 99,  preferiblemente un número entero 20 

determinado de 24 a 34, 27  31 o 28 a 30, preferiblemente 29.  

PMO (I) se puede producir de acuerdo con un método conocid o, por 

ejemplo, se puede producir l levando a cabo los procedimientos en los 

pasos siguientes.  

Los compuestos y reactivos ut i l izados en los pasos siguientes no 25 
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están part icularmente l imitados para que se ut i l icen comúnmente para 

preparar PMO.  

Además, los siguientes pasos se pueden llevar a cabo por el método 

en fase l íquida o el método en  fase sólida (ut i l izando manuales o 

sintet izadores automatizados en fase sól ida disponibles en el mercado). Al 5 

producir  PMO por el método en fase sólida, se desea ut i l izar s intet izadores 

automatizados en vista de los procedimientos de operación simple y 

síntesis exacta.  

  (1) Etapa A:  

El compuesto representado por la fórmula general (I I)  a co ntinuación 10 

(en lo sucesivo, denominado e l compuesto (I I)) se hace reaccionar con un 

ácido para preparar el compuesto representado por la fórmula general (I I I) 

a continuación (denominado en lo sucesivo Compuesto (I I I)) :  

 

 15 

 

 

  

 

 20 

en donde n, R2  y R3  t ienen el mismo signif icado que se ha def inido 

anteriormente;  

cada BP  representa independientemente una núcleobase que puede 

estar opcionalmente protegida ;  

T representa tr it i lo, monometoxitr it i lo o dimetoxitr it i lo; y,  25 
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L representa hidrógeno, un grupo acilo o un grupo representado por 

la fórmula general (IV) a continuación (denominado en lo sucesivo como 

grupo (IV)).  

 

 5 

 

La "núcleobase" para BP  incluye la misma "núcleobase" como parte 

de la base, s iempre y cuando se puede proteger  el grupo amino o hidroxi 

en la núcleobase mostrado por BP .  Un tal  grupo protector para amino no se 

l imita part icularmente para que se ut i l ice  como un grupo protector para los 10 

ácidos nucleicos.  Los ejemplos específ icos incluyen benzoi lo, 4 -

metoxibenzoi lo, aceti lo, propioni lo, butir i lo, isobut ir i lo,  fenilace t i lo, 

fenoxiacet i lo, 4-terc-buti lfenoxiacet i l,  4- isopropilfenoxiaceti l y de 

(dimeti lamino)met i leno. Los ejemplos específ icos del grupo protector para 

el grupo hidroxi incluyen 2-cianoeti lo,  4-nitrofeneti lo, fenilsulfonilet i lo, 15 

metilsulfonilet i lo y tr imeti ls i l i let i lo, y feni lo, que puede estar sustituido por 

grupo aceptor de 1 a 5 electrones en posiciones sust ituibles opcional es,  

difeni lcarbamoilo, dimetilcarbamoilo, diet i lcarbamoilo , meti lfeni lcarbamoilo, 

1-pirol idini lcarbamoi lo, morfolinocarbamoi lo, 4- benci l( terc-buti lcarboxi),  4-

[(dimeti lamino)carboxi]bencilo y 4-(feni lcarboxi)bencilo, (cf .,  por ejemplo, 20 

el documento WO 2009/064471).  

El "vehículo sól ido" no está part icularmente l imitado para que sea un 

vehículo ut i l izable para la reacción en fase sólida de ácidos nucleicos. Se 

desea para el vehículo sól ido que tenga las siguientes propiedades: por 

ejemplo, ( i)  es escasamente soluble en los reactivos que se pueden ut i l izar 25 
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para la síntesis de morfolino derivado  de ácidos nucleicos (por ejemplo, 

dic lorometano, acetonitr i lo, tetrazol,  N-metil imidazol,  pir idina, anhídrido 

acético, lut id ina, ácido tr if luoroacético); ( i i)  es químicamente estable a los 

reactivos ut i l izables  para la síntesis de der ivados de  ácido nucleico de 

morfolino; ( i i i)  puede ser modif icado químicamente; ( i v) se puede cargar 5 

con der ivados de ácido nucleico de morfolino deseados; (v) t iene una 

resistencia suf iciente para soportar  la presión alta a tra vés de 

tratamientos; y (vi) t iene un intervalo de diámetro de part ícula uniforme y 

distr ibución. Específ icamente, el pol iest ireno hinchable (por ejemplo, 

resina de aminometi l poliest ireno 1% divinilbenceno  ret iculado (malla 200-10 

400) (2.4-3.0 mmol/g) (fabricado por Tokyo Chemical Industry), resina de 

pol iest ireno aminometilado·HCl [divinilbenceno 1%, malla 100-200] 

(fabricado por Pept ide Inst itute, Inc.)),  pol iest ireno no hinchable (por 

ejemplo, Pr imer Support  (fabricado por GE Healthcare)),  pol iest ireno 

adjunto a cadena de PEG (por ejemplo, resina de NH 2-PEG (fabricado por 15 

Watanabe Chemical Co.),  resina TentaGel),  vidr io de poro controlado 

(vidr io de poro controlado;  CPG) (fabricado por, por ejemplo,  CPG), vidr io 

de poro controlado de oxal i lo  (cf . ,  por ejemplo, Alul et al . ,  Nucleic Acids 

Research, Vol 19, 1527 (1991)), soporte derivat izado de soporte TentaGel-

aminopoliet i leno (por ejemplo, Wright et al. ,  cf . ,  Tetrahedron Letters, Vol.  20 

34, 3373 (1993))  y un copolímero de poliest ireno Poros/divini lbenceno.  

Un "enlazador", que se puede ut i l izar es un enlazador conocido en 

general,  ut i l izado para conectar los ácidos nucleicos o der ivados de ácidos 

nucleicos de morfolino. Los ejemplos incluyen 3-aminopropi lo, succinilo, 

2,2'-dietanolsulfoni lo y un amino alquilo de cadena larga (LCAA).  25 
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Este paso se puede llevar  a cabo haciendo reaccionar el Compuesto 

(I I)  con un ácido.  

El "ácido" que se puede ut i l izar en este paso incluye, por ejemplo,  

ácido tr if luoroacético, ácido dicloroacético y ácido tr ic loroacético. El ácido 

ut i l izado es apropiadamente en un intervalo de, por ejemplo, 0.1 mol 5 

equivalente a 1,000 equivalentes molares con base  en 1 mol del 

compuesto (I I) ,  preferiblemente en un intervalo de 1 mol equivalente a 100 

equivalentes molares basados en 1 mol del Compuesto (I I ) .  

Una amina orgánica puede ser ut i l izada en combinación con el ácido 

descr ito anter iormente. La amina orgán ica no está part icularmente l imitada 10 

e incluye, por ejemplo, tr iet i lamina. La cantidad de la amina orgánica 

ut i l izada es apropiadamente en un intervalo de, por ejemplo, 0.01 mol 

equivalente a 10 equivalentes molares  y preferiblemente en un intervalo de 

0.1 mol equivalente a 2 equivalentes molares, basados en 1 mol del ácido.  

Cuando una sal o la mezcla del ácido y la amina orgánica se ut i l iza n 15 

en este paso, la sal o  la mezcla incluyen, por ejemplo, una sal o mezcla de 

ácido tr if luoroacét ico y tr iet i lamina  y más específ icamente,  una mezcla de 

1 equivalente de tr iet i lamina y 2 equivalentes de ácido tr if luoroacét ico.  

El ácido que se puede ut i l izar en este paso también se puede ut i l izar 

en forma de una di lución con un solvente apropiado en una concentración 20 

de 0.1% a 30%. El solvente no está part icularmente l imitado en la medida 

que sea inerte a la reacción, e incluye, por ejemplo, dic lorometano, 

acetonitr i lo, un alcohol (etanol,  isopropanol, tr if luoroetanol,  etc.),  agua, o 

una mezcla de los mismos.  

La temperatura de reacción en la reacción descr ita anter iormente es 25 
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preferiblemente en un intervalo de, por ejemplo, 10°C a 50° C, más 

preferiblemente, en un intervalo de 20°C a 40°C, y lo más preferiblemente, 

en un intervalo de 25°C a 35°C. 

El t iempo de reacción puede var iar dependiendo d el t ipo de ácido 

ut i l izado y la temperatura de reacción y es adecuado en un intervalo de 0. 1 5 

minutos a 24 horas en general  y prefer iblemente en un intervalo de 1 

minuto a 5 horas.  

Después de la f inal ización de este paso, se puede añadir una base, 

si es necesario, para neutral izar el ácido restante en el s istema. La "base" 

no está part icularmente l imitada e incluye, por ejemplo, di isopropilamina. 10 

La base también se puede ut i l izar en forma de una di lución con un 

solvente apropiado en una concentración de 0.1% (v/v) a 30% (v/v).  

El solvente ut i l izado en esta etapa no está part icularmente l imitado 

para que sea inerte a la reacción, e incluye diclorometano, acetonitr i lo, un 

alcohol (etanol,  isopropano l, tr if luoroetanol,  etc.),  agua y una mezcla de 15 

los mismos. La temperatura de reacción está preferiblemente en un 

intervalo de, por ejemplo, 10°C a 50°C, más preferiblemente, en un 

intervalo de 20°C a 40°C, y lo más preferiblemente, en un intervalo de 

25°C a 35°C. 

El t iempo de reacción puede variar  dependiendo de la c lase de la 20 

base ut i l izada y la temperatura de reacción  y es adecuada en un intervalo 

de 0.1 minutos a 24 horas en general  y preferentemente en un intervalo de 

1 minuto a 5 horas.  

En el Compuesto (I I ) ,  el compuesto de la fórmula general (I Ia) como 

sigue (en lo sucesivo Compuesto (I Ia)),  en donde n es 1 y L es un grupo 25 
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(IV), se puede producir  por el s iguiente procedimiento.  

 

 

 

 5 

 

 

en donde BP ,  T, el  enlazador y el vehículo sól ido t iene el mismo 

signif icat ivo como se ha def inido anteriormente.  

Etapa 1:  10 

El compuesto representado por la fórmula general (V) a continuación 

se hace reaccionar con un agente de acilación para preparar el compuesto 

representado por la fórmula general (VI) a continuación (de aquí en 

adelante denominado como el Compuesto (VI)).   

 15 

 

 

 

 

 20 

en donde BP ,  T y un enlazador t iene el mismo signif icat ivo como se 

def ine anter iormente y R 4  representa hidroxi,  un halógeno, grupo carboxilo 

o amino.  

Este paso se puede l levar  a cabo mediante procedimientos 

conocidos para la introducción de enlazadores, u sando el Compuesto (V) 25 
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como material de part ida.  

En part icular, el compuesto representado por la fórmula general 

(VIa) a cont inuación se puede producir l levando a cabo el procedimiento 

conocido como esterif icación, ut i l izando el Compuesto (V) y anhídr ido 

succínico.   5 

 

 

 

 

 10 

en donde BP  t iene y T t iene el mismo signif icat ivo como se def ine 

anteriormente.  

Etapa 2:  

El Compuesto (VI) se hace reaccionar con un vehículo sól ido por un 

agente de condensación para preparar el Compuesto (I Ia).  15 

 

 

 

 

 20 

en donde BP ,  R4 ,  T, el enlazador y el vehículo sól ido t ienen el mismo 

signif icat ivo como se ha def inido anteriormente.  

Esta etapa se ha realizado ut i l izando el Compuesto (VI) y un 

vehículo sól ido de acuerdo con un proceso conocido como reacción de 

condensación.  25 
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En el Compuesto ( I I) ,  el compuesto representado por la fórmula 

general (I Ia2) a cont inuación, en donde n es de 2 a 99 (preferiblemente un 

número entero determinado de 25 a 35, 28 a 32,  o 29 a 31, preferiblemente 

30) y L es un grupo representado por la fórmula gene ral (IV) se puede 

producir mediante el uso de l compuesto (I Ia) como mater ial  de part ida y 5 

repit iendo la etapa A y la etapa B del método de producción de PMO se 

descr ibe en la especif icación de un número deseado de veces.  

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

en donde BP ,  R2 ,  R3 ,  T, el enlazador y el vehículo sól ido t ienen el 

mismo signif icat ivo como se ha def inido anteriormente; y  

n’ representa 1 a 98 (en una modalidad específ ica, n’ es 1 a 34, 1 a 

33, 1 a 32, 1 a 31, 1 a 30, 1 a 29, 1 a 28, 1 a 27, 1 a 26, 1 a 25, 1 a 24)  20 

(2) Etapa B 

El compuesto (I I I)  se hace reaccionar con un compuesto de 

monómero de morfol ino en presencia de una base para preparar el 

compuesto representado por la fórmula general (VII) a cont inuación 

(denominado de aquí en adelante Compuesto (VII)):   25 
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 5 

 

 

 

 

 10 

en donde BP ,  L, n, R2 ,  R3  y T t ienen el mismo signif icat ivo como se 

ha def inido anteriormente.  

Esta etapa se puede real izar haciendo reaccionar el Compuesto (I I I)  

con el compuesto de monómero de morfolino en presencia de una base.  

El compuesto de monómero de morfol ino incluye, por ejemplo,  15 

compuestos representados por la fórmula general (VIII)  a continuación:  

  

 

 

 20 

  

 

 

en donde BP ,  R2 ,  R3  y T t ienen el mismo signif icado como se ha 

def inido anter iormente.  25 
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La "base" que se puede ut i l izar en esta etapa incluye, por ejemplo,  

di isopropilamina, tr iet i lamina y N-eti lmorfolina. La cant idad de la base 

ut i l izada es adecuada en un intervalo de 1 mol equivalente a 1 ,000 

equivalentes molares con base en 1 mol del compuesto (I I I) , 

preferiblemente, 10 equivalentes molares a 100 equivalentes molares 5 

basados en 1 mol del compuesto (I I I) .  

El compuesto de monómero de morfolino y la base que se puede 

ut i l izar en este paso también se pueden usar como una di lución con un 

disolvente apropiado en una concentración de 0.1% a 30%. El disolvente 

no está part icularmente l imitado para que sea inerte a la reacc ión, e 10 

incluye, por ejemplo, N,N-dimet il imidazol idona, N-met i lpiperidona, DMF, 

dic lorometano,  acetonitr i lo, tetrahidrofurano o una mezcla de los mismos.  

La temperatura de reacción está preferiblemente en un intervalo de, 

por ejemplo, 0°C a 100°C y más preferiblemente, en un intervalo de 10°C a 

50°C. 15 

El t iempo de reacción puede variar  dependiendo de la clase de la 

base ut i l izada y la temperatura de reacción y es adecuada en un intervalo 

de 1 minuto a 48 horas en general y preferibl emente en un intervalo de 30 

minutos a 24 horas.  

Además, después de la f inal ización de esta etapa, se puede agregar 20 

un agente de acilación, s i es necesar io.  El "agente de aci lación" incluye, 

por ejemplo, anhídr ido acético, cloruro de acet i lo y anhídr ido 

fenoxiacét ico. El agente de acilación también se puede ut i l izar como una 

di lución con un solvente apropiado en una concentración de 0.1% a 30%. 

El solvente no está part icularmente l imitado para que sea inerte a la 25 
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reacción e incluye, por ejemplo, dic lorometano, acetonitr i lo, 

tetrahidrofurano, un alcohol (etanol,  isopropano l, tr if luoroetanol,  etc.),  

agua o una mezcla de los mismos.  

Si es necesario, una base tal como pir idina, lut idina, col idina,  

tr iet i lamina, di isopropi let i lamina, N-eti lmorfolina, etc. ,  también se puede 5 

ut i l izar en combinación con el agente de aci lación. La cant idad del agente 

de aci lación es apropiadamente en un intervalo de 0.1  equivalente molar a 

10,000 equivalentes molares  y preferiblemente en un intervalo de 1 

equivalente molar a 1,000 equivalentes molares. La cant idad de la base es 

apropiadamente en un intervalo de, por ejemplo, 0.1 equivalente molar a 10 

100 equivalentes molares, y preferiblemente en un intervalo de 1 

equivalente molar a 10 equivalentes molares, basados en 1 equivalente 

molar del agente de aci lación.  

La temperatura de reacción en esta reacción se encuentra 

preferentemente en un intervalo de 10°C a 50°C, más preferiblemente, en 15 

un intervalo de 10°C a 50°C, mucho más preferiblemente, en un intervalo 

de 20°C a 40°C y lo más preferiblemente, en un intervalo de 25°C a 35°C. 

El t iempo de reacción puede variar dependiendo de la clase de agente de 

aci lación ut i l izado y la temperatura de reacción  y es adecuada en un 

intervalo de 0.1 minutos a 24 horas en general,  y preferiblemente en un 20 

intervalo de 1 minuto a 5 horas.  

(3) Etapa C:  

En el Compuesto (VI I) producido en la Etapa B, el grupo protector se 

el imina usando un agente de desprotección para preparar el compuesto 

representado por la fórmula general (IX).  25 
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 5 

 

 

 

en donde Base, BP ,  L, n,  R2 ,  R3  y T t ienen el mismo signif icat ivo 

como se ha def inido anteriormente .  10 

Esta etapa se puede llevar a cabo haciendo reaccionar el Compuesto 

(VII) con un agente de desprotección.  

El "agente de desprotección" incluye, por ejemplo, agua de amoniaco 

concentrado y met i lamina. El "agente de desprotección" ut i l izado  en esta 

etapa también se puede ut i l izar como una di lución con, por ejemplo, agua, 15 

metanol, etanol,  alcohol isopropíl ico, acetonit r i lo, tetrahidrofurano, DMF, 

N,N-dimeti l imidazol idona, N-meti lpiper idona o una mezcla de éstos 

solventes.  Entre el los, se pref iere el etanol.  La cantidad del agente de 

desprotección usado es apropiadamente en un intervalo de, 1 equivalente 

molar a 100,000 equivalentes molares y preferiblemente en un intervalo de 20 

10 equivalentes molares a 1,000 equivalentes molares, basados en 1 mol 

del compuesto (VII).  

La temperatura de reacción es adecuadamente en un intervalo de 

15°C a 75°C, preferiblemente, en un intervalo de 40°C a 70°C, y más 

preferiblemente, en un intervalo de 50°C a 60°C. El t iempo de reacción 25 
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para la desprotección puede variar dependiendo de la clase de compuesto 

(VII),  temperatura de reacción, etc.,  y es apropiada en un intervalo de 10 

minutos a 30 horas, preferiblemente de 30 minutos a 24 horas  y más 

preferiblemente en un intervalo de 5 horas a 20 horas.  

(4) Etapa D: 5 

PMO (I) se produce por reacción del Compuesto (IX) producido en la 

etapa C con un ácido:  

 

 

 10 

 

 

 

 

en donde Base, n, R2 ,  R3  y T t ienen el mismo signif icat ivo como se 15 

ha def inido anteriormente.  

Esta etapa se puede llevar  a cabo agregando un ácido al Compuesto 

(IX).   

El "ácido" que se puede ut i l izar en esta etapa incluye, por ejemplo,  

ácido tr icloroacético, ácido dic loroacét ico, ácido acét ico,  ácido fosfórico, 20 

ácido clorhídr ico, etc. El ácido ut i l izado se ut i l iza adecuadam ente para 

permit ir  que la solución tenga un pH de 0.1 a 4.0  y más preferiblemente, 

en un intervalo de pH de 1.0 a 3.0. El solvente no está part icularmente 

l imitado siempre que sea inerte a la reacción, e incluye, por ejemplo, 

acetonitr i lo, agua o una mezcla de estos solventes de los mismos.  25 
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La temperatura de reacción es adecuadamente en un intervalo de 

10°C a 50°C, preferiblemente, en un intervalo de 20°C a 40°C y más 

preferiblemente, en un intervalo de 25°C a 35°C. El t iempo de reacción 

para la desprotección puede variar dependiendo de la clase de compuesto 

(IX), temperatura de reacción, etc.,  y es adecuado en un intervalo de 0. 1 5 

minutos a 5 horas, preferiblemente 1 minuto a 1 hora  y más 

preferiblemente en un intervalo de 1 minuto  a 30 minutos.  

PMO (I) se puede obtener somet iendo la mezcla de reacción 

obtenida en esta etapa para los medios convencionales de separación y 

purif icación tales como la extracción, concentración, neutralización,  10 

f i l t ración, separación por centr ífuga, recristal ización, cromatograf ía en 

columna en fase inversa C 8  a C1 8 ,  cromatograf ía en columna de 

intercambio de cationes, cromatograf ía  en columna de intercambio 

aniónico, cromatograf ía de columna de gel de f i l t ración,  cromatograf ía 

l íquida de alto rendimiento, diál is is,  ultraf i l t raci ón, etc.,  solo o en 15 

combinación de los mismos. Por lo tanto, el PMO (I) deseado puede ser 

ais lado y pur if icado (cf .,  por ejemplo, el documento WO 1991/09033).  

En la purif icación de PMO (I),  usando la cromatograf ía de fase 

inversa, por ejemplo, una mezcla en solución de tampón de tr iet i lamina 20 

mM/búfer de acetato y acetonitr i lo se pueden ut i l izar como un solvente de 20 

elución.  

En la pur if icación de PMO (I) mediante cromatograf ía de intercambio 

iónico, por ejemplo,  una mezcla de solución de solución sal ina 1 M y 

solución acuosa de hidróxido de sodio 10  mM se puede ut i l izar como un 

solvente de elución.  25 
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Un ácido nucleico peptídico es el oligómero de la presente invención 

que t iene un grupo representado por la siguiente fórmula general como la 

unidad const ituyente: 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

en donde Base t iene el mismo signif icat ivo como se ha def inido 

anteriormente.  

Los ácidos nucleicos peptídicos se pueden preparar  haciendo 

referencia a las siguientes l iteraturas.  

1) P. E.  Nielsen, M. Egholm, R. H. Berg, O. Buchardt, Science, 2 54, 15 

1497 (1991)  

2) M. Egholm, O. Buchardt, P. E. Nielsen, R. H. Berg, Jacs., 114, 

1895 (1992)  

3) K. L. Dueholm, M. Egholm, C. Behrens, L. Chr istensen, H. F. 

Hansen, T. Vulpius, K. H. Petersen, R. H. Berg, P. E. Nielsen, O. Buchardt, 20 

J. Org. Chem., 59, 5767 (1994)  

4) L. Christensen, R. Fitzpatr ick, B. Gildea, K. H. Petersen, H. F. 

Hansen, T. Koch, M. Egholm, O. Buchardt, P. E. Nielsen, J. Coul l,  R. H. 

Berg, J. Pept. Sci. ,  1, 175 (1995)  

5) T. Koch, H. F. Hansen, P. Andersen, T. Larsen, H. G. Batz, K.  25 
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Otteson, H. Orum, J. Pept. Res., 49, 80 (1997) .  

En el ol igómero de la presente invención, el  extremo 5’ puede ser 

cualquiera de las estructuras químicas (1) a (3) a continuación y 

preferiblemente es (3) -OH.  

 5 

 

 

 

 

 10 

 

De aquí en adelante, los grupos mostrados por (1 ), (2) y (3)  

anteriores se ref ieren a "Grupo (1)",  "Grupo (2)" y "Grupo (3)",  

respect ivamente.  

2. Composición farmacéut ica  15 

El ol igómero de la presente invención causa la omisión del exón 51 

con una ef ic iencia super ior en comparación con los oligómeros ant i sentido 

de la técnica previa . Por lo tanto, se espera que las condiciones de la 

distrof ia muscular puedan ser aliviados con alta ef iciencia mediante la 

administración de la composición farmacéutica que comprende el 20 

ol igómero de la presente invención a paci entes con DMD, que t iene la 

conversión de mutación a en-marco por omisión del exón 51, por ejemplo, 

pacientes con supresión del exón 29-50, pacientes con supresión del exón 

50, los pacientes con supresión del exón 45-50, pacientes con supresión 

del exón 48-50, pacientes con supresión del exón 49-50, pacientes con 25 
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supresión del exón 52, pacientes con supresión de los exones 52 a 63, 

pacientes con supresión de los exones 13 a 50, pacientes con supresión 

de los exones 19 a 50, pacientes con supresiones de los exones 43 a 50, o 

en pacientes con supresión de los exones 47-50. Por ejemplo, cuando se 

usa la composición farmacéutica que comprende el ol igómero de la 5 

presente invención,  los mismos efectos terapéuticos se pueden alcanzar 

incluso en una dosis más pequeña que la de los ol igómeros de la técnica 

previa. De acuerdo con el lo, los efectos secundar ios pueden ser al iviados 

y son económicos.  

En otra modalidad, la presente invención proporciona la composición 10 

farmacéutica para el tratamiento de la distrof ia muscul ar, que comprende 

como ingrediente act ivo el ol igómero de la presente invención, una sal 

farmacéuticamente aceptable o hidrat o del mismo (en lo sucesivo, 

"composición de la presente invención" ).  

Asimismo, la presente invención proporciona un método para el  15 

tratamiento de la distrof ia muscular, que comprende administrar a un 

paciente de DMD el ol igómero de la presente invención.  

En dicho método para el tratamiento, el oligómero de la presente 

invención se puede administrar como composición farmacéutica para el 

tratamiento de la distrof ia muscular.  20 

Además, la presente invención proporciona el uso del ol igómero de 

la presente invención en la fabricación de la composición farmacéutica 

para el tratamiento de la distrof ia muscular y el oligómero de la presente 

invención se aplica para el tratamiento de la distrof ia muscular.  

Ejemplos de la sal farmacéut icamente aceptable del oligómero de la 25 
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presente invención contenida en la composición de la presente invención 

son sales de metales alcalinos tales como sales de sod io, potasio y l i t io; 

sales de metales alcal inotérreos tales como sales de calcio y magnesio; 

sales metál icas tales como sales de aluminio, hierro, zi nc, cobre, níquel,  

cobalto, etc.;  sales de amonio; sales de aminas orgánicas tales como sales 5 

de t-oct i lamina, dibenci lamina, morfolina,  glucosamina, éster de alqui lo de 

fenilgl icina, et i lendiamina, N-meti lglucamina, guanidina,  diet i lamina, 

tr iet i lamina, diciclohexilamina, N,N'-dibenci let i lendiamina, cloroprocaína, 

procaína, dietanolamina, N-benci lfeneti lamina,  piperazina,  

tetrametilamonio, tr i s(hidroximet i l)aminometano; sales de hidrohaluro tales 10 

como sales de hidrof luoratos, c lorhidratos, bromhidratos y yodhidratos;  

sales de ácidos inorgánicos tales como nitratos, percl oratos, sulfatos, 

fosfatos, etc.;  alcanosulfonatos inferiores tales como metanosulfonatos,  

tr if luorometanosulfonatos y etanosulfonatos; ar i lsulfonatos tales como 

bencenosulfonatos y p-toluenosulfonatos; sales de ácidos orgánicos tales 15 

como acetatos, malatos, fumaratos, succinatos, citratos, tar tratos, 

oxalatos, maleatos,  etc . y sales de aminoácidos tales como sales de 

glic ina, l isina, arginina, ornit ina, ácido glutámico y ácido aspárt ico. Estas 

sales se pueden producir por métodos conocidos. Alternativamente, el  

ol igómero de la presente invención contenida en la composición de la 20 

presente invención puede estar en la forma de un hidrato del mismo.  

La ruta de administración para la composición de la presente 

invención no está part icularmente l imitada  siempre y cuando es la ruta 

farmacéuticamente aceptable para la administración, y se puede elegir  

dependiendo del método de tratamiento. En vista de la faci l idad en la 25 
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entrega a los tej idos musculares, se pref iere  la administración intravenosa, 

la administración intraarterial,  administración intramuscular , administración 

subcutánea, administración ora l,  administración de tej ido,  administración 

transdérmica, etc. Además, las formas de dosif icación que están 

disponibles para la composición de la presente invención no están 5 

part icularmente l imitadas e incluyen, por ejemplo, varias inyecciones, 

agentes orales, goteos, inhalaciones, pomadas, lociones, etc.  

En la administración del ol igómero de la presente invención a 

pacientes con distrof ia muscular, la composición de la presente invención 

puede contener un vehículo para promover el suministro del ol igómero a 10 

los tej idos musculares. Un tal  vehículo no está part icularmente l imitado 

siempre que sea farmacéuticamente aceptable, y los ejemplos incluyen los 

vehículos cat iónicos tales como l iposomas catiónicos, polímer os 

catiónicos, etc.,  o vehículos ut i l izando envoltura viral.  Los l iposomas 

catiónicos son, por ejemplo, l iposomas compuestos de 2-O-(2-15 

diet i laminoet i l)carabamoil -1,3-O-dioleoilg licerol y fosfolípidos como los 

componentes esenciales (en lo sucesivo, " l iposo ma A"), Oligofectamine 

(marca comercial registrada) (fabricado por Invitrogen Corp.),  Lipofect in  

(marca registrada) ( fabricado por Invitrogen Corp.),  Lipofectamine (marca 

registrada) (fabricado por Invitrogen Corp.),  Lipofectamine 2000 (marca 20 

registrada) ( fabricado por Invitrogen Corp.),  DMRIE-C (marca comercial 

registrada) (fabricado por Invitrogen Corp.),  GeneSilencer (ma rca 

registrada) (fabricado por Gene Therapy Systems), TransMessenger 

(marca registrada) (fabricado por QIAGEN, Inc.),  TransIT TKO (marca 

registrada) (fabricado por Mirus) y Nucleofector I I  (Lonza). Entre otros, se 25 
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pref iere el l iposoma A. Los ejemplos de polímeros cat iónicos son JetSI 

(marca registrada) (fabricado por Qbiogene, Inc.) y Jet -PEI (marca 

registrada) (poliet i lenimina, fabricado por Qbiogene, Inc.).  Un ejemplo de 

los vehículos que ut i l izan envoltura viral es GenomeOne (marca registrada) 

( l iposoma HVJ-E, fabricado por Ishihara Sangyo). Alternativamente,  los 5 

disposit ivos médicos descritos en la patente japonesa No. 2924179 y los 

vehículos catiónicos descr itos en la re-publicación domést ica japonesa 

Nos. 2006/129594 y 2008/096690 se pueden ut i l izar también.  Para más 

detal les, se puede hacer referencia a la patente de EE.UU. No. 4,235, 871, 

la patente de EE.UU. No.  4,737,323, WO96/14057, "New RRC, Liposomes: 10 

A Pract ical Approach, IRL Press, Oxford (1990) páginas 33 a 104", etc.  

Una concentración del oligómero de la presente invención contenida 

en la composición de la presente invención puede var iar  dependiendo de la 

clase del vehículo, etc.,  y es adecuada en un intervalo de 0.1 nM a 100 

µM, preferiblemente en un intervalo de 100 nM a 10 µM. Una relación en 15 

peso del ol igómero de la presente invención contenida en la composición 

de la presente invención y el vehículo (vehículo/oligómero ant isent ido de la 

presente invención) puede var iar dependiendo de la propiedad del 

ol igómero, el t ipo del vehículo, etc.,  y es apropiadamente en un in tervalo 

de 0.1 a 100, preferiblemente en un intervalo de 0.1 a 10.  20 

Además, del ol igómero de la presente invención y el vehículo 

descr ito anter iormente, también se pueden formular adit ivos 

farmacéuticamente aceptables opcionalmente en la composición de la 

presente invención. Ejemplos de tales adit ivos son soportes de 

emulsif icación (por ejemplo, ácidos grasos que t ienen de 6 a 22 átomos de 25 
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carbono y sus sales farmacéuticamente aceptables, albúmina y dextrano),  

estabil izadores (por ejemplo, colesterol y ácido fosfatídico), agentes 

isotonizantes (por ejemplo, c lo ruro de sodio, glucosa, maltosa , lactosa, 

sacarosa, trehalosa) y agentes de control de  pH (por ejemplo, ácido  

clorhídr ico, ácido sulfúrico, ácido fosfórico, ácido acét ico,  hidróxido de 5 

sodio, hidróxido de potasio y tr ietanolamina). Uno o más de estos adit ivos 

se pueden ut i l izar.  El contenido de adit ivo en la c omposición de la 

presente invención es adecuadamente 90% en peso o menos, 

preferiblemente 70% en peso o menos y más preferiblemente, 50% en peso 

o menos.  10 

La composición de la presente invención se puede preparar 

agregando el ol igómero de la presente invenc ión a una dispersión de 

vehículo y agitar adecuadamente la mezcla. Los adit ivos se pueden 

agregar en una etapa apropiada antes o después de la adición del 

ol igómero de la presente invención. Un solvente acuoso que se puede 15 

ut i l izar en la adición el ol igómero de la presente invención no está 

part icularmente l imitado siempre que sea farmacéuticamente aceptable, y 

los ejemplos son agua inyectable o agua desti lada inyectable, l íquido de 

electrol ito tal como so lución sal ina f isiológica, etc.  y el l íquido de azúcar 

tal como f luido de glucosa, f lu ido de maltosa, etc. Un experto en la técnica 20 

puede elegir apropiadamente las condiciones de pH y temperatura para 

dicha materia.  

La composición de la presente invención se puede preparar en, por 

ejemplo, una forma l íquida y su preparación l iof i l izada. La preparación 

l iof i l izada se puede preparar  por l iof i l ización de la composición de la 25 
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presente invención en una forma l íquida de una manera convencional.  La 

l iof i l ización se puede llevar  a cabo, por ejemplo, mediante la este ri l ización 

apropiada de la composición de la presente invención en una forma 

l íquida, dispensar una parte alícuota en un recipiente vial,  l levar a cabo 

una congelac ión prel iminar durante 2 horas en  condiciones de 5 

aproximadamente -40 a -20°C, real izando un secado pr imario a 

aproximadamente 0 a 10°C bajo presión reducida y,  a continuación,  

real izar un secado secundario a aproximadamente 15 a 25°C bajo presión 

reducida. En general,  la preparación l iof i l izada de la composición de la 

presente invención se puede obtener mediante la sust itución del contenido 10 

del vial con gas nitrógeno y taponado.  

La preparación l iof i l izada de la composición de la presente invención 

se puede ut i l izar, en general ,  después de la reconst itución mediante la 

adición de una solución adecuada opcional ( l íquido de reconstitución) y 

redisolución de la preparación. Dicho l íquido de reconst itución incluye 15 

agua inyectable, solución salina f isiológica y otros f luidos de infusión. Un 

volumen del l íquido de reconst itución puede var iar en función del uso 

previsto, etc.,  no está part icularmente l imitado y es adecuadamente de 0. 5 

a 2 veces mayor que el volumen antes de la l iof i l ización o no más de 500 

mL. 20 

Se desea controlar  una dosis de la composición de la presente 

invención a administrar, mediante la adopción de los siguientes factores: el 

t ipo y la dosis del ol igómero de la presente invención contenida;  

condiciones de los pacientes incluyendo la edad, peso corporal,  etc .;  ruta 

de administración y las característ icas y el alcance de la enfermedad. Una 25 
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dosis diaria calculada como la cantidad del oligómero ant isentido de la 

presente invención está generalmente en un intervalo de 0.1 mg a 10 

g/humano y preferiblemente de 1 mg a 1 g/humano. Este rango numérico 

puede var iar ocasionalmente dependiendo del t ipo de la molécula de la 

enfermedad objet ivo, la ruta  de administración y de destino.  Por lo tanto, 5 

una dosis menor al intervalo puede ser suf iciente en alguna ocasión y por 

el contrar io, una dosis mayor que el rango puede ser necesar io 

ocasionalmente. La composición se puede administrar de una a var ias 

veces al día o a intervalos de un día a varios días.  

Aún en otra modalidad de la composición de la presente invención,  10 

se proporciona una composición farmacéutica que comprende un vector 

capaz de expresar el ol igonucleót ido de la presente invención y el soporte 

descr ito anteriormente. Un tal vector de expresión puede ser un vector 

capaz de expresar una pluralidad de los oligonucleót idos de la presente 

invención. La composición se puede formular con adit ivos 15 

farmacéuticamente aceptables como en el caso de la composición de la 

presente invención que contiene el oligómero de la presente invención. 

Una concentración del vector de expresión contenido en la composición 

puede variar dependiendo del t ipo del vehículo, etc.,  y es adecuada en un 

intervalo de 0.1 nM a 100 µM, preferiblemente en un intervalo de 100 nM a 20 

10 µM. Una relación en peso del vector de expresión contenido en la 

composición y el vehículo ( vehículo/vector de expresión) puede var iar 

dependiendo de la propiedad del vector de expresión, el t ipo del vehículo, 

etc.,  y es apropiadamente en un intervalo de 0.1 a 100, preferiblemente en 

un intervalo de 0.1 a 10. E l contenido del vehículo contenido en la 25 



4 9  
 

composición es la misma que en el caso de la composición d e la presente 

invención que contiene el ol igómero de la pres ente invención y un método 

para producir el mismo también es el mismo como en el caso de la 

composición de la presente invención.  

De aquí en adelante, la presente descripción se descr ibirá con más  5 

detal le con referencia a los Ejemplos y los Ejemplos de prueba a 

continuación, pero no se deben limitar a los mismos.  

Ejemplos  

Ejemplos de referencia 1  

Ácido 4-{[(2S, 6R)-6-(4-benzamido-2-oxopir imidin-1-i l)-4-10 

tr it i lmorfolin-2- i l]  metoxi}-4-oxobutanoico cargado en resina de amino 

pol iest ireno  

Etapa 1: Producción de ácido 4-{[(2S, 6R)-6-(4-benzamido-2-

oxopir imidin-1(2H)-i l )-4-tr it i lmorfol in-2- i l]metoxi}-4-oxobutanoico 

En atmósfera de argón, 3.44 g de N-{1-[(2R, 6S)-6-(hidroximetil) -4-15 

tr it i lmorfolin-2- i l] -2-oxo-1,2-dihidropir imidin-4- i l}benzamida y 1.1 g de 4-

dimet ilaminopir idina (4-DMAP) se suspendieron en 50 mL de diclorometano  

y se agregaron 0.90 g de anhídr ido succínico a la suspensión, seguido de 

agitación a temperatura ambiente durante 3 hora s. A la mezcla de reacción 

se agregaron 10 mL de metanol y la mezcla se concentró a presión 20 

reducida. El residuo se extrajo usando acetato d e et i lo y la solución de 

dihidrógenofosfato de potasio acuoso 0. 5 M. La capa orgánica resultante 

se lavó secuencialmente con solución 0.5 M de dihidrógenofosfato potasio 

acuoso, agua y salmuera en el orden mencionado. La capa orgánica 

resultante se secó sobre sulfato  de sodio y se concentró a presión 25 
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reducida para obtener 4.0 g del producto.  

Etapa 2; Producción de ácido 4-{[(2S, 6R)-6-(4-benzamido-2-

oxopir imidin-1- i l)-4-tr it i lmorfolin-2-i l]metoxi}-4-oxobutanoico cargado en 

resina de amino pol iest ireno  

Después de 4.0 g de 4-{[(2S, 6R)-6-(4-benzamido-2-oxopir imidin-5 

1(2H)-i l)-4-tr it i lmorfolin-2-i l]metoxi}-4-oxobutanoico se disolvió  en 200 mL 

de pir idina (deshidratado), se agregaron 0.73 g de 4-DMAP y 11.5 g de 

clorhidrato de 1-et i l-3-(3-dimeti laminopropi l)carbodi imida a la solución. 

Poster iormente, se agregaron 25.0 g de resina de amino poliest ireno 

Primer support  200 amino (fabricado por GE Healthcare Japan Co., Ltd.,  10 

17-5214-97) y 8.5 mL de tr iet i lamina a la mezcla, seguido de agitación a 

temperatura ambiente durante 4 días. Después de la terminación de la 

reacción, la resina se ret ira por f i l t ración. La resina resultante se lavó 

secuencialmente con pir idina, metanol y dic lorometano en el orden 

mencionado y se secó a presión reducida. A la resina resultante se 15 

agregarón 200 mL de tetrahidrofurano (deshidratado), 15 mL de anhídr ido 

acético y 15 mL de 2,6-lut idina, y la mezcla se agitó a temperatura 

ambiente durante 2 horas.  La resina se ret iró por f i l t ración, se lavó 

secuencialmente con pir idina, metanol y dic lorometano en el orden 

mencionado y se secó bajo presión reducida para obtener 26.7 g del 20 

producto.  

Se determinó la cant idad de carga del producto de la cant idad molar 

de tr it i lo por g de resina midiendo la absorbancia UV a 409 nm usando un 

método conocido. La cantidad de carga de la resina fue 192.2 mol/ g. 

Condiciones de medición de UV  25 
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Aparato: U-2910 (Hitachi,  Ltd.)  

Solvente: ácido metanosulfónico  

Longitud de onda: 265 nm 

Calor del ε: 45,000 

De acuerdo con las descr ipciones en los Ejemplos 1, 2 y Ejemplo de 5 

referencia 1 a continuación, se sintet izaron PMO mostrado por el PMO 

Nos. 1-3 en la Tabla 1. El PMO sintet izado  se disolvió en agua inyectable 

(fabricado por Otsuka Pharmaceutical  Factory, Inc.).   

Tabla 1 

  10 

 

 

 

 

 15 

Ejemplo 1 

PMO No. 1 

0.2 g de ácido 4-{[(2S, 6R)-6-(4-benzamida-2-oxopir imidin-1(2H)-i l)-

4-tr it i lmorfolin-2-i l]metoxi}-4-oxobutanoico soportado en una resina de 

aminopoliest ireno (Ejemplo de Referencia 1) (26 µmol) se cargó en una 20 

columna con una punta de f i l t ro. Posteriormente, el c ic lo de síntesis 

mostrada a cont inuación se ha inic iado ut i l izando una máquina de síntesis 

de ácido nucleico (AKTA OligoPilot 10 plus). Se agregó el compuesto de 

monómero de morfol ino deseado en cada cic lo de acoplamiento para 

obtener la secuencia de nucleót idos del compuesto del t ítulo ( ver la Tabla 25 

PMO 
No.  

No t e  SEC I D  NO:  

1  Ex t rem o 5 ’ :  g rupo  (3 )  1  

2  Ex t rem o 5 ’ :  g rupo  (3 )  2  

3  

Sec uenc ia  que  c o r responde  a  
l a  SEC I D  NO;  588  en  e l  
Documento  de  Pa t en t e  3 ,   
Ex t rem o 5 ’ :  g rupo  (3 )  

4  
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2 a cont inuación).  

Tabla 2 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

La solución de desbloqueo ut i l izada  fue solución de d iclorometano 

que contiene 3% (p/v) de ácido tr if luoroacét ico. La solución de 

neutralización y lavado usada fue una solución obtenida mediante la 

disolución de N,N-di isopropi let i lamina al 10% (v/v) y tetrahidrofurano al 5% 15 

(v/v) en dic lorometano que cont iene 35% (v/ v) de acetonitr i lo. La solución 

de acoplamiento A usada fue una solución obtenida disolviendo el 

compuesto de monómero de morfolino en tetrahidrofurano al 0.10 M. La 

solución de acoplamiento B ut i l izada fue una solución obteni da mediante la 

disolución de N,N-diisopropi let i lamina al 20% (v/v) y tetrahidrofurano al 20 

10% (v/v) en acetonitr i lo. La solución de taponado ut i l izada fue una 

solución obtenida mediante la disolución de 20% (v/ v) de anhídr ido acét ico 

y 30% (v/v) de 2,6-lut idina en acetonitr i lo.  

La resina de aminopoliest ireno cargada  con el PMO sintet izado 

anteriormente se recuperó del recipiente de reacción y se secó a 25 

E tapa  Reac t i vo  Vo lum en (m L)  T iempo 
(m in )  

1  So luc ión  de  desb loqueo  1 8 -3 2  1 . 8 -3 . 2  

2  So luc ión  de  neu t r a l i zac ión  y  
l a vado  

3 0  1 . 5  

3  So luc ión  de  ac op lam ien to  B  5  0 . 5  

4  So luc ión  de  ac op lam ien to  A  1 . 3  0 . 25  

5  Reacc ión  de  acop lam ien t o  po r  
l o s  reac t i vos  ag regados  en  las  
e t apas  3  y  4   

 120 - 300  

6  Ace t on i t r i l o   2 0  1 . 0  

7  So luc ión  de  t aponado  9  2 . 0  

8  Ace t on i t r i l o   3 0  2 . 0  
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temperatura ambiente durante al menos 2 horas a presión reducida. El 

PMO seco cargado en resina de aminopoliest ireno se cargó en un 

recipiente de reacción y se agregaron 5 mL de 28% de amoníaco en agua -

etanol (1/4) a la  misma. La mezcla se agitó a 55°C durante 15 horas. La 

resina de aminopol iest ireno se separó p or f i l t ración y se lavó con 1 mL de 5 

agua-etanol (1/4). El f i l t rado resultante se concentró a presión reducida. El 

residuo resultante se disolvió en 10 mL de una mezcla solvente de 20 mM 

de ácido acético - tampón de tr iet i lamina (búfer TEAA) y 10 mL de 

acetonitr i lo (4/1) y se f i l t ró a través de un f i l t ro de membrana. El f i l t rado 

obtenido se purif icó por HPLC de fase inversa. Las cond iciones ut i l izadas 10 

son como se muestra en la Tabla 3 a continuación.  

Tabla 3  

 

 

 15 

 

 

 

CV: volumen de columna 

Se anal izó cada fracción y el producto objet ivo se recuperó y se 20 

concentró a presión reducida. Al residuo concentrado se le a gregó 0.5 mL 

de solución acuosa de ácido fosfórico 2 M y la mezcla se agitó durante 15 

minutos.  Además, se agregaron 2 mL de solución acuosa de hidróxido de 

sodio 2 M para hacer alcal ina la mezcla,  seguido de f i l t ración a tra vés de 

un f i l t ro de membrana (0.45 µm). 25 

Co lumna  XBr i dge  5  m C18 (W ate rs ,  φ19× 50  mm,  1  CV=14  

mL)  

Ve loc idad  de  
f lu j o  

10  mL/m in  

Tempera t u ra  
de  la  co lum na  

Tempera t u ra  amb ien t e  

So luc ión  A  Bú f e r  20m M TEAA  

So luc ión  B  CH 3 CN 

Grad ien te  ( B)  conc .  10 → 70% /15  CV 
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La solución acuosa resultante que cont iene el producto objet ivo se 

purif icó por una columna de resina de intercambio aniónico. Las 

condiciones ut i l izadas son como se muestran en la Tabla 4 a continuación.  

Tabla 4 

 5 

 

 

 

 

 10 

Cada fracción se anal izó (en HPLC) y el producto o bjet ivo se obtuvo 

como una solución acuosa. A la solución acuosa resultante se agregó búfer 

de fosfato 0.1 M (pH 6.0) para neutral ización. Poster iormente, la mezcla 

obtenida se desmineral izó por HPLC de fase inversa en las condiciones 

descr itas en la Tabla  5 a continuación.  15 

Tabla 5 

 

 

 

 20 

 

 

El producto objet ivo se recuperó y la mezcla se concentró a presión 

reducida.  El residuo resultante se disolvió en agua . La solución acuosa 

obtenida se l iof i l izó para obtener el compuesto objet i vo como un sól ido 25 

Co lumna  Source  15Q (G E Hea l t hca r e ,  φ10×108mm,  

1  CV=8. 5  mL)  

Ve loc idad  de  f lu j o   8 . 5  mL/m in  

Tempera t u ra  de   
c o lum na  

Tempera t u ra  amb ien t e  

So luc ión  A  So luc ión  ac uosa  de  h id r óx ido  de  s od io  10  m M 

So luc ión  B  So luc ión  ac uosa  de  h id r óx ido  de  s od io  10  
m M,  so luc i ón  de  c lo ru r o  de  sod io  1  M  

Grad ien t e  ( B)   conc .  1→ 50% /  40CV 

 

Co lumna  XBr i dge  5  m C8  (W ate rs ,  φ10× 50  mm,  1  

CV= 4 mL)  

Ve loc idad  de  f lu j o  4  m L/m in  

Tempera t u ra  de  
c o lum na  

6 0 C 

So luc ión  A  agua  

So luc ión  B  CH 3 CN 

Grad ien te  ( B)  conc .  0 →50% /  20CV 
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similar a algodón blanco.   

ESI-TOF-MS Clcd.: 10021.46 

   Encontrado: 10021.91 

 

Ejemplo 2 5 

PMO No. 2 

El compuesto del t ítulo se produjo de acuerdo con el procedimiento 

del Ejemplo 1.  

ESI-TOF-MS Clcd.:    9916.71 

   Encontrado:   9916.43 10 

Ejemplo comparat ivo 1 

PMO No. 3 

El compuesto del t ítulo se produjo de acuerdo con el procedimiento 

del Ejemplo 1.  

ESI-TOF-MS Clcd.:    9949.46 15 

   Encontrado:   9949.41 

Ejemplo de prueba 1  

Ensayo in vitro  

Los experimentos se real izaron ut i l izando los ol igómeros ant isentido 

PMO Números 1 y 2 de la presente invención y el ol igómero ant isent ido 20 

PMO No. 3. Las secuencias de varios ol igómeros ant isentido se muestran 

en la Tabla 6 a cont inuación.  

Tabla 6 

 

 25 
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 5 

Uti l izando un Amaxa Cell Line Nucleofector Kit  L en Nucleofector I I 

(Lonza), 0.3, 1,  3, 10 µM de los ol igómeros PMO Nos. 1 y 2 de la presente 

invención y el ol igómero ant isent ido No. 3 se transfectaron con 3.5 x 10 5 

de células RD ( l ínea celular de rabdomiosarcoma humano). Se ut i l izó el 

programa T-030.  10 

Después de la transfección, las célu las se cult ivaron durante tres 

días en 2 mL de medio esencial mínimo de Eagle (EMEM) (fabricado por 

Sigma, de aquí en adelante el mismo) que contiene 10% de suero fetal 

bovino (FCS) (fabricado por Invitrogen) en condiciones de 37°C y 5% de 

CO2 .  Las células se lavaron con PBS ( fabricado por Nissui,  de aquí en 15 

adelante el mismo) y 500 µL de ISOGEN II (fabricado por Nippon Gene) se 

agregó a las células. Después, las células se dejaron en reposo a 

temperatura ambiente durante unos pocos minutos p ara l isar las células, 

se recolectó el l isado en un tubo Eppendorf .  El ARN total se extrajo de 

acuerdo con el protocolo adjunto al ISOGEN. La concentración del ARN 20 

total extraído se determinó ut i l izando un NanoDrop ND -1000 (fabricado por 

LMS).  

El RT-PCR de una etapa se real izó con 400 ng del ARN total 

extraído usando un Qiagen One Step RT -PCR Kit  ( fabricado por Qiagen). 

Una solución de reacción se preparó de acuerdo con el protocolo adjunto 25 

Sec uenc ia  de  nuc leó t idos  PMO  No.  

CGGTAAGTTCTGTCCT CAAGGAAGATGGCA  1  

CT CATACCTTCTGCTTCAAGGAAGATGGCA  2  

CT CCAACATCAAGGAAG ATGGCATTTCT AG  3  
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al k it .  Un PTC-100 (fabricado por MJ Research) se ut i l izó como un ciclador 

térmico. El programa de RT-PCR uti l izada es la siguiente.  

50°C, 30 minutos: transcr ipción inversa de la reacción  

95°C, 15 minutos: desnatural ización térmica  

[94°C, 30 segundos; 60°C, 30 segundos; 72°C, 60 segundos] x 35 5 

cic los: amplif icación por PCR 

72°C, 10 minutos: extensión f inal  

Las secuencias de nucleótidos del cebador dir ecto y cebador inverso 

ut i l izadas para RT-PCR se muestran a continuación.  

  Cebador directo:  5 '-CTGAGTGGAAGGCGGTAAAC-3 '(SEC ID NO: 10 

5) 

  Cebador inverso:  5 'GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA-3' (SEC ID NO: 

6) 

El producto de reacción, 1 µL del RT-PCR anter ior se anal izó usando 

un Bioanalyzer (fabricado por Agi lent Technologies, Inc.).  Se midió el nivel 15 

de polinucleót ido "A" de la banda con la omisión del exón 51 y el nivel de 

pol inucleót ido "B" de la banda sin la omisión del exón 51. Con base en 

estos valores de medición de "A" y "B", la ef iciencia de omisión se 

determinó mediante la siguiente ecuación:  

Ef iciencia de omisión (%) = A/(A+B) X 100  20 

Resultados experimentales  

Los resultados de muestran en la f i gura 1. Este experimento reveló 

que los ol igómeros antisentido de la presente invención podría causar la 

omisión del exón 51 con una ef iciencia notablemente mayor que el 

ol igómero ant isent ido PMO No. 3.  25 
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Ejemplo 3 

PMO No. 4-6  

El compuesto del t ítulo se produjo de acuerdo con el procedimiento 

del Ejemplo 1. Las secuencias de varios ol igómeros antisentido se 

muestran a continuación.  5 

Tabla 7  
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Ejemplo 4 

2’-O-metoxi-fosforot ioatos mostrados por la SEC ID NO: 9 a 33  

Varios ol igómeros antisentido del t ítul o se produjeron con la ayuda 

de Japan Bio Service Co. La secuencia de ol igómeros antisentido se 15 

muestran en la Tabla 8.  
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PMO 

No. 
Secuencia 

ESI-TOF-MS 
Note 

SEC 

ID NO MW Encontrado 

4 AACATCAAGGAAGATGGCATT 7007.96 7007.97 Extremo 5': 

grupo (3) 

7 

5 TCCAACATCAAGGAAGATGGC 6968.97 6968.42 Extremo 5': 

grupo (3) 

8 

6 ACCTCCAACATCAAGGAAGAT 6912.91 6912.85 Extremo 5': 

grupo (3) 

9 
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Apl icabil idad industr ial  

Los resultados experimentales en los Ejemplos de prueba 

demuestran que los ol igómeros de la presente invención causaron la  20 

omisión del exón 51 con una ef iciencia notablemente alta en células RD. 

Por lo tanto, los ol igómeros de la presente invención son extremadamente 

út i les para el tratamiento de la DMD.  

 

 25 

Secuencia No. Secuencia 
ESI-TOF-MS 

MW Encontrado 

10 GAGUAACAGUCUGAGUAGGAG 7453 7452.876 

11 UGUGUCACCAGAGUAACAGUC 7310 7313.793 

12 AACCACAGGUUGUGUCACCAG 7309 7311.199 

13 UUUCCUUAGUAACCACAGGUU 7209 7211.436 

14 GAGAUGGCAGUUUCCUUAGUA 7328 7331.388 

15 UUCUAGUUUGGAGAUGGCAGU 7345 7347.440  

16 AAGAUGGCAUUUCUAGUUUGG 7329 7329.982 

17 AACAUCAAGGAAGAUGGCAUU 7381 7381.059 

18 AGGUACCUCCAACAUCAAGGA 7316 7318.395 

19 CUGCCAGAGCAGGUACCUCCA 7284 7286.932 

20 CGGUUGAAAUCUGCCAGAGCA 7349 7351.895 

21 UGUCCAAGCCCGGUUGAAAUC 7286 7286.00  

22 CGGUAAGUUCUGUCCAAGCCC 7262 7262.929 

23 GAAAGCCAGUCGGUAAGUUCU 7350 7351.869 

24 AUCAAGCAGAGAAAGCCAGUC 7379 7378.383 

25 UUAUAACUUGAUCAAGCAGAG 7319 7320.149 

26 CUCUGUGAUUUUAUAACUUGA 7211 7212.295 

27 CACCAUCACCCUCUGUGAUUU 7144 7145.555 

28 CAAGGUCACCCACCAUCACCC 7187 7187.709 

29 UUGAUAUCCUCAAGGUCACCC 7207 7210.071 

30 GAUCAUCUCGUUGAUAUCCUC 7185 71882.39 

31 UCUGCUUGAUGAUCAUCUCGU 7202 7203.926 

32 GGCAUUUCUAGUUUGGAGAUG 7346 7346.562 

33 CAAGGAAGAUGGCAUUUCUAG 7375 7375.678 

34 CCUCCAACAUCAAGGAAGAUG 7317 7318.343 

 




