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CONJUGADOS DE OLIGOMERO CON OMISION DE EXON PARA LA
DISTROFIA MUSCULAR
SOLICITUDES RELACIONADAS
[0001] Esta solicitud reivindica el Dbeneficio de 1la
solicitud provisional de los Estados Unidos n.°: 62/562,146
presentada el 27 de septiembre de 2017 y la Solicitud
Internacional de Patente n.° PCT/US2017/066509 presentada el
14 de diciembre de 2017. Todas las enseflanzas de las
solicitudes a las que se hizo referencia anteriormente se
incorporan por referencia en su totalidad.
LISTADO DE SECUENCIAS
[0002] La presente solicitud contiene un listado de
secuencias que se ha remitido electrdénicamente en formato
ASCII y que queda incorporado por la presente por referencia
en su totalidad. Dicha copia en ASCII, creada el 2 de marzo
de 2020, se ha nombrado 814753WO01 Sequence Listing.txt vy
tiene un tamafio de 3 KB.
CAMPO DE LA DIVULGACION
[0003] La presente divulgacién se refiere a nuevos
conjugados de oligbémero antisentido adecuadas para omitir el
exén 53 en el gen de distrofina humano y a las composiciones
farmacéuticas de los mismos. La divulgacién también
proporciona métodos para inducir la omisidén del exdn 53
usando los nuevos conjugados de oligbébmero antisentido,
métodos para producir distrofina en un sujeto que tiene una
mutaciédn del gen de distrofina gque es susceptible a 1la
omisidén del exdén 53 y métodos para tratar a un sujeto que
tiene una mutacidén del gen de distrofina que es susceptible
a la omisidén del exdbdn 53.
ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION
[0004] Se encuentran en desarrollo tecnologias
antisentido gue usan una variedad de quimicas para afectar

a la expresidén génica en una variedad de diferentes niveles
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(transcripcidén, corte y empalme, estabilidad, traduccidn).
Gran parte de dicha investigacidédn se ha centrado en el uso
de compuestos antisentido para corregir o compensar respecto
de genes anormales o asociados con enfermedades en una gran
variedad de indicaciones. Las moléculas antisentido son
capaces de inhibir la expresidn génica con especificidad y
debido a esto, muchas lineas de investigacidén relativas a
los oligbmeros como moduladores de la expresidén génica se
han centrado en inhibir la expresidén de genes diana o la
funcién de elementos de accién en cis. Los oligbmeros
antisentido se dirigen normalmente contra ARN, ya sea la
hebra con sentido (por ejemplo, ARNm) o la hebra menos en el
caso de algunas dianas de ARN virico. Para lograr un efecto
deseado de regulacidén génica negativa especifica, 1los
oligbmeros por lo general o bien promueven la degradacidn
del ARNm diana, bloquean la traduccién del ARNm o bloguean
la funcidén de los elementos de ARN de accidn en cis,
previniendo de este modo de manera efectiva la sintesis de
novo de la proteina diana o la replicacidén del ARN virico.

[0005] Sin embargo, dichas técnicas no son TUtiles
cuando el objetivo es regular positivamente la produccidén de
la proteina nativa o compensar respecto de mutaciones que
inducen la terminacidén prematura de la traduccidén, tales
como mutaciones de sentido perdido o de desplazamiento de
marco. En estos casos, el transcrito génico defectuoso no ha
de someterse a degradacidédn dirigida o a inhibicién estérica,
por lo que la gquimica de oligbmero antisentido no debe
promover la degradaciédn del ARNm diana o Dblogquear su
traduccioén.

[0006] En una variedad de enfermedades genéticas, los
efectos de las mutaciones sobre la posible expresidén de un
gen pueden modularse a través de un proceso de omisidén del

exén seleccionado como diana durante el proceso de corte y
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empalme. El proceso de corte y empalme esta dirigido por una
maquinaria multicomponente compleja que aproxima
estrechamente las uniones exdén-intrén adyacentes en el pre-
ARNm y lleva a cabo la escisiédn de enlaces fosfodiéster en
los extremos de los intrones con su posterior reformacidn
entre exones que se han de cortar y empalmar juntos. Este
complejo y altamente preciso proceso estd mediado por motivos
de secuencia en el pre-ARNm que son relativamente cortos,
segmentos de ARNm semiconservados a los que se unen varios
factores de corte y empalme nucleares gue posteriormente
estdn implicados en las reacciones de corte y empalme. Al
cambiar el modo en que la maquinaria de corte y empalme lee
O reconoce los motivos en el procesamiento del pre-ARNm, es
posible crear moléculas de ARNm cortadas y empalmadas de
manera diferencial. Recientemente se ha reconocido que la
mayoria de los genes humanos se someten a corte y empalme
alternativo durante la expresidén génica normal, aungque no se
han identificado los mecanismos implicados. Bennett et al.
(Patente de los Estados unidos n.° 6,210,892) describen la
modulacidén antisentido del procesamiento del ARNm celular de
tipo silvestre usando andlogos de oligdmero antisentido que
no inducen la escisién mediada por RNasa H del ARN diana.
Esto resulta Util al ser capaz de generar ARNm cortados vy
empalmados de manera alternativa que carecen de exones
especificos (véase, por ejemplo, la descripcién de Sazani,
Kole, et al. 2007 para la generacidén de receptores de la
superfamilia de TNF solubles que carecen de exones gue
codifican dominios transmembrana) .

[0007] En casos en los gue una proteina normalmente
funcional se termina prematuramente debido a mutaciones en
la misma, un medio para restaurar algo de produccidén de
proteina funcional a través de tecnologia antisentido ha

mostrado ser posible a través de intervencidén durante los
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procesos de corte y empalme, y gque si los exones asociados
con mutaciones que provocan enfermedades pueden eliminarse
especificamente de algunos genes, algunas veces puede
producirse un producto proteico acortado que tiene
propiedades bioldgicas similares a la proteina nativa o tiene
suficiente actividad bioldgica como para mejorar la
enfermedad provocada por mutaciones asociadas con el exdn
(véanse, por ejemplo, Sierakowska, Sambade et al. 1996;
Wilton, Lloyd et al. 1999; van Deutekom, Bremmer-Bout et al.
2001; Lu, Mann et al. 2003; Aartsma-Rus, Janson et al. 2004).
Kole et al. (Patentes de los Estados Unidos n.°: 5,627,274;
5,916,808; 5,976,879; y 5,665,593) divulgan métodos para
combatir el corte y empalme aberrante usando andlogos de
oligbmero antisentido modificados que no promueven la
degradacién del pre-ARNm diana. Bennett et al. (Patente de
los Estados unidos n.° 6,210,892) describen la modulacidn
antisentido del procesamiento del ARNm celular de tipo
silvestre usando también andlogos de oligbmero antisentido
gue no inducen la escisidén mediada por RNasa H del ARN diana.

[0008] Es probable que el proceso de omisidén de exdn
dirigida sea particularmente Util en genes largos, en los
que hay diversos exones e 1intrones, en los que hay
redundancia en la constitucién genética de los exones O en
los que una proteina es capaz de funcionar sin uno o més
exones particulares. Los esfuerzos para redirigir el
procesamiento génico para el tratamiento de enfermedades
genéticas asociadas con truncamientos provocados por
mutaciones en diversos genes se ha centrado en el uso de
oligbmeros antisentido que o bien: (1) se solapan total o
parcialmente con los elementos implicados en el proceso de
corte y empalme; o (2) se unen al pre-ARNm en una posicidn
lo suficientemente préxima al elemento para alterar la unidn

y la funcién de los factores de corte y empalme gue
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normalmente mediarian una reaccidn de corte y empalme
particular que se produce en ese elemento.

[0009] La distrofia muscular de Duchenne (DMD) estéa
provocada por un defecto en la expresidén de la proteina
distrofina. El1 gen que codifica la proteina contiene 79
exones extendidos a lo largo de més de 2 millones de
nucledédtidos de ADN. Cualquier mutacidn exdnica que cambie el
marco de lectura del exdén, o introduzca un coddédn de
terminacidén, o se caracterice por la eliminacidén de un exdn
o exones fuera de marco completos, o duplicaciones de uno o
mas exones, tiene el potenciar de alterar la produccidén de
distrofina funcional, dando como resultado DMD.

[0010] Se ha encontrado que una forma menos grave de la
distrofia muscular, la distrofia muscular de Becker (BMD),
surge cuando una mutacidén, normalmente una eliminacidén de
uno o mas exones, da como resultado un marco de lectura
correcto a lo largo de todo el transcrito de distrofina, de
manera que la traduccién de ARNm a proteina no se termina
prematuramente. Si la unién de los exones cadena arriba y
cadena abajo en el procesamiento de un pre-ARNm de distrofina
mutado mantiene el marco de lectura correcto del gen, el
resultado es un ARNm que codifica una proteina con una
eliminacidén interna corta que conserva parte de la actividad,
dando como resultado un fenotipo de Becker.

[0011] Durante muchos afios, se ha sabido que las
eliminaciones de un exédn o exones que no alteran el marco de
lectura de una proteina distrofina pueden dar lugar a un
fenotipo de BMD, mientras que una eliminacidén de un exdn que
provoca un desplazamiento del marco dard lugar a DMD (Monaco,
Bertelson et al. 1988). En general, las mutaciones de 1la
distrofina, incluyendo mutaciones puntuales y eliminaciones
de exones que cambian el marco de lectura y por tanto

interrumpen la traduccidén apropiada de la proteina dan como
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resultado DMD. Cabe destacar que algunos pacientes con BMD
y DMD tienen eliminaciones de exones que abarcan maltiples
exones.

[0012] Se ha comunicado 1la modulacién del corte vy
empalme del pre-ARNm de distrofina mutante con
oligorribonucledétidos antisentido tanto in vitro como 1in
vivo (véase, por ejemplo, Matsuo, Masumura et al. 1991;
Takeshima, Nishio et al. 1995; Pramono, Takeshima et al.
1996; Dunckley, Eperon et al. 1997; Dunckley, Manoharan et
al. 1998; Wilton, Lloyd et al. 1999; Mann, Honeyman et al.
2002; Errington, Mann et al. 2003).

[0013] Se han disefado oligbébmeros antisentido
especificamente para dirigirse a regiones especificas del
pre-ARNm, normalmente exones para inducir la omisidédn de una
mutacidén del gen de DMD, restaurando a dentro del marco estas
mutaciones fuera de marco para permitir la produccidédn de una
proteina distrofina acortada internamente aunque funcional.
Se sabe que estos oligémeros antisentido se dirigen
completamente dentro del exdédn (las denominadas secuencias
internas del exdén) o a una unidén donante de corte y empalme
0 aceptora de corte y empalme que cruza desde el exdédn hasta
el interior de una porcidédn del intrdn.

[0014] E1 descubrimiento y desarrollo de dichos
oligbmeros antisentido para la DMD ha sido un &rea de
investigacién previa. Estos desarrollos incluyen aquellos
de: (1) 1la University of Western Australia vy Sarepta
Therapeutics (cesionario de la presente solicitud) :
documentos WO 2006/000057; WO 2010/048586; WO 2011/057350;
WO 2014/100714; WO 2014/153240; WO 2014/153220; (2)
Academisch Ziekenhuis Leiden/Prosensa Technologies (en la
actualidad BioMarin Pharmaceutical) : documentos WO 02/24906;
WO 2004/083432; WO  2004/083446; WO 2006/112705; WO
2007/133105; WO 2009/139630; WO 2009/054725; WO 2010/050801;
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WO 2010/050802; WO 2010/123369; WO 2013/112053; WO
2014/007620; (3) Carolinas Medical Center: documento WO
2012/109296; (4) Royal Holloway: patentes y solicitudes que

(o)

reivindican el beneficio de, e incluyendo, los n.° de Serie
de los Estados Unidos 61/096,073 y 61/164,978; tales como
los documentos US 8,084,601 vy US 2017-0204413 (4) JCR
Pharmaceuticals y Matsuo: documento US 6,653,466; patentes
y solicitudes que reivindican el beneficio de, e incluyendo,
el documento JP 2000-125448, tales como el documento US
6,653,467; patentes vy solicitudes que reivindican el
beneficio de, e incluyendo, el documento JP 2000-256547, tal
como el documento US 6,727,355; documento WO 2004/048570;
(5) Nippon Shinyaku: documentos WO 2012/029986; WO
2013/100190; WO 2015/137409; WO 2015/194520; v (6)
Association Institut de Myologie/Universite Pierre et Marie
Curie/Universitat Bern/Centre national de 1la Recherche
Scientifique/Synthena AG: documentos WO 2010/115993; WO
2013/053928.

[0015] E1 descubrimiento y desarrollo de oligbmeros
antisentido conjugados a péptidos penetrantes en células
para la DMD también ha sido un area de investigacidén (véase
la Publicacidén PCT n.° WO 2010/048586; Wu, B. et al., The
American Journal of Pathology, Vol. 181 (2): 392-400, 2012;
Wu, R. et al., Nucleic Acids Research, Vol. 35 (15): 5182-
5191, 2007; Mulders, S. et al., 19 International Congress
of the World Muscle Society, Poster Presentation Berlin,
octubre de 2014; Bestas, B. et al., The Journal of Clinical
Investigation, doi: 10.1172/JC176175, 2014;
Jearawiriyapaisarn, N. et al., Molecular Therapy, Vol.
16(9): 1624-1629, 2008; Jearawiriyapaisarn, N. et al.,
Cardiovascular Research, Vol. 85: 444-453, 2010; Moulton,
H.M. et al., Biochemical Society Transactions, Vol. 35 (4):

826-828, 2007; Yin, H. et al., Molecular Therapy, Vol. 19
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(7): 1295-1303, 2011; Abes, R. et al., J. Pept. Sci., Vol.
14: 455-460, 2008; Lebleu, B. et al., Advanced Drug Delivery
Reviews, Vol. 60: 517-529, 2008; McClorey, G. et al., Gene
Therapy, Vol. 13: 1373-1381, 2006; Alter, J. et al., Nature
Medicine, Vol. 12 (2): 175-177, 2006; y Youngblood, D. et
al., American Chemical Society, Bioconjugate Chem., 2007, 18
(1), pags. 50-60).

[0016] Los péptidos penetrantes en células (CPP), por
ejemplo, un resto de transporte de péptido rico en arginina,
pueden ser eficaces para potenciar la penetracidén de, por
ejemplo, un oligbmero antisentido conjugado al CPP, al
interior de una célula.

[0017] A pesar de estos esfuerzos, sigue habiendo
necesidad de oligbmeros antisentido mejorados que se dirigen
al ex6bn 53 y de composiciones farmacéuticas correspondientes
qgue son potencialmente Utiles para métodos terapéuticos para
producir distrofina y tratar la DMD.

SUMARIO DE LA DIVULGACION

[0018] Los conjugados de oligdbébmero antisentido
proporcionados en el presente documento incluyen un resto de
oligbébmero antisentido conjugado a un CPP. En un aspecto, la
divulgacidén proporciona conjugados de oligdmero antisentido
que comprenden:

un oligdémero antisentido de 25 subunidades de longitud
capaz de unirse a una diana seleccionada para inducir la
omisidén del exdédn en el gen de distrofina humano, en donde el
oligémero antisentido comprende una secuencia de bases que
es complementaria a una regidén diana del exdn 53 del pre-
ARNm de distrofina designado como un sitio de hibridacién;
Yy

un péptido penetrante en células (CPP) conjugado al

oligbmero antisentido mediante un resto enlazador.
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[0019] En algunas realizaciones, el sitio de
hibridacidén es H53A (+36+60).

[0020] En algunas realizaciones, las bases del
oligbmero antisentido estdn unidas a estructuras de anillo
de morfolino, en donde las estructuras de anillo de morfolino
estdn unidas mediante enlaces entre subunidades que
contienen fésforo que unen un nitrdégeno de morfolino de una
estructura de anillo a un carbono exociclico 5' de una
estructura de anillo adyacente. En ciertas realizaciones, el
péptido penetrante en células es de seis unidades de arginina
("Rg") vy el resto enlazador es una glicina. En algunas
realizaciones, el oligbébmero antisentido comprende una
secuencia de bases designada como SEQ ID NO: 1.

[0021] En diversos aspectos, la divulgacidn proporciona

conjugados de oligbmero antisentido que pueden ser de acuerdo

N

con la férmula (I

O=——=P——N(CHj3),

o
Il

N

O=—=P——N(CHy),

L Q J 23
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N
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HoN H\/\i
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o0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en
donde:

cada Nu es una nucleobase que, tomada en conjunto, forma una
secuencia de direccionamiento; y

T es un resto seleccionado entre:

(0] 0]
HO 3 o} NH,
R1
N |

O=—=P——N(CH
O=——=P——N(CHj), (CHa).

| OH
S o

>, Y
R! es alquilo C1-Cg;
en donde la secuencia de direccionamiento es
complementaria a un sitio de hibridacién con el exdén 53 en
el pre-ARNm de distrofina designado como H53A(+36+60) .
[0022] En otro aspecto, la divulgacién proporciona
conjugados de oligémero antisentido de férmula (IV):

5 Interrupcion A lnlurupuun B Interrupcion C

[Nj < }\ NHy \, ,, \,-r’g%\v N o \
N rlr Mo r”‘\lr | © . r
\U,’?\” e R v o A\

3
N AN ~ ’{I N0

e T o o
. (\ﬁ \Lj’l‘ﬁ\ﬁ \[T, '8 1”\[’:‘”1(“ Ly

\[T ‘ \r ; Tz \N’E" [/\("""
,- = N \;‘ﬂ;\‘:‘ u‘g“ ' N | Y ’!
oY Q;Y KE i Y”): \E%T '
N | \‘;"Pm A iy \ HN

TY o " X %W\AJMu

\E]' - ; | X )\n\/\ukﬂ,

s i N \ 1o 0 &
\N’E\‘ g\f’ I© 0N !\ > Y
N e Y T,, . .
\[ T T ¥ i ‘:)\}\/\Hlum
B Interrupcién B Interrupcion C HN (_NH ,.‘“\(‘r H A
Interrupcion A T, T
(IV)

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
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[0023] En otro aspecto, la divulgacidén proporciona

conjugados de oligdmero antisentido de férmula (IVA):

Y'Z'-\/\ NN B
N Interrupcion A lnlcn‘ugci(m B lnten‘u};cmn C

l: ] ~ ,3-. N ~uio %Y': \N';l\"?
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fru AY' ?“ . ‘ﬁ» :
i o u | O M NH
TerYF ‘t by ¥ ‘1 Y
TW' ¥ *ﬁw«iw
H ) ]nlerrupmnn B Interrupcion C N H :
Interrupcion A T f

(IVA) .

[0024] En otro aspecto, la divulgacidén proporciona
composiciones farmacéuticas que incluyen los conjugados de
oligbmero antisentido de la divulgacién vy un portador
farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el
portador farmacéuticamente aceptable es una solucidédn salina
que incluye un tampdn fosfato.

[0025] En otro aspecto, la divulgacidén proporciona un
método para tratar la distrofia muscular de Duchenne (DMD)
en un sujeto que lo necesita, en donde el sujeto tiene una
mutaciédn del gen de distrofina gque es susceptible a 1la
omisidén del exdn 53, comprendiendo el método administrar al
sujeto un conjugado de oligémero antisentido de 1la
divulgacién. La divulgacidén también aborda el uso de
conjugados de oligdémero antisentido de la divulgacidédn para
la fabricacidén de un medicamento para el tratamiento de la
distrofia muscular de Duchenne (DMD) en un sujeto que 1lo
necesite, en donde el sujeto tiene una mutacidén del gen de

distrofina que es susceptible a la omisién del exdn 53.



10

15

20

25

30

12

[0026] En otro aspecto, la divulgacidn proporciona un
método para restaurar un marco de lectura de ARNm para
inducir la produccidén de distrofina en un sujeto que tiene
una mutacidén del gen de distrofina que es susceptible a la
omisidén del exdn 53, comprendiendo el método administrar al
sujeto un conjugado de oligbémero antisentido de 1la
divulgacidén. En otro aspecto, la divulgacidn proporciona un
método para excluir el exdédn 53 del pre-ARNm de distrofina
durante el procesamiento del ARNm en un sujeto que tiene una
mutaciédn del gen de distrofina que es susceptible a 1la
omisidén del exdn 53, comprendiendo el método administrar al
sujeto un conjugado de oligbémero antisentido de 1la
divulgacidédn. En otro aspecto, la divulgacidn proporciona un
método de unidén al exdn 53 del pre-ARNm de distrofina en un
sujeto que tiene una mutacidén del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo el método
administrar al sujeto un conjugado de oligbémero antisentido
de la divulgacién.

[0027] En otro aspecto, la divulgacidén proporciona un
conjugado de oligémero antisentido de la divulgacidén del
presente documento para su uso en terapia. En ciertas
realizaciones, la divulgacidén proporciona un conjugado de
oligbébmero antisentido de la divulgacidén para su uso en el
tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. En ciertas
realizaciones, la divulgacidén proporciona un conjugado de
oligbémero antisentido de la divulgacidén para su uso en la
fabricacién de un medicamento para su uso en terapia. En
ciertas realizaciones, la divulgacién proporciona un
conjugado de oligémero antisentido de la divulgacidén para su
uso en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de la distrofia muscular de Duchenne.

[0028] En otro aspecto, la divulgacién ademés

proporciona kits para tratar la distrofia muscular de
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Duchenne (DMD) en un sujeto que lo necesite, en donde el
sujeto tiene una mutacién del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo dichos
kits al menos un conjugado de oligbmero antisentido de 1la
presente divulgacidn, envasado en un recipiente adecuado e
instrucciones para su uso.

[0029] Estos y otros objetos y caracteristicas se
entenderan mas completamente cuando se lea la siguiente
descripcidén detallada de la divulgacidén en conjuncidn con
las figuras.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0030] La figura 1 representa una seccidédn de pre-ARNm
y ARNm maduro de distrofina normal.

[0031] La figura 2 representa una seccidén de pre-ARNm
de distrofina anormal (ejemplo de DMD) vy 1la distrofina
inestable no funcional resultante.

[0032] La figura 3 representa la restauracién de la
lectura "en fase" del pre-ARNm con eteplirsen, disefilado para
omitir el exdédn 51.

[0033] La figura 4 proporciona un diagrama de barras
del porcentaje de omisidén del exdn 53 en mioblastos humanos
sanos mediante PMO n.° 1 y PPMO n.° 1 a diversas
concentraciones 96 horas después del tratamiento, medido
mediante RT-PCR. Las barras de error representan la media =
DT.

[0034] Las figuras 5A-5D proporcionan imé&genes
representativas de andlisis de transferencia de Western que
miden la proteina distrofina en el cuddriceps de ratones mdx
tratados con PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM04225) para diferentes
puntos de tiempo [7 dias (5A), 30 dias (5B), 60 dias (5C) vy
90 dias (5D)].

[0035] La figura 6A proporciona una grafica de lineas

que representa el porcentaje de distrofina de tipo silvestre
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inducido por PMO (PM04225) o PPMO (PPM04225) en el cuadriceps
de ratones mdx a lo largo de 90 dias después de la inyeccidn,
determinado mediante andlisis de transferencia de Western.

[0036] La figura 6B proporciona una grafica de lineas
que representa el porcentaje de omisidén del exdn 23 inducido
por PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) en el cuadriceps de
ratones mdx a lo largo de 90 dias después de la inyeccidn,
determinado mediante RT-PCR.

[0037] Las figuras TA-7D proporcionan imagenes
representativas de andlisis de transferencia de Western que
miden la proteina distrofina en el diafragma de ratones mdx
tratados con PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) para diferentes
puntos de tiempo [7 dias (7A), 30 dias (7B), 60 dias (7C) y
90 dias (7D)].

[0038] La figura 8A proporciona una grafica de lineas
que representa el porcentaje de distrofina de tipo silvestre
inducido por PMO (PM04225) o PPMO (PPM0O4225) en el diafragma
de ratones mdx a lo largo de 90 dias después de la inyecciédn,
determinado mediante andlisis de transferencia de Western.

[0039] La figura 8B proporciona una grafica de lineas
que representa el porcentaje de omisidén del exdn 23 inducido
por PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) en el diafragma de
ratones mdx a lo largo de 90 dias después de la inyeccién,
determinado mediante RT-PCR.

[0040] Las figuras 9A-9D proporcionan imé&genes
representativas de andlisis de transferencia de Western que
miden la proteina distrofina en el corazdén de ratones mdx
tratados con PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) para diferentes
puntos de tiempo [7 dias (9A), 30 dias (9B), 60 dias (9C) vy
90 dias (9D)].

[0041] La figura 10A proporciona una grafica de lineas
que representa el porcentaje de distrofina de tipo silvestre

inducido por PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM04225) en el corazdn
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de ratones mdx a lo largo de 90 dias después de la inyeccidn,
determinado mediante andlisis de transferencia de Western.

[0042] La figura 10B proporciona una grafica de lineas
que representa el porcentaje de omisidén del exdn 23 inducido
por PMO (PM04225) o PPMO (PPM0O4225) en el corazdn de ratones
mdx a lo largo de 90 dias después de la inyeccibdn,
determinado mediante RT-PCR.

[0043] La figura 11 proporciona un analisis de
inmunohistoquimica que muestra distrofina en el cuadriceps
izquierdo de ratones mdx inducida por PMO (PM0O4225) o PPMO
(PPM04225) .

[0044] Las figuras 12A-B proporcionan imagenes
representativas de andlisis de transferencia de Western que
miden la proteina distrofina en el corazdn de ratones mdx
tratados con PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) para diferentes
dosis: 40 mg/kg, 80 mg/kg y 120 mg/kg.

[0045] La figura 13 proporciona un diagrama de barras
que representa el porcentaje de distrofina de tipo silvestre
inducida mediante PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) en el
corazén de ratones mdx, determinado mediante anédlisis de
transferencia de Western 30 dias después de la inyeccidn a
diferentes dosis: 40 mg/kg, 80 mg/kg y 120 mg/kg.

[0046] Las figuras 14A-B proporcionan imé&genes
representativas de andlisis de transferencia de Western que
miden la proteina distrofina en el diafragma de ratones mdx
tratados con PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) para diferentes
dosis: 40 mg/kg, 80 mg/kg y 120 mg/kg.

[0047] La figura 15 proporciona un diagrama de barras
que representa el porcentaje de distrofina de tipo silvestre
inducida mediante PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) en el
diafragma de ratones mdx, determinado mediante analisis de
transferencia de Western 30 dias después de la inyeccidn a

diferentes dosis: 40 mg/kg, 80 mg/kg y 120 mg/kg.
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[0048] Las figuras 16A-B proporcionan imagenes
representativas de analisis de transferencia de Western que
miden la proteina distrofina en el cuddriceps de ratones mdx
tratados con PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM04225) para diferentes
dosis: 40 mg/kg, 80 mg/kg y 120 mg/kg.

[0049] La figura 17 proporciona un diagrama de barras
que representa el porcentaje de distrofina de tipo silvestre
inducida mediante PMO (PM0O4225) o PPMO (PPM0O4225) en el
cuddriceps de ratones mdx, determinado mediante andlisis de
transferencia de Western 30 dias después de la inyeccidn a
diferentes dosis: 40 mg/kg, 80 mg/kg y 120 mg/kg.

[0050] La figura 18 muestra los ciclos de acoplamiento
llevados a cabo mediante el método de sintesis B de PMO.

[0051] La figura 19 ©proporciona un analisis de
inmunohistoquimica que muestra la distrofina y laminina en
diafragma y corazdédn de ratdn mdx inducida por PPMO (PPM04225)
en comparacidén con suero salino en ratones mdx y ratones de
tipo silvestre.

[0052] La figura 20 proporciona una grafica de lineas
que muestra el porcentaje de omisidén del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se mididé el porcentaje
de omisidén del exdn 53 de muestras de masculo del cuédriceps,
determinado mediante RT-PCR.

[0053] La figura 21 proporciona una grafica de lineas
que muestra el porcentaje de omisidén del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se mididé el porcentaje
de omisidén del exdn 53 de muestras de misculo del diafragma,
determinado mediante RT-PCR.

[0054] La figura 22 proporciona una grafica de lineas
gue muestra el porcentaje de omisidén del exdn 53 en primates

no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
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durante cuatro semanas a varias dosis. Se midid el porcentaje
de omisidén del exd4n 53 de muestras de misculo del corazdn,
determinado mediante RT-PCR.

[0055] La figura 23 proporciona una grafica de lineas
que muestra el porcentaje de omisidn del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se midid el porcentaje
de omisidén del exdn 53 de muestras de masculo del biceps,
determinado mediante RT-PCR.

[0056] La figura 24 proporciona una grafica de lineas
que muestra el porcentaje de omisidn del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se midid el porcentaje
de omisidén del exdédn 53 de muestras de musculo del deltoides,
determinado mediante RT-PCR.

[0057] La figura 25 proporciona una grafica de lineas
que muestra el porcentaje de omisidén del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se mididé el porcentaje
de omisidén del exdn 53 de muestras de misculo de la aorta,
determinado mediante RT-PCR.

[0058] La figura 26 proporciona una grafica de lineas
gue muestra el porcentaje de omisidén del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se mididé el porcentaije
de omisidén del exdédn 53 de muestras de misculo del duodeno,
determinado mediante RT-PCR.

[0059] La figura 27 proporciona una grafica de lineas
gue muestra el porcentaje de omisidén del exdn 53 en primates
no humanos tratados con PMO n.° 1 o PPMO n.° 1 semanalmente
durante cuatro semanas a varias dosis. Se mididé el porcentaje
de omisidén del exdén 53 de muestras de musculo del colon,

determinado mediante RT-PCR.



10

15

20

25

30

18

[0060] La figura 28 proporciona un diagrama de barras
del porcentaje de omisidén del exdn 53 en miotubos humanos
sanos mediante PMO n.° 1 y PPMO n.° 1 a diversas
concentraciones 96 horas después del tratamiento, medido
mediante RT-PCR. Las barras de error representan la media %
DT.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

[0061] Las realizaciones de la presente divulgacidn se
refieren, en general, a conjugados de oligbémero antisentido
mejorados y a métodos de uso de los mismos, gque estéan
especificamente disefiados para inducir la omisidén de exones
en el gen de distrofina humano. La distrofina desempefia un
papel vital en la funcidén muscular, y diversas enfermedades
relacionadas con los musculos se caracterizan por formas
mutadas de este gen. Por lo tanto, en ciertas realizaciones,
los conjugados de oligbmero antisentido mejorados descritos
en el presente documento inducen la omisidén de exones en
formas mutadas del gen de distrofina humano, tales como los
genes de distrofina mutados encontrados en la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker
(BMD) .

[0062] Debido a los eventos de corte y empalme de ARNm
aberrantes provocados por mutaciones, estos genes de
distrofina humanos mutados o bien expresan la proteina
distrofina defectuosa o no expresan en absoluto cantidades
medibles de distrofina, una afeccidén que ocasiona varias
formas de distrofia muscular. Para remediar esta afecciédn,
los conjugados de oligébmero antisentido de la presente
divulgacidén hibridan con regiones seleccionadas de un ARNm
pre-procesado de un gen de distrofina humano mutado, inducen
la omisidén de exones y el corte y empalme diferencial en
dicho ARNm de distrofina cortado y empalmado de manera por

lo deméds aberrante y de este modo, permiten a las células
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musculares producir un transcrito de ARNm que codifica una
proteina distrofina funcional. En ciertas realizaciones, la
proteina distrofina resultante no es necesariamente la forma
de "tipo silvestre" de distrofina, sino que es una forma
truncada, aunque funcional, de distrofina.

[0063] Al aumentar los niveles de proteina distrofina
funcional en células musculares, estas realizaciones y otras
relacionadas son Utiles en la profilaxis y el tratamiento de
la distrofia muscular, especialmente aquellas formas de
distrofia muscular, tales como DMD y BMD, que se caracterizan
por la expresiédn de proteinas distrofina defectuosas debido
al corte y empalme aberrante de ARNm. Los conjugados de
oligbmero antisentido especificos descritos en el presente
documento proporcionan ademas direccionamiento especifico a
exones de distrofina mejorado frente a otros oligdmeros y de
este modo, ofrecen ventajas significativas vy préacticas
frente a métodos alternativos para tratar formas relevantes
de distrofia muscular.

[0064] Por 1lo tanto, la divulgacidén se refiere a
conjugados de oligémero antisentido gque comprenden:

un oligdémero antisentido de 25 subunidades de longitud
capaz de unirse a una diana seleccionada para inducir 1la
omisién del exdédn en el gen de distrofina humano, en donde el
oligbémero antisentido comprende una secuencia de bases que
es complementaria a una regidén diana del exdn 53 del pre-
ARNm de distrofina designado como un sitio de hibridacién;
Yy

un péptido penetrante en células (CPP) conjugado al
oligbmero antisentido mediante un resto enlazador.

[0065] En algunas realizaciones, el sitio de
hibridacién es H53A(+36+60) .

[0066] En algunas realizaciones, las bases del

oligbmero antisentido estédn unidas a estructuras de anillo
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de morfolino, en donde las estructuras de anillo de morfolino
estdn unidas mediante enlaces entre subunidades que
contienen fésforo que unen un nitrégeno de morfolino de una
estructura de anillo a un carbono exociclico 5' de una
estructura de anillo adyacente. En ciertas realizaciones, el
péptido penetrante en células es Rg y el resto enlazador es
una glicina. En algunas realizaciones, el oligdmero
antisentido comprende la secuencia de bases designada como
SEQ ID NO: 1, en donde cada Dbase de timina (T) es
opcionalmente una base de uracilo (U).

[0067] A menos que se definan de otro modo, todos los
términos técnicos y cientificos wusados en el ©presente
documento tienen el mismo significado cominmente entendido
por los expertos habituales en la materia a la que pertenece
la divulgacidén. Aunque se pueden usar cualesquiera métodos
y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o el ensayo de la presente
divulgacién, se describen métodos y materiales preferidos.
A efectos de la presente divulgacién, se definen a
continuacién los siguientes términos.

I. Definiciones

[0068] Por "aproximadamente" se entiende una cantidad,
nivel, wvalor, nUmero, frecuencia, porcentaje, dimensiodn,
tamafio, cantidad, peso o longitud gque varia hasta un 30, 25,
20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1% respecto de una
cantidad, nivel, wvalor, numero, frecuencia, porcentaje,
dimensién, tamafio, peso o longitud de referencia.

[0069] El término "alguilo", como se usa en el presente
documento, a menos que se especifique otra cosa, se refiere
a un hidrocarburo lineal o ramificado saturado. En ciertas
realizaciones, el grupo alquilo es un hidrocarburo primario,
secundario o terciario. En ciertas realizaciones, el grupo

alquilo incluye de uno a diez atomos de carbono, es decir,
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alquilo de C; a Cig. En ciertas realizaciones, el grupo
alquilo incluye de uno a seis &tomos de carbono, es decir,
alquilo de C; a Cy4. En ciertas realizaciones, el grupo alquilo
se selecciona entre el grupo que consiste en metilo, CFj,
CCls, CFCl,, CF,Cl, etilo, CH,CF;, CF,CF3, propilo, isopropilo,
butilo, isobutilo, sec-butilo, t-butilo, pentilo,
isopentilo, neopentilo, hexilo, isohexilo, 3-metilpentilo,
2,2-dimetilbutilo y 2,3-dimetilbutilo. E1l término incluye
grupos algquilo tanto sustituidos como no sustituidos,
incluyendo grupos alquilo halogenados. En ciertas
realizaciones, el grupo alquilo es un grupo alquilo fluorado.
Los ejemplos no limitantes de restos con los que puede
sustituirse el grupo alquilo se seleccionan entre el grupo
que consiste en haldégeno (fluoro, cloro, bromo o vyodo),
hidroxilo, amino, alquilamino, arilamino, alcoxi, ariloxi,
nitro, c¢iano, &cido sulfdénico, sulfato, &cido fosfdédnico,
fosfato o fosfonato, ya estén sin proteger o protegidos segln
sea necesario, como es sabido por los expertos en la materia,
por ejemplo, como se ensefla en Greene, et al., Protective
Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, Segunda
Edicién, 1991, por la presente incorporado por referencia.
[0070] "Susceptible a la omisidén del exdn 53", como se
usa en el presente documento con respecto a un sujeto o
paciente, pretende incluir sujetos y pacientes que tienen
una o mas mutaciones en el gen de distrofina gque, en ausencia
de la omisidén del exdédn 53 del pre-ARNm de distrofina, provoca
que el marco de lectura se encuentre fuera de marco,
alterando de este modo la traduccién del pre-ARNm, lo que
provoca que el sujeto o paciente sea incapaz de producir
distrofina funcional o semifuncional. Los ejemplos de
mutaciones en el gen de distrofina que son susceptibles a la
omisién del exén 53 incluyen, por ejemplo, la eliminacidn

de: los exones 42 a 52, los exones 45 a 52, los exones 47
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a 52, los exones 48 a 52, los exones 49 a 52, los exones 50
a 52 o el exbébn 52. La determinacidn de si un paciente tiene
una mutacidén en el gen de distrofina que es susceptible a
omisidén de un exdn se encuentra dentro de las capacidades de
un experto en la materia (véase, por ejemplo, Aartsma-Rus et
al. (2009) Hum Mutat. 30:293-299; Gurvich et al., Hum Mutat.
2009; 30(4) 633-640; y Fletcher et al. (2010) Molecular
Therapy 18 (6) 1218-1223.).

[0071] E1 término "oligbmero", como se usa en el
presente documento, se refiere a una secuencia de subunidades
conectadas mediante enlaces entre subunidades. En ciertos
casos, el término "oligdémero" se usa en referencia a un
"oligbébmero antisentido". Para los "oligdmeros antisentido",
cada subunidad consiste en: (i) un aztcar de ribosa o un
derivado del mismo; y (ii) una nucleobase unida a la misma,
de tal forma gque el orden de los restos de emparejamiento de
bases forma una secuencia de bases que es complementaria a
una secuencia diana en un acido nucleico (normalmente un
ARN) mediante emparejamiento de bases de Watson-Crick, para
formar un heteroduplex de &cido nucleico:oligbmero en la
secuencia diana, a condicidén de que la subunidad, el enlace
entre subunidades o ambos sean de origen no natural. En
ciertas realizaciones, el oligbémero antisentido es un PMO.
En otras realizaciones, el oligémero antisentido es un 2'-
O-metil fosforotioato. En otras realizaciones, el oligdbmero
antisentido de la divulgacién es un acido nucleico peptidico
(PNA), un &cido nucleico bloqueado (LNA) o un acido nucleico
puenteado (BNA), tal como un Aacido nucleico con puente de
2'-0,4'"-C-etileno (ENA). En el presente documento se
describen realizaciones ejemplares adicionales.

[0072] Los términos "complementario" %
"complementariedad" se refieren a dos o méds oligémeros (es

decir, comprendiendo cada uno una secuencia de nucleobases)
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que estadn relacionados entre si por las reglas de
emparejamiento de bases de Watson-Crick. Por ejemplo, la
secuencia de nucleobases "T-G-A (5'23')" es complementaria
a la secuencia de nucleobases "A-C-T (3'» 5')." lLa
complementariedad puede ser "parcial", en la qgque menos de
todas las nucleobases de una secuencia de nucleobases dada
coinciden con la otra secuencia de nucleobases segun 1las
reglas de emparejamiento de bases. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la complementariedad entre una secuencia de
nucleobases dada y la otra secuencia de nucleobases puede
ser de aproximadamente el 70%, aproximadamente el 75%,
aproximadamente el 80%, aproximadamente el 85%,
aproximadamente el 90% o aproximadamente el 95%. 0O, puede
haber una complementariedad "completa" o "perfecta”" (100%)
entre una secuencia de nucleobases dada y la otra secuencia
de nucleobases para continuar el ejemplo. El grado de
complementariedad entre las secuencias de nucleobases tiene
efectos significativos sobre la eficiencia y concentracidn
de la hibridacién entre las secuencias.

[0073] Las expresiones "cantidad eficaz" y "cantidad
terapéuticamente eficaz" se usan indistintamente en el
presente documento y se refieren a una cantidad de compuesto
terapéutico, tal como un oligbdbmero antisentido, administrada
a un sujeto mamifero, ya sea como una sola dosis o como parte
de una serie de dosis, que es eficaz para producir un efecto
terapéutico deseado. Para un oligbmero antisentido, este
efecto se provoca normalmente inhibiendo la traduccidén o el
procesamiento de corte y empalme natural de una secuencia
diana seleccionada o produciendo una cantidad clinicamente
significativa de distrofina (significacién estadistica).

[0074] En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es
de al menos 10 mg/kg o de al menos 20 mg/kg de una composicidn

que incluye un oligdbmero antisentido durante un periodo de
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tiempo para tratar al sujeto. En algunas realizaciones, una
cantidad eficaz es de al menos 20 mg/kg de una composicidn
que incluye un oligdbmero antisentido para aumentar el numero
de fibras positivas para distrofina en un sujeto hasta al
menos un 20% de la normalidad. En ciertas realizaciones, una
cantidad eficaz es de 10 mg/kg o de al menos 20 mg/kg de una
composicidén que incluye un oligbmero antisentido para
estabilizar, mantener o mejorar la distancia de marcha desde
un déficit del 20%, por ejemplo, en una 6 MWT, en un paciente,
en relacidén con un igual sano. En diversas realizaciones,
una cantidad eficaz es de al menos 10 mg/kg a aproximadamente
30 mg/kg, de al menos 20 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg,
de aproximadamente 25 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg o de
aproximadamente 30 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg. En
algunas realizaciones, una cantidad eficaz es de
aproximadamente 10 mg/kg, aproximadamente 20 mg/ kg,
aproximadamente 30 mg/kg o aproximadamente 50 mg/kg. En otro
aspecto, una cantidad eficaz es de al menos aproximadamente
10 mg/kg, aproximadamente 20 mg/kg, aproximadamente 25
mg/kg, aproximadamente 30 mg/kg o de aproximadamente 30 mg/kg
a aproximadamente 50 mg/kg, durante al menos 24 semanas, al
menos 36 semanas o al menos 48 semanas, para de este modo
aumentar el numero de fibras positivas para distrofina en un

sujeto hasta al menos un 20%, aproximadamente un 30%,

aproximadamente un 40%, aproximadamente un 50%,
aproximadamente un 60%, aproximadamente un 70%,
aproximadamente un 80%, aproximadamente un 90%,

aproximadamente un 95% de la normalidad y estabilizar o
mejorar la distancia de marcha desde un déficit del 20%, por
ejemplo, en una 6 MWT, en el paciente en relacidén con un
igual sano. En algunas realizaciones, el tratamiento aumenta
el numero de fibras positivas para distrofina hasta un 20-

60% o un 30-50% de la normalidad en el paciente.
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[0075] "Potenciar" o "potenciando" o "aumentar" o
"aumentando" o "estimular" o "estimulando" se refiere
generalmente a la capacidad de uno o méas conjugados de
oligbmero antisentido o composiciones farmacéuticas para
producir o provocar una respuesta fisioldgica mayor (es
decir, efectos aguas abajo) en una célula o un sujeto, en
comparacidén con la respuesta provocada por o bien un
conjugado de oligbmero no antisentido o un compuesto de
control. Una mayor respuesta fisioldgica puede incluir
expresidén aumentada de una forma funcional de una proteina
distrofina o actividad bioldégica aumentada relacionada con
distrofina en el tejido muscular, entre otras respuestas
evidentes a partir de la comprensién en la técnica y la
descripcidén en el presente documento. E1l aumento de 1la
funcidén muscular puede medirse también, incluyendo aumentos
o mejoras en la funcidén muscular en aproximadamente un 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%,
15%, 1lo6%, 17%, 18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 100%. También
puede medirse el porcentaje de fibras musculares que expresa
una distrofina funcional, incluyendo expresidén aumentada de
distrofina en aproximadamente un 1%, 2%, 5%, 15%, 16%, 17%,
18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o 100% de 1las fibras
musculares. Por ejemplo, se ha mostrado que puede producirse
alrededor de un 40% de mejora de la funcidén muscular si el
25-30% de las fibras expresan distrofina (véase, por ejemplo,
DelloRusso et al, Proc Natl Acad Sci USA 99: 12979-12984,
2002) . Una cantidad "aumentada" o "potenciada" es
normalmente una cantidad "estadisticamente significativa",
y puede incluir un aumento que es 1.1, 1.2, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o més veces (por ejemplo,

500, 1000 wveces) (incluyendo todos los numeros enteros vy
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puntos decimales entre medias y por encima de 1), por
ejemplo, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, etc.) la cantidad producida sin
conjugado de oligdémero antisentido (la ausencia de un agente)
O un compuesto de control.

[0076] Tal como se usan en el presente documento, los
términos "funcidén" y "funcional" y similares se refieren a
una funcidén bioldbgica, enzimatica o terapéutica.

[0077] Una proteina distrofina "funcional" se refiere
en general a una proteina distrofina gque tiene suficiente
actividad Dbioldgica como para reducir la degradacidn
progresiva del tejido muscular gque por lo demds es
caracteristica de 1la distrofia muscular, normalmente en
comparacién con la forma alterada o "defectuosa" de proteina
distrofina que estad presente en determinados sujetos con DMD
o BMD. En determinadas realizaciones, una proteina
distrofina funcional puede tener aproximadamente un 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o 100% (incluyendo
todos los numeros enteros intermedios) de la actividad
bioldégica in vitro o in vivo de la distrofina de tipo
silvestre, medida segun técnicas rutinarias en la técnica.
Como ejemplo, la actividad relacionada con distrofina en
cultivos musculares in vitro puede medirse segun el tamafio
de los miotubos, la organizacidén (o desorganizaciédn) de las
miofibrillas, 1la actividad contractil vy 1la agrupacién
espontdnea de receptores de acetilcolina (véase, por
ejemplo, Brown et al., Journal of Cell Science. 112:209-21¢6,
1999). Los modelos animales son también recursos valiosos
para estudiar la patogenia de la enfermedad, y proporcionan
un medio para someter a prueba la actividad relacionada con
distrofina. Dos de los modelos animales mas ampliamente
usados para la investigacidén de DMD son el ratén mdx y el
perro golden retriever con distrofia muscular (GRMD), ambos

de los cuales son negativos para distrofina (véase, por
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ejemplo, Collins & Morgan, Int J Exp Pathol 84: 165-172,
2003) . Estos y otros modelos animales pueden usarse para
medir la actividad funcional de diversas ©proteinas
distrofina. Se incluyen formas truncadas de distrofina,
tales como aquellas formas que se producen después de la
administracién de algunos de los conjugados de oligdmero
antisentido que omiten exones de la presente divulgacidn.

[0078] Las expresiones "emparejamiento errdéneo" o
"emparejamientos errdneos" se refieren a una o mas
nucleobases (ya sean contiguas o estén separadas) en una
secuencia de nucleobases del oligbmero que no se emparejan
con un pre-ARNm diana de acuerdo con las reglas de
emparejamiento de bases. Aungue normalmente se desea una
complementariedad perfecta, algunas realizaciones pueden
incluir uno o més, pero preferentemente 6, 5, 4, 3, 2 o1
emparejamientos errbdéneos con respecto al pre-ARNm diana. Se
incluyen variaciones en cualquier ubicacidén en el oligdbmero.
En ciertas realizaciones, los conjugados de oligdémero
antisentido de la divulgacidén incluyen variaciones en la
secuencia de nucleobases prdximas a las variaciones de los
extremos en el interior y en caso de estar presentes, se
encuentran normalmente a aproximadamente 6, 5, 4, 3, 2 o1
subunidades de los extremos 5' y/o 3'.

[0079] Los términos "morfolino", "oligbmero de
morfolino" 'y  "PMO" se refieren a un oligbémero de
fosforodiamidato de morfolino de la siguiente estructura

general:
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y como se describe en la figura 2 de Summerton, J., et al.,
Antisense & Nucleic Acid Drug Development, 7: 187-195 (1997).
Los morfolinos como se describen en el presente documento
incluyen todos los estereoisdmeros vy tautdmeros de la
estructura general anterior. La sintesis, las estructuras y
las caracteristicas de unién de los oligbmeros de morfolino
se detallen en las Patentes de los Estados Unidos n.°:
5,698,685; 5,217,866; 5,142,047; 5,034,506; 5,166,315;
5,521,063; 5,506,337; 8,076,476; vy 8,299,206; todas las
cuales se incorporan al presente documento por referencia.
[0080] En determinadas realizaciones, un morfolino estéa
conjugado en el extremo 5' o 3' del oligbmero con un resto

de "cola" para aumentar su estabilidad y/o solubilidad. Las

colas a modo de ejemplo incluyen:

(0] (0]
HO 3 o) NH,
N
HsC

N

O——=P——N(CHj3),

m\f ; \ﬁg

[0081] De 1los anteriores restos de cola ejemplares,

OH

"TEG" o "EG3" se refiere al siguiente resto de cola:

.

O=——=P——N(CHj3),

l\;
[0082] De 1los anteriores restos de cola ejemplares,

"GT" se refiere al siguiente resto de cola:
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H3C
\N

O—P_N(CH3)2
o

Y

[0083] Como se wusan en el presente documento, 1los
términos "-G-Rg" y "-G-R¢—Ac" se usan indistintamente y se
refieren a un resto peptidico conjugado a un oligdbmero
antisentido de la divulgacién. En diversas realizaciones,
"G" representa un resto de glicina conjugado a "R¢" mediante
un enlace amida y cada "R" representa un resto de arginina
conjugado entre si mediante enlaces amida, de tal forma que
"Rg" significa seis (6) restos de arginina conjugados entre
si mediante enlaces amida. Los restos de arginina pueden
tener cualquier estereoconfiguracién, por ejemplo, 1los
restos de arginina pueden ser restos de L-arginina, restos
de D-arginina o una mezcla de restos de D y L-arginina. En
ciertas realizaciones, "-G-Rg" o "-G-R¢-Ac" estd conjugado
al nitrégeno de anillo de morfolina de la subunidad de
morfolino mas prdéxima a 3' de un oligbémero antisentido de
PMO de la divulgacién. En algunas realizaciones, "-G-Rg" o
"-G-Rg-Ac" se conjuga al extremo 3' de un oligbmero

antisentido de la divulgacién y es de la siguiente férmula:
QT/NHZ HNQT/NHQ HNQT/NHz

//[/NH NH NH
Q o //J/o //J/o
N X N z
N



10

15

20

25

30

30

.6HCl1
HN HN HN
HzN/gNH HZN/gNH HZN/&NH
[0084] Los términos o expresiones "nucleobase" (Nu),
"resto de emparejamiento de bases" o "base" se usan

indistintamente para hacer referencia a una base de purina
O pirimidina encontrada en el ADN o ARN de origen natural o
"nativo" (por ejemplo, uracilo, timina, adenina, citosina vy
guanina), asi como a anadlogos de estas purinas y pirimidinas
de origen natural. Estos analogos pueden conferir
propiedades mejoradas, tales como afinidad de unidén, al
oligbébmero. Los andlogos ejemplares incluyen hipoxantina (el
componente de base de inosina); 2,6-diaminopurina; 5-metil
citosina; pirimidinas modificadas con CS5-propinilo; 10-(9-
(aminoetoxi) fenoxazinilo) (pinza de G) y similares.

[0085] Los ejemplos adicionales de restos de
emparejamiento de bases incluyen, pero sin limitaciédn,
uracilo, timina, adenina, citosina, guanina e hipoxantina
(inosina) que tienen sus grupos amino respectivos protegidos
mediante grupos protectores de acilo, 2-fluorouracilo, 2-
fluorocitosina, 5-bromouracilo, 5-yodouracilo, 2, 06—
diaminopurina, azacitosina, andlogos de pirimidina, tales
como seudoisocitosina y seudouracilo y otras nucleobases
modificadas, tales como purinas 8-sustituidas, xantina o
hipoxantina (siendo estas dos uUltimas los productos de
degradacién naturales). También se contemplan las
nucleobases modificadas divulgadas en: Chiu y Rana, RNA,

2003, 9, 1034-1048; Limbach et al. Nucleic Acids Research,
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1994, 22, 2183-2196; y Revankar y Rao, Comprehensive Natural
Products Chemistry, wvol. 7, 313; cuyos contenidos se
incorporan al presente documento por referencia.

[0086] Los ejemplos adicionales de restos de
emparejamiento de bases incluyen, pero sin limitaciédn,
nucleobases de tamafio expandido en las que se han afiadido
uno o mas anillos de benceno. Los reemplazos de bases de
dcido nucleico descritos en: el catdlogo de Glen Research
(www.glenresearch.com); Krueger AT et al., Acc. Chem. Res.,
2007, 40, 141-150; Kool, ET, Acc. Chem. Res., 2002, 35, 936-
943; Benner S.A., et al., Nat. Rev. Genet., 2005, 6, 553-
543; Romesberg, F.E., et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 2003,
7, 723-733; y Hirao, I., Curr. Opin. Chem. Biol., 2006, 10,
622-627; cuyos contenidos se incorporan al presente
documento por referencia, se contemplan como Utiles en los
conjugados de oligbébmero antisentido descritos en el presente
documento. Los ejemplos de nucleobases de tamafio expandido
incluyen aquellas mostradas mas adelante, asi como formas

tautoméricas de las mismas.

NH, o o
N SN N NH NH
¢ J ¢ m
N N N N “NH; N~ ~0
.., .., H
NH, NH 0
SN N)§N NJ\NH

f\z\
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[0087] Las frases "administracidn parenteral” y
"administrado por via parenteral" tal como se usan en el
presente documento significan modos de administracidn
distintos de administracidén entérica y tdépica, habitualmente
mediante inyeccidén, e incluyen, sin limitacidén, infusidn e
inyeccidn intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca,
intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcuténea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea,
intraespinal e intraesternal.

[0088] Para mayor claridad, 1las estructuras de 1la
divulgacién que incluyen, por ejemplo, la fédrmula (IV), son
continuas de 5' a 3' vy, por comodidad de representar la
estructura completa en una forma compacta, se han incluido
varias interrupciones de la ilustracidén marcadas como
"INTERRUPCION A", "INTERRUPCION B" e "INTERRUPCION C". Tal
como entenderia el experto en la materia, por ejemplo, cada
indicacién de "INTERRUPCION A" muestra una continuacién de
la ilustracidén de la estructura en estos puntos. El experto
en la materia entiende que esto mismo es cierto para cada
aparicién de "INTERRUPCION B" y para "INTERRUPCION C" en las
estructuras anteriores. Sin embargo, ninguna de las
interrupciones en la ilustracidén pretende indicar, ni el
experto en la técnica entenderia que significaran, una
discontinuacidén real de la estructura anterior.

[0089] Tal como se usa en el presente documento, un

conjunto de corchetes usados dentro de una férmula
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estructural indican que la caracteristica estructural entre
los corchetes se repite. En algunas realizaciones, 1los
paréntesis usados pueden ser "[" y "]", y en determinadas
realizaciones, los paréntesis usados para indicar
caracteristicas estructurales que se repiten pueden ser " ("
y ")". En algunas realizaciones, el numero de iteraciones de
repeticidén de la caracteristica estructural entre 1los
corchetes es el numero indicado fuera de los corchetes tal
como 2, 3, 4, 5, 6, 7, y asi sucesivamente. En diversas
realizaciones, el nUmero de iteraciones de repeticidén de la
caracteristica estructural entre los corchetes se indica
mediante una variable indicada fuera de los corchetes tal
como "z".

[0090] Como se usa en el presente documento, un enlace
lineal o un enlace ondulado representado hacia un atomo de
carbono o fésforo gquiral en una férmula estructural indica
que la estereoquimica del carbono o fésforo quiral estéa
indefinida y se pretende incluir todas las formas del centro

quiral. A continuacidén se representan ejemplos de dichas

ilustraciones.
o
O
(0] Nu
N N
= >
N O=——P——N(CHs), ~. P

[0091] La frase "farmacéuticamente aceptable" significa
que la sustancia o composicidén debe ser compatible, quimica
y/0 toxicoldgicamente, con los otros componentes qgue
comprenden una formulacidn, y/o el sujeto que estéd traténdose

con la misma.
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[0092] La frase "portador farmacéuticamente aceptable",
como se usa en el presente documento, significa una carga,
diluyente, material de encapsulado o adyuvante de
formulacidén no tdéxico, sbdélido, semisdlido o liquido inerte
de cualquier tipo. Algunos ejemplos de materiales que pueden
servir como portadores farmacéuticamente aceptables son:
azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones,
tales como almidén de maiz y almiddédn de patata; celulosa y
sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio,
etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo;
malta; gelatina; talco; excipientes, tales como manteca de
cacao y ceras para supositorio; aceites, tales como aceite
de cacahuete, aceite de algoddn, aceite de cartamo, aceite
de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja;
glicoles, tales como propilenglicol; ésteres, tales como
oleato de etilo vy laurato de etilo; agar; agentes
tamponadores, tales como hidréxido de magnesio e hidroéxido
de aluminio; 4&cido alginico; agua despirogenada; suero
salino disotdédnico; solucién de Ringer; alcohol etilico;
soluciones de tampdén fosfato; lubricantes compatibles no
téxicos, tales como laurilsulfato de sodio y estearato de
magnesio; agentes colorantes; agentes de liberacidn; agentes
de recubrimiento; agentes edulcorantes; agentes
aromatizantes; agentes perfumantes; conservantes; 4
antioxidantes; de acuerdo con el criterio del formulador.

[0093] E1 término "restauracidédn", con respecto a 1la
sintesis o la produccidén de distrofina, se refiere en general
a la produccién de una proteina distrofina, incluyendo formas
truncadas de distrofina en un paciente con distrofia muscular
después del tratamiento con un conjugado de oligdémero
antisentido descrito en el presente documento. En algunas
realizaciones, el tratamiento da como resultado un aumento

en la produccién novedosa de distrofina en un paciente en un
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1%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o 100%
(incluyendo todos los numeros enteros intermedios). En
algunas realizaciones, el tratamiento aumenta el numero de

fibras positivas para distrofina hasta al menos

aproximadamente un 20%, aproximadamente un 30%,
aproximadamente un 40%, aproximadamente un 50%,
aproximadamente un 60%, aproximadamente un 70%,
aproximadamente un 80%, aproximadamente un 90% o)

aproximadamente un 95% hasta un 100% de la normalidad en el
sujeto. En otras realizaciones, el tratamiento aumenta el
numero de fibras positivas ©para distrofina hasta de
aproximadamente un 20% a aproximadamente un 60% o de
aproximadamente un 30% a aproximadamente un 50% de la
normalidad en el sujeto. El porcentaje de fibras positivas
para distrofina es un paciente tras el tratamiento puede
determinarse mediante una biopsia muscular usando técnicas
conocidas. Por ejemplo, puede tomarse una biopsia muscular
de un musculo adecuado, tal como el mUsculo biceps braguial
de un paciente.

[0094] E1 anadlisis del porcentaje de fibras positivas
para distrofina puede realizarse antes del tratamiento y/o
después del tratamiento o en puntos de tiempo a lo largo de
todo el transcurso del tratamiento. En algunas
realizaciones, se toma una biopsia después del tratamiento
del musculo contralateral con respecto a la biopsia antes
del tratamiento. Puede llevarse a cabo el analisis de la
expresién de distrofina antes y después del tratamiento
usando cualquier ensayo adecuado para distrofina. En algunas
realizaciones, la deteccidén inmunohistogquimica se realiza
sobre secciones tisulares a partir de la biopsia muscular
usando un anticuerpo gue es un marcador para distrofina, tal
como un anticuerpo monoclonal o policlonal. Por ejemplo,

puede usarse el anticuerpo MANDYS106 gque es un marcador
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altamente sensible para distrofina. Puede usarse cualquier
anticuerpo secundario adecuado.

[0095] En algunas realizaciones, el porcentaje de
fibras positivas para distrofina se calcula dividiendo el
numero de fibras positivas entre las fibras totales contadas.
Muestras de misculo normal tienen un 100% de fibras positivas
para distrofina. Por tanto, el porcentaje de fibras positivas
para distrofina puede expresarse como un porcentaje de 1lo
normal. Para controlar respecto de la presencia de niveles
traza de distrofina en el mGsculo antes del tratamiento, asi
como fibras revertientes, puede establecerse un valor basal
usando secciones de musculos antes del tratamiento de un
paciente cuando se cuentan fibras positivas para distrofina
en misculos después del tratamiento. Esto puede usarse como
umbral para contar fibras positivas para distrofina en
secciones de musculo después del tratamiento en ese paciente.
En otras realizaciones, también pueden usarse secciones
tisulares tefiidas con anticuerpos para la cuantificacidédn de
distrofina wusando el software de andlisis de imégenes
Bioquant (Bioquant Image Analysis Corporation, Nashville,
TN) . La intensidad de sefial de fluorescencia de distrofina
total puede notificarse como un porcentaje de lo normal.
Ademéds, puede usarse andlisis de inmunotransferencia de tipo
Western con anticuerpos monoclonales o policlonales anti-
distrofina para determinar el porcentaje de fibras positivas
para distrofina. Por ejemplo, puede usarse el anticuerpo
anti-distrofina NCL-Dysl de Leica Biosystems. También puede
analizarse el porcentaje de fibras positivas para distrofina
determinando la expresidén de los componentes del complejo de
sarcoglucano (B,y) y/o NOS neuronal.

[0096] En algunas realizaciones, el tratamiento con
conjugados de oligémero antisentido de la divulgacién frena

o reduce la disfuncidén muscular y/o insuficiencia
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respiratoria progresiva en pacientes con DMD que se esperaria
sin tratamiento. En algunas realizaciones, el tratamiento
con un conjugado de oligdmero antisentido de la divulgacidn
puede reducir o eliminar la necesidad de respiracién
artificial que podria esperarse sin tratamiento. En algunas
realizaciones, las mediciones de la funcidn respiratoria
para seguir el transcurso de la enfermedad, asi como la
evaluacién de las posibles intervenciones terapéuticas,
incluyen la presiédn inspiratoria méxima (MIP), presidn
espiratoria méxima (MEP) y capacidad vital forzada (FVC).
MIP y MEP miden el nivel de presidén que una persona puede
generar durante la inhalacidén y exhalacidén, respectivamente,
y son medidas sensibles de 1la fuerza de los musculos
respiratorios. MIP es una medida de la debilidad del muasculo
diafragma.

[0097] En algunas realizaciones, MEP puede disminuir
antes de los cambios en otras pruebas de funcidén pulmonar,
incluyendo MIP y FVC. En determinadas realizaciones, MEP
puede ser un indicador temprano de disfuncién respiratoria.
En determinadas realizaciones, puede usarse FVC para medir
el volumen total de aire expulsado durante la exhalacidn
forzada después de una inspiracidén méxima. En pacientes con
DMD, FVC aumenta simultdneamente con el crecimiento fisico
hasta el comienzo de la adolescencia. Sin embargo, a medida
que se ralentiza el crecimiento o se atrofia por la
progresién de la enfermedad, y avanza la debilidad muscular,
la capacidad vital entra en una fase descendente y disminuye
a una tasa promedio de aproximadamente el 8 al 8.5 por ciento
al afio después de los 10 a 12 afios de edad. En determinadas
realizaciones, el porcentaje de MIP predicho (MIP ajustada
al peso), el porcentaje de MEP predicho (MEP ajustada a la
edad) y el porcentaje de FVC predicho (FVC ajustada a la

edad y altura) son andlisis de apoyo.



10

15

20

25

30

38

[0098] Los términos "sujeto" y "paciente", como se usan
en el presente documento, incluyen cualquier animal que
muestre un sintoma o se encuentre en riesgo de mostrar un
sintoma, que pueda tratarse con un conjugado de oligdbmero
antisentido de la divulgacidén, tal como un sujeto (o
paciente) que tiene o se encuentra en riesgo de tener DMD o
BMD o cualquiera de los sintomas asociados con estas
afecciones (por ejemplo, pérdida de fibras musculares). Los
sujetos (0 pacientes) adecuados incluyen animales de
laboratorio (tales como ratdn, rata, conejo o cobaya),
animales de granja y animales domésticos o mascotas (tales
como un gato o un perro). Se incluyen primates no humanos y
preferentemente, pacientes (o sujetos) humanos. También se
incluyen métodos para producir distrofina en un sujeto (o
paciente) que tiene una mutacidén del gen de distrofina que
es susceptible a la omisidén del exdn 53.

[0099] Las frases "administracidén sistémica",
"administrado de manera sistémica", "administracién
periférica" y "administrado de manera periférica" tal como
se usan en el presente documento significan la administracidn
de un compuesto, farmaco u otro material de manera diferente
a directamente en el sistema nervioso central, de manera que
entra en el sistema del paciente y, por tanto, experimenta
metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo,
administracidén subcuténea.

[0100] La frase "secuencia de direccionamiento" se
refiere a una secuencia de nucleobases de un oligbdmero que
es complementaria a una secuencia de nucledétidos en un pre-
ARNm diana. En algunas realizaciones de la divulgacidén, la
secuencia de nucledtidos en el pre-ARNm diana es un sitio de
apareamiento del exén 53 en el pre-ARNm de distrofina

designado como H53A(+36+60) .
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[0101] E1 "tratamiento" de un sujeto (por ejemplo un
mamifero, tal como un ser humano) o una célula es cualquier
tipo de intervencidén usada en un intento de alterar el
transcurso natural del sujeto o la célula. El tratamiento
incluye, pero no se limita a, la administracién de un
oligbmero o una composicidén farmacéutica del mismo, y puede
realizarse o bien profildcticamente o bien posteriormente al
inicio de un acontecimiento patoldégico o contacto con un
agente etioldgico. El1l tratamiento incluye cualquier efecto
deseable sobre los sintomas o la patologia de una enfermedad
o estado asociado con la proteina distrofina, como en
determinadas formas de distrofia muscular, y puede incluir,
por ejemplo, mejoras o cambios minimos en uno o© méas
marcadores medibles de 1la enfermedad o estado que esta
tratandose. También se incluyen tratamientos
"profildcticos", que pueden estar dirigidos a reducir 1la
velocidad de progresién de la enfermedad o estado que esta
tratdndose, retrasar el comienzo de la enfermedad o estado,
o reducir la gravedad de su comienzo. "Tratamiento" o
"profilaxis" no indica necesariamente erradicacidén, cura o
prevencién completa de la enfermedad o estado, o sintomas
asociados del mismo.

[0102] En algunas realizaciones, el tratamiento con un
conjugado de oligémero antisentido de la divulgacidén aumenta
la produccién de nueva distrofina, retrasa la progresidn de
la enfermedad, frena o reduce la pérdida de ambulaciédn,
reduce la inflamacidén muscular, reduce el dafio muscular,
mejora la funcidén muscular, reduce la pérdida de funcidn
pulmonar y/o potencia la regeneracidén muscular que podria
esperarse sin tratamiento. En algunas realizaciones, el
tratamiento mantiene, retrasa o ralentiza la progresién de
la enfermedad. En algunas realizaciones, el tratamiento

mantiene la deambulacidén o reduce la pérdida de deambulaciédn.
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En algunas realizaciones, el tratamiento mantiene la funcién
pulmonar o reduce la pérdida de funcién pulmonar. En algunas
realizaciones, el tratamiento mantiene o aumenta una
distancia de marcha estable en un paciente, tal como se mide
mediante, por ejemplo, la prueba de marcha de 6 minutos
(6MWT) . En algunas realizaciones, el tratamiento mantiene o
reduce el tiempo hasta andar/correr 10 metros (es decir, la
prueba de marcha/carrera de 10 metros). En algunas
realizaciones, el tratamiento mantiene o reduce el tiempo en
ponerse en pie desde decubito supino (es decir, prueba de
tiempo en ponerse en pie). En algunas realizaciones, el
tratamiento mantiene o reduce el tiempo en ascender cuatro
peldafios convencionales (es decir, la prueba de ascenso de
cuatro peldafios). En algunas realizaciones, el tratamiento
mantiene o reduce la inflamacidén muscular en el paciente,
tal como se mide, por ejemplo, mediante MRI (por ejemplo,
MRI de los misculos de las piernas) . En algunas
realizaciones, la MRI mide T2 y/o la fraccidén de grasa para
identificar la degeneracidén muscular. La MRI puede
identificar cambios en la estructura vy la composicidn
muscular provocados por inflamacidédn, edema, dafio muscular e
infiltracién grasa.

[0103] En algunas realizaciones, el tratamiento con un
conjugado de oligémero antisentido de la divulgacidén aumenta
la produccién de nueva distrofina y frena o reduce la pérdida
de ambulacién que podria esperarse sin tratamiento. Por
ejemplo, el tratamiento puede estabilizar, mantener, mejorar
o aumentar la capacidad de andar (por ejemplo, estabilizacidn
de la deambulacién) en el sujeto. En algunas realizaciones,
el tratamiento mantiene o aumenta una distancia de marcha
estable en un paciente, tal como se mide mediante, por
ejemplo, la prueba de marcha de 6 minutos (6MWT), descrita

por McDonald, et al. (Muscle Nerve, 2010; 42:960-74,
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incorporado al presente documento por referencia). Un cambio
en la distancia de marcha de 6 minutos (6MWD) puede
expresarse como un valor absoluto, un porcentaje de cambio
o un cambio en el % del wvalor predicho. En algunas
realizaciones, el tratamiento mantiene o mejora una
distancia de marcha estable en una 6MWT desde un déficit del
20% en el sujeto en relacidén con un compafiero sano. El
rendimiento de un paciente con DMD en la OMWT en relaciédn
con el rendimiento tipico de un compafiero sano puede
determinarse calculando un % del valor predicho. Por ejemplo,
el % de la 6MWD predicha puede calcularse usando la siguiente
ecuacién para hombres: 196.72 + (39.81 x edad) - (1.36 x
edad?) + (132.28 x altura en metros). Para mujeres, el % de

la 6MWD predicha puede calcularse wusando la siguiente

ecuacidn: 188.61 + (51.50 x edad) - (1.86 x edad?) + (86.10
X altura en metros) (Henricson et al. PLoS Curr., 2012,
versioén 2, incorporado al presente documento por

referencia). En algunas realizaciones, el tratamiento con un
oligbébmero antisentido aumenta la distancia de marcha estable
en el paciente desde un nivel inicial hasta més de 3, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, o 50 metros (incluyendo todos
los numeros enteros intermedios).

[0104] La pérdida de funcidédn muscular en pacientes con
DMD puede producirse frente a los antecedentes de desarrollo
y crecimiento normales en la infancia. De hecho, los nifios
mas joévenes con DMD pueden mostrar un aumento en la distancia
andada durante la O6MWT a lo largo del transcurso de
aproximadamente 1 afio a pesar de la alteracidén muscular
progresiva. En algunas realizaciones, la 6MWD de pacientes
con DMD se compara normalmente con sujetos de control
normalmente en desarrollo y con datos normativos existentes
de sujetos de edad vy sexo coincidentes. En algunas

realizaciones, el desarrollo y crecimiento normales pueden
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explicarse usando una ecuacidn basada en la edad y la altura
ajustada a los datos normativos. Puede usarse una ecuacidn
de este tipo para convertir la 6MWD en un porcentaje del
valor predicho (% predicho) en sujetos con DMD. En
determinadas realizaciones, el andlisis de los datos de % de
6MWD predicha representa un método para explicar el
desarrollo y crecimiento normales, y puede mostrar que
aumentos en la funcidén a edades tempranas (por ejemplo, menos
de o igual a una edad de 7) representan capacidades estables
en vez de una mejora de las capacidades en pacientes con DMD
(Henricson et al. PLoS Curr., 2012, versidén 2, incorporado
al presente documento por referencia).

[0105] Se propuso y se publicé un sistema de
nomenclatura de moléculas antisentido para distinguir entre
las diferentes moléculas antisentido (véase Mann et al.,
(2002) J Gen Med 4, 644-654). Esta nomenclatura se hizo
especialmente relevante cuando se sometieron a prueba varias
moléculas antisentido ligeramente diferentes, todas

dirigidas a la misma regidén diana, tal como se muestra a

continuacién:
H#A/D(x:Vy) .
[0106] La primera letra designa la especie (por
ejemplo, H: humano, M: murino, C: canino). "#" designa el

nimero de exédn de distrofina diana. "A/D" indica el sitio de
corte y empalme aceptor o donador al comienzo y al final del
exébn, respectivamente. (x y) representa las coordenadas de
apareamiento, donde "-" o "+" indican secuencias intrébnicas
o exbnicas respectivamente. Por ejemplo, A(-6+18) indicaria
las Ultimas 6 bases del intrdén que precede al exdn diana y
las primeras 18 bases del exén diana. El1 sitio de corte y
empalme més cercano seria el aceptor de modo que estas
coordenadas irian precedidas de una "A". La descripcién de

coordenadas de apareamiento en el sitio de corte y empalme
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donador podria ser D(+2-18) donde las uUltimas 2 Dbases
exbnicas y las primeras 18 bases intrdénicas corresponden al
sitio de apareamiento de la molécula antisentido.
Coordenadas de apareamiento totalmente exébdnicas que estarian
representadas por A(+65+85), que es el sitio entre el
nucledtido 65 y 85 desde el inicio de ese exdn.

II. Oligbémeros antisentido

A. Conjugados de oligdmero antisentido disefiados
para inducir la omisidén del exdn 53

[0107] En ciertas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido de la divulgacidén son complementarios
a una regidén diana del exdén 53 del gen de distrofina e
inducen la omisidén del exdn 53. En particular, la divulgacidn
se refiere a conjugados de oligbmero antisentido
complementarios a una regidén diana del exdédn 53 del pre-ARNm
de distrofina designado como un sitio de hibridacidén. En
algunas realizaciones, el sitio de hibridacién es
H53A (+36+60) .

[0108] Los conjugados de oligbmero antisentido de 1la
divulgacién se dirigen al pre-ARNm de distrofina e inducen
la omisidén del exédn 53, de tal forma que se excluye u omite
del transcrito de ARNm cortado y empalmado maduro. Al omitir
el exdébn 53, el marco de lectura alterado se restaura a una
mutaciédn en marco. Aunque la DMD se compone de varios
subtipos genéticos, los conjugados de oligbémero antisentido
de la divulgacidén se disefiaron especificamente para omitir
el exén 53 del pre-ARNm de distrofina. Las mutaciones de DMD
susceptibles a la omisidén del exdn 53 comprenden un subgrupo
de pacientes de DMD (8%).

[0109] La secuencia de nucleobases de un conjugado de
oligbmero antisentido que induce la omisién del exdbn 53 se
disefia para que sea complementaria a una secuencia diana

especifica en el exén 53 del pre-ARNm de distrofina. En
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algunas realizaciones, un oligbmero antisentido del
conjugado de oligbémero antisentido es un PMO en donde cada
anillo de morfolino del PMO estd unido a una nucleobase que
incluye, por ejemplo, nucleobases halladas en el ADN
(adenina, citosina, guanina y timina).

B. Caracteristicas de la quimica del oligbmero

[0110] Los conjugados de oligbmero antisentido de 1la
divulgacidén pueden emplear una variedad de guimicas de
oligbmero antisentido. Los ejemplos de quimicas del
oligbmero incluyen, sin limitacidén, oligdbmeros de morfolino,
oligbmeros modificados con fosforotioato, oligbémeros
modificados con 2'-O-metilo, a&cido nucleico peptidico (PNA),
dcido nucleico bloqueado (LNA), oligdémeros de fosforotioato,
oligbmeros modificados con 2'-0-MOE, oligbmero modificado
con 2'-fltor, 4&cidos nucleicos puenteados con 2'0,4'C-
etileno (ENA), triciclo-ADN, subunidades de fosforotioato de
triciclo-ADN, oligbébmeros modificados con 2'-0-[2- (N-
metilcarbamoil)etilo], incluyendo combinaciones de
cualquiera de los anteriores. Las quimicas de fosforotioato
y modificadas con 2'-0-Me pueden combinarse para generar una
cadena principal de 2'0O-Me-fosforoticato. Véanse, por
ejemplo, las Publicaciones PCT n.° WO/2013/112053 vy
WO/2009/008725, que se incorporan al presente documento por
referencia en su totalidad. Se describen a continuacidn con
mas detalle las realizaciones ejemplares de guimicas de
oligbmero de la divulgacién.

1. Acidos nucleicos peptidicos (PNA)

[0111] Los &cidos nucleicos peptidicos (PNA) son
andlogos del ADN en los que la cadena principal es
estructuralmente homomorfa con una cadena principal de
desoxirribosa, que consisten en unidades de N-(2-
aminoetil)glicina a las qgue se unen bases de pirimidina o

purina. Los PNA que contienen bases de pirimidina y purina
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naturales hibridan con oligbmeros complementarios respetando
las reglas de emparejamiento de bases de Watson-Crick e
imitan al ADN en lo referente al reconocimiento de pares de
bases (Egholm, Buchardt et al. 1993). La cadena principal de
los PNA se forma mediante enlaces peptidicos en lugar de
enlaces fosfodiéster, haciendo que sean adecuados para
aplicaciones antisentido (véase la estructura mas adelante).
La cadena principal no tiene carga, dando como resultado
diplex de PNA/ADN o PNA/ARN que muestran una estabilidad
térmica mayor de lo normal. Los PNA no son reconocidos por
nucleasas o proteasas. Se ilustra mds adelante un ejemplo no

limitante de un PNA.

B
Unidad
repetida N —

| N
°-S\ )
»
0=
PNA

[0112] A pesar de un cambio estructural radical en la
estructura natural, los PNA son capaces de unirse de manera
especifica de secuencia en forma de hélice al ADN o ARN. Las
caracteristicas de los PNA incluyen una alta afinidad de
unidén a ADN o ARN complementario, un efecto desestabilizante
causado por un solo emparejamiento de Dbases errdneo,
resistencia a nucleasas y proteasas, hibridacidén con ADN o
ARN independiente de la concentracidén de sal y formacidn de

triplete con ADN de homopurina. PANAGENE™ ha desarrollado
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mondémeros de Bts PNA patentados (Bts; grupo benzotiazol-2-
sulfonilo) vy procesos de oligomerizacidén patentados. La
oligomerizacidén de PNA usando mondmeros de Bts PNA esté
compuesta por ciclos repetitivos de desproteccidn,
acoplamiento y remate. Los PNA  pueden producirse
sintéticamente wusando cualquier técnica conocida en la
materia. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados
Unidos n.°: 6,969,766; 7,211,668; 7,022,851; 7,125,994;
7,145,006; yv 7,179,896. Véanse también las Patentes de los
Estados Unidos n.°: 5,539,082; 5,714,331; y 5,719,262 para
la preparacidén de PNA. Pueden encontrarse ensefianzas
adicionales de los compuestos de PNA en Nielsen et al.,
Science, 254:1497-1500, 1991. Cada uno de los anteriores se
incorpora por referencia en su totalidad.

2. Acidos nucleicos bloqueados (LNA)

[0113] Los conjugados de oligbmero antisentido también
pueden contener subunidades de "acido nucleico blogqueado"
(LNA) . Los "LNA" son un miembro de una clase de
modificaciones denominadas &acido nucleico puenteado (BNA).
El BNA se caracteriza por una unidén covalente que blogquea la
conformacién del anillo de ribosa en un fruncido del azucar
C30-endo (norte). Para el LNA, el puente estd compuesto por
un metileno entre las posiciones 2'-O y 4'-C. E1 LNA potencia
la preorganizacién de la cadena principal y el apilamiento
de bases para aumentar la hibridacién y la estabilidad
térmica.

[0114] Las estructuras de los LNA pueden encontrarse,
por ejemplo, en Wengel, et al., Chemical Communications
(1998) 455; Koshkin et al., Tetrahedron (1998) 54:3607;
Jesper Wengel, Accounts of Chem. Research (1999) 32:301;
Obika, et al., Tetrahedron Letters (1997) 38:8735; Obika, et
al., Tetrahedron Letters (1998) 39:5401; y Obika, et al.,
Bioorganic Medicinal Chemistry (2008) 16:9230, que se
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totalidad. Se ilustra mas adelante un ejemplo no limitante

de un LNA.
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[0115] Los conjugados de oligbmero antisentido de 1la
divulgacidén pueden incorporar uno o mas LNA; en algunos
casos, los conjugados de oligdémero antisentido pueden estar
compuestos completamente de LNA. Los métodos para la sintesis
de subunidades de nucledésido de LNA individuales vy su
incorporacidén a oligdémeros se describen, por ejemplo, en las
Patentes de los Estados Unidos: n.° 7,572,582; 7,569,575;
7,084,125; 7,060,809; 7,053,207; 7,034,133; 6,794,499; vy
6,670,461; cada una de las cuales se incorpora por referencia
en su totalidad. Los enlazadores entre subunidades tipicos
incluyen restos de fosfodiéster y fosforotiocato; como
alternativa, pueden emplearse enlazadores que no contienen
fésforo. Las realizaciones adicionales incluyen un conjugado
de oligdémero antisentido que contiene LNA, donde cada
subunidad de LNA estd separada por una subunidad de ADN.
Ciertos conjugados de oligbmero antisentido estédn compuestos
por subunidades alternas de LNA y ADN, donde el enlazador

entre subunidades es fosforotioato.
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[0116] Los acidos nucleicos puenteados con 2'0,4'C-
etileno (ENA) son otro miembro de la clase de los BNA. Se

ilustra mds adelante un ejemplo no limitante.

2

(o}
Base

0
o=§—0'
ENA

[0117] Los oligbébmeros de ENA y su preparacidn se
describen en Obika et al., Tetrahedron Lett (1997) 38 (50):
8735, gque se incorpora al presente documento por referencia
en su totalidad. Los conjugados de oligbmero antisentido de
la divulgacién pueden incorporar una o mas subunidades de
ENA.

3. Acido nucleico desbloqueado (UNA)

[0118] Los conjugados de oligbmero antisentido también
pueden contener subunidades de 4&cido nucleico desbloqueado
(UNA) . Los UNA y oligémeros de UNA son un andlogo del ARN en
el que se ha escindido el enlace C2'-C3' de la subunidad.
Mientras que el LNA estd restringido conformacionalmente (en
relacidén con el ADN y el ARN), el UNA es muy flexible. Los
UNA se divulgan, por ejemplo, en el documento WO 2016/070166.

Se ilustra més adelante un ejemplo no limitante de un UNA.
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[0119] Los enlazadores entre subunidades tipicos
incluyen restos de fosfodiéster vy fosforotiocato; como

alternativa, pueden emplearse enlazadores que no contienen

féosforo.
4. Fosforotioatos
[0120] Los "fosforotioatos" (o0 S-oligos) son  una

variante del ADN normal en los que se reemplaza por un azufre
uno de los oxigenos no puenteantes. Se ilustra méds adelante

un ejemplo no limitante de un fosforotioato.
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[0121] La sulfurizacién del enlace entre nucledtidos
reduce la accién de las endo y exonucleasas, incluyendo la
exonucleasa DNA POL 1 de 5" a 3' y de 3' a 5', las nucleasas

S1 y Pl, RNasas, nucleasas séricas y fosfodiesterasa de
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veneno de serpiente. Los fosforotioatos se preparan mediante
dos rutas principales: mediante la accidn de una solucidn de
azufre elemental en disulfuro de carbono en un hidrdbégeno
fosfonato o mediante el método de sulfurizacidn de triésteres
de fosfito con o bien disulfuro de tetraetiltiurano (TETD)
o 1l,1-didéxido de 3H-1,2-benzoditiol-3-ona (BDTD) (véase, por
ejemplo, Iyer et al., J. Org. Chem. 55, 4693-4699, 1990, que
se 1incorpora al presente documento por referencia en su
totalidad). Estos Utltimos métodos evitan el problema de la
insolubilidad del azufre elemental en la mayoria de
disolventes orgédnicos vy de toxicidad del disulfuro de
carbono. Los métodos de TETD y BDTD también proporcionan
fosforotioatos de mayor pureza.

5. Triciclo-ADN y subunidades de triciclo-
fosforotioato

[0122] Los triciclo-ADN (tc-ADN) son una clase de
andlogos de ADN restringidos en los que se modifica cada
nucledétido mediante la introduccién de wun anillo de
ciclopropano para restringir la flexibilidad conformacional
de la cadena principal y para optimizar la geometria del
dngulo de torsién y de la cadena principal. Los tc-ADN que
contienen adenina y timina homobdsicos forman pares de bases
A-T extraordinariamente estables con ARN complementarios.
Los triciclo-ADN y su sintesis se describen en la Publicacién
de Solicitud de Patente Internacional n.° WO 2010/115993,
que se incorpora al presente documento por referencia en su
totalidad. Los conjugados de oligbémero antisentido de 1la
divulgacién pueden incorporar una o mas subunidades de
triciclo-ADN; en algunos casos, los conjugados de oligdbmero
antisentido pueden estar compuestos completamente de
subunidades de triciclo-ADN.

[0123] Las subunidades de triciclo-fosforoticato son

subunidades de triciclo-ADN con enlaces entre subunidades de
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fosforotioato. Las subunidades de triciclo-fosforotioato y
su sintesis se describen en la Publicacidén de Solicitud de
Patente Internacional n.° WO 2013/053928, que se incorpora
al presente documento por referencia en su totalidad. Los
conjugados de oligbémero antisentido de la divulgacidn pueden
incorporar una o mas subunidades de triciclo-ADN; en algunos
casos, los conjugados de oligdmero antisentido pueden estar
compuestos completamente de subunidades de triciclo-ADN. Se
ilustra més adelante un ejemplo no limitante de una subunidad

de triciclo-ADN/triciclo-fosforotioato.

3
0=P-0-
Oy

.’;uu i O
“ Base

triciclo-ADN

MO.

6. Oligbmeros de 2' O-metilo, 2' O-MOE y 2'-F

[0124] Las moléculas de "oligbébmero de 2'-0-Me" portan
un grupo metilo en el resto 2'-OH de la molécula de ribosa.
Los 2'-0-Me-ARN muestran el mismo comportamiento (o similar)
que el ADN, pero estan protegidos frente a la degradacién
por nucleasas. Los 2'-0-Me-ARN también pueden combinarse con
oligbébmeros de fosforotiocato (PTO) para su estabilizacién
adicional. Los oligbémeros de 2'O-Me (fosfodiéster o
fosforotioato) pueden sintetizarse de acuerdo con técnicas
rutinarias en la técnica (véase, por ejemplo, Yoo et al.,
Nucleic Acids Res. 32:2008-16, 2004, gque se incorpora al
presente documento por referencia en su totalidad). A
continuacidén se representa un ejemplo no limitante de un

oligbémero de 2'-0-Me.
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2' O-Me

[0125] Los oligémeros de 2' O-metoxietilo (2'-0 MOE)

portan un grupo metoxietilo en el resto 2'-0OH de la molécula

de ribosa y se analizan en Martin et al., Helv. Chim. Acta,

78, 486-504, 1995, que se incorpora al presente documento

por referencia en su totalidad. Se representa a continuacién

un ejemplo no limitante de una subunidad de 2'0O MOE.

3
@] B
=
? O\//\OMe
MOE

[0126] Los oligbmeros de 2'-flGor (2'-F) tienen
radical fltor en la posicién 2' en lugar del 2'OH.
representa a continuacidén un ejemplo no limitante de

oligbébmero de a 2'-F.

un
Se

un



[0127] Los oligdbémeros de 2'-fltor se describen
adicionalmente en el documento WO 2004/043977, dque se
incorpora al presente documento por referencia en su
totalidad.

5 [0128] Los oligbémeros de 2'O-metilo, 2' O-MOE y 2'-F
también pueden contener uno o mas enlaces fosforotioato (PS)
como se representa a continuacidn.

(E) B 3 8 B
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2'0-metil PS 2'0-MOE PS 2'-F PS
[0129] Adem&s, los oligbmeros de 2'O-metilo, 2' O-MOE
u 2'-F pueden comprender enlaces PS entre subunidades a 1lo
largo del oligdémero, por ejemplo, como en el oligbémero de
2'0-metil PS, Drisapersen, representado a continuacién.
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[0130] Como alternativa, los oligbmeros de 2' O-metilo,
2' O-MOE, vy/o 2'-F pueden comprender enlaces PS en 1los

extremos del oligdmero, como se ilustra mas adelante.

donde:

R es CH,CH,0OCH; (metoxietilo o MOE); vy

X, Yy z indican el numero de nucledtidos contenidos en
cada una de las regiones de ala 5', hueco central y ala 3'
designadas, respectivamente.

[0131] Los conjugados de oligbmero antisentido de 1la
divulgacidén pueden incorporar una o mas subunidades de 2'0O-
metilo, 2'-O-MOE y 2'-F y pueden utilizar cualquiera de los
enlaces entre subunidades aqui descritos. En algunos casos,
un conjugado de oligbmero antisentido de la divulgacidén puede
estar compuesto completamente de subunidades de 2'O-metilo,
2'0-MOE o 2'-F. Una realizacidén de conjugados de oligbmero
antisentido de la divulgacidén estd compuesta completamente

de subunidades de 2'0O-metilo.
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7. Oligbmeros de 2'-0-[2-(N-metilcarbamoil)
etilo] (MCE)

[0132] Los MCE son otro ejemplo de ribonucledsidos 2'0
modificados ttiles en los conjugados de oligbmero
antisentido de la divulgacidédn. En este caso, el 2'OH se
derivatiza a un resto de 2-(N-metilcarbamoil)etilo para
aumentar la resistencia a nucleasas. Se ilustra mas adelante

un ejemplo no limitante de un oligbmero de MCE.

0
[ 0 1
[N
o—=P N’J*o
/ e
-0 ) NHCH,

MCE

[0133] Los MCE y su sintesis se describen en Yamada et
al., J. Org. Chem. (2011) 76(9):3042-53, que se incorpora al
presente documento por referencia en su totalidad. Los
conjugados de oligbémero antisentido de la divulgacidén pueden
incorporar una o mas subunidades de MCE.

8. 0Oligémeros estereoespecificos

[0134] Los oligbmeros esterecespecificos son aquellos
en los que la estereoquimica de cada enlace gue contiene
fésforo se fija mediante el método de sintesis, de tal forma

que se produce un oligdémero sustancialmente estereopuro. Se
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representa a continuacidén un ejemplo no limitante de un

oligbmero estereoespecifico.

w

n

[0135] En el ejemplo anterior, cada foésforo del
oligbmero tiene la misma estereoconfiguracidén. Los ejemplos
adicionales incluyen los oligbémeros descritos anteriormente.
Por ejemplo, los oligbmeros de LNA, ENA, triciclo-ADN, MCE,
2'0-metilo, 2'O-MOE, 2'-F vy a base de morfolino pueden
prepararse con enlaces entre nuclebdésidos que contienen
fésforos esterecespecificos tales como, por ejemplo, enlaces
entre nucledbdsidos de fosforotioato, fosfodiéster,
fosforamidato, fosforodiamidato u otros que <contienen
fésforo. Los oligémeros estereoespecificos, los métodos de
preparacién, la sintesis quiral controlada, el disefio quiral
y los adyuvantes quirales para su uso en la preparacién de
dichos oligdémeros se detallan, por ejemplo, en los documentos
W02017192664, WO2017192679, W02017062862, WO02017015575,
WO02017015555, W0O2015107425, WO2015108048, W02015108046,
W02015108047, W02012039448, WO02010064146, W02011034072,
W02014010250, wW02014012081, WO020130127858 y W02011005761,
cada uno de los cuales se incorpora al presente documento
por referencia en su totalidad.

[0136] Los oligbmeros estereocespecificos pueden tener

enlaces entre nucledésidos que contienen fésforo en una
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configuracidédn Rp o Sp. Los enlaces quirales que contienen
fésforo en los que se controla la estereoconfiguracidén de
los enlaces se denominan "estereopuros", mientras que 1los
enlaces dquirales que contienen fésforo en los que la
estereoconfiguracidén de los enlaces no estd controlada se
citan como "estereoaleatorios". En ciertas realizaciones,
los oligdémeros de la divulgacidén comprenden una pluralidad
de enlaces estereopuros y estereocaleatorios, de tal forma
que el oligdémero resultante tiene subunidades estereopuras
en posiciones preespecificadas del oligdémero. Se proporciona
un ejemplo de la ubicacidén de las subunidades estereopuras
en la Publicacién de Solicitud Internacional de Patente
nimero WO 2017/062862 A2 en las figuras 7A y 7B. En una
realizacidén, todos los enlaces quirales gque contienen
fésforo en un oligbmero son esterecaleatorios. En una
realizacién, todos los enlaces quirales que contienen
fésforo en un oligbmero son estereopuros.

[0137] En una realizacidén de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mads), todos los n de los enlaces gquirales que contienen
fésforo en el oligbmero son esterecaleatorios. En una
realizacién de un oligbmero con n enlaces qguirales que
contienen fésforo (donde n es un numero entero de 1 o méas),
todos los n de los enlaces quirales gque contienen fésforo en
el oligbmero son estereopuros. En una realizacién de un
oligbémero con n enlaces quirales que contienen fésforo (donde
n es un numero entero de 1 o mas), al menos un 10% (hasta el
nimero entero mas proéximo) de los n enlaces que contienen
fésforo en el oligbmero son estereopuros. En una realizacidn
de un oligdémero con n enlaces quirales gque contienen fésforo
(donde n es un nuUmero entero de 1 o mas), al menos un 20%
(hasta el numero entero més préximo) de los n enlaces qgue

contienen fésforo en el oligbébmero son estereopuros. En una
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realizacidén de un oligbmero con n enlaces qguirales que
contienen fésforo (donde n es un numero entero de 1 o més),
al menos un 30% (hasta el numero entero mads prdédximo) de los
n enlaces que contienen fésforo en el oligbmero son
estereopuros. En una realizacién de un oligbmero con n
enlaces quirales que contienen fésforo (donde n es un numero
entero de 1 o mas), al menos un 40% (hasta el numero entero
mas proéximo) de los n enlaces que contienen fésforo en el
oligbmero son estereopuros. En una realizacidén de un
oligbmero con n enlaces quirales que contienen fésforo (donde
n es un numero entero de 1 o mas), al menos un 50% (hasta el
numero entero mas proéximo) de los n enlaces gque contienen
fésforo en el oligbmero son estereopuros. En una realizacidn
de un oligbébmero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o méds), al menos un 60%
(hasta el numero entero més préximo) de los n enlaces que
contienen fésforo en el oligébmero son estereopuros. En una
realizacién de un oligbmero con n enlaces qguirales que
contienen fésforo (donde n es un numero entero de 1 o més),
al menos un 70% (hasta el numero entero méds prbéximo) de los
n enlaces que contienen fésforo en el oligébmero son
estereopuros. En una realizacién de un oligbmero con n
enlaces quirales que contienen fésforo (donde n es un numero
entero de 1 o més), al menos un 80% (hasta el numero entero
mas proéoximo) de los n enlaces que contienen fésforo en el
oligbmero son estereopuros. En una realizacidén de un
oligbémero con n enlaces quirales que contienen fésforo (donde
n es un numero entero de 1 o mas), al menos un 90% (hasta el
nimero entero mas proéximo) de los n enlaces que contienen
fésforo en el oligbmero son estereopuros.

[0138] En una realizacidén de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un nUmero entero

de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 2 enlaces
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estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp o Rp). En una realizacidn
de un oligdémero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdbmero
contiene al menos 3 enlaces estereopuros gque contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidn (es decir,
O Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 4 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp 0 Rp). En una realizacidn
de un oligdébmero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdbmero
contiene al menos 5 enlaces estereopuros dque contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidédn (es decir,
0 Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbébmero contiene al menos 6 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp 0 Rp). En una realizacidn
de un oligdémero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdmero
contiene al menos 7 enlaces estereopuros que contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidn (es decir,
0 Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mads), el oligbébmero contiene al menos 8 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidédn (es decir, o Sp 0 Rp). En una realizacidn
de un oligdémero con n enlaces quirales gque contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdbmero
contiene al menos 9 enlaces estereopuros dgue contienen

fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidén (es decir,
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O Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 10 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp o Rp). En una realizacidn
de un oligdémero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdbmero
contiene al menos 11 enlaces estereopuros dgque contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidn (es decir,
O Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 12 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp 0 Rp). En una realizacidn
de un oligbébmero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdmero
contiene al menos 13 enlaces estereopuros gque contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidédn (es decir,
0 Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 14 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp 0 Rp). En una realizacidn
de un oligdémero con n enlaces quirales gque contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdbmero
contiene al menos 15 enlaces estereopuros que contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidédn (es decir,
0 Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 16 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidédn (es decir, o Sp 0 Rp). En una realizacidn

de un oligdémero con n enlaces quirales gque contienen fésforo
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(donde n es un numero entero de 1 o mads), el oligdbmero
contiene al menos 17 enlaces estereopuros que contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidn (es decir,
O Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 18 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp o Rp). En una realizacidn
de un oligbébmero con n enlaces quirales que contienen fésforo
(donde n es un numero entero de 1 o mas), el oligdmero
contiene al menos 19 enlaces estereopuros gue contienen
fésforo contiguos con la misma estéreo orientacidédn (es decir,
O Sp 0 Rp). En una realizacidédn de un oligdmero con n enlaces
quirales que contienen fésforo (donde n es un numero entero
de 1 o mas), el oligbmero contiene al menos 20 enlaces
estereopuros que contienen fésforo contiguos con la misma
estéreo orientacidén (es decir, o Sp O Rp).

9. O0Oligbmeros de morfolino

[0139] Las realizaciones ejemplares de la divulgacidn
se refieren a oligémeros de morfolino de fosforodiamidato de

la siguiente estructura general:

Tr

H,;C_

?
o—ﬁ—z
o

ey

N

y como se describe en la figura 2 de Summerton, J., et
al., Antisense & Nucleic Acid Drug Development, 7: 187-195

(1997) . Se pretende que los morfolinos como se describen en
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el presente documento abarquen todos los estereoisdmeros y
tautdémeros de la estructura general anterior. La sintesis,
las estructuras y las caracteristicas de wunidén de 1los
oligbmeros de morfolino se detallan en las Patentes de los
Estados Unidos n.°: 5,698, 685; 5,217,866; 5,142,047;
5,034,506; 5,166,315; 5,521,063; 5,506,337; 8,076,476; vy
8,299,206, todas las cuales se 1ncorporan al presente
documento por referencia.

[0140] En determinadas realizaciones, un morfolino esté
conjugado en el extremo 5' o 3' del oligbmero con un resto
de "cola" para aumentar su estabilidad y/o solubilidad. Las

colas a modo de ejemplo incluyen:

.

O_P_N(CH3)2

O

o

Hs;C
\N

O_P_N(CH3)2
@)

oY
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OH

L

[0141] En diversas realizaciones, un conjugado de

oligbmero antisentido de la divulgacidén es de acuerdo con la

férmula (I):

oy

O=—=P——N(CH3),

o
|

N

O=——=P——N(CHj3),

[ 9 23
Nu

oj/ 3
N
O)ﬁ
HN o]
HoN N
NH
6

7k

(I)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde:
cada Nu es una nucleobase que tomada en conjunto,
una secuencia de direccionamiento;

T es un resto seleccionado entre:

forma
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O=—=P——N(CH3),

O=—=P——N(CHy),

R! es alquilo C1-Cg;

en donde

o]

la

oY

v ik

’ i Y ’

secuencia de direccionamiento es

complementaria a un sitio de hibridacidén con el exdn 53 en

el pre-ARNm de distrofina designado como H53A(+36+60) .

[0142] En diversas realizaciones, T es

.

N

O=—=P——N(CH3),

N

[0143] En diversas realizaciones, R! es metilo, CFs,

CcCl;, CFCl,, CF,Cl, etilo, CH,CF3, CF,CF;, propilo, isopropilo,

butilo, isobutilo,

isopentilo, neopentilo,

sec-butilo, t-butilo,

pentilo,

hexilo, isohexilo, 3-metilpentilo,

2,2-dimetilbutilo o 2,3-dimetilbutilo.

[0144] En algunas

realizaciones, un conjugado de

oligbmero antisentido de fédrmula (I) es una sal de HC1l (&cido

clorhidrico) del mismo.

HC1l es una sal de

.6HCI.

En ciertas realizaciones,

la sal de
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[0145] En algunas realizaciones, cada Nu se selecciona
independientemente entre citosina (C), guanina (G), timina
(T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), wuracilo (U) e
hipoxantina (I).

[0146] En algunas realizaciones, la secuencia de
direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-

GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3"'), en donde cada timina (T) es

.

O=——=P——N(CHj3),

(e}

[0147] En diversas realizaciones, T es \ﬁ;

opcionalmente uracilo (U).

, ¥ la secuencia de direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-

GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3"'), en donde cada timina (T) es
/{\\V/D}W¢¢O
HO
3
[:N:]
N

O=——=P——N(CHa),

opcionalmente uracilo (U).

[0148] En diversas realizaciones, T es \ﬁf
, Vv la secuencia de direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-
GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3") .

[0149] En algunas realizaciones, incluyendo, por
ejemplo, algunas realizaciones de férmula (I), un conjugado
de oligdémero antisentido de la divulgacién es de acuerdo con

la férmula (II):
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5 .3 HNYNHZ HN__NH, HNYNHZ
o Nu Nu NH NH NH
0 N/ﬁ O)\ ? H E H E/'/o
HO L\V/N\ //0\<¢J\V/N\P/O N N R /l\
3 PN Y
/\O (6} H
e HC™ Ny o}
EhR ol 3
HN HoN HoN NH
(IT)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:

cada Nu es una nucleobase que tomadas en conjunto forman
una secuencia de direccionamiento que es complementaria a un
sitio de hibridacidén del exdn 53 en el pre-ARNm de distrofina
designado como H53A(+36+60) .

[0150] En algunas realizaciones, cada Nu se selecciona
independientemente entre citosina (C), guanina (G), timina
(T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), wuracilo (U) e
hipoxantina (I).

[0151] En diversas realizaciones, cada Nu de 1 a 25 y

de 5" a 3'" es (SEQ ID NO: 1):

PosicidédnNu |[PosicidnNu  |[PosicidénNu  |[PosicidnNu  |PosicidnNu
n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a
3! 3! 3! 3! 3!
1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A 22 G
3 X 8 C 13 X 18 A 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
Ha\ NH,
N =N
AN
L\ N/) | /'L 4 /)\NH2
N N O

ok

en donde A es , C es ;, G es y
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0 0
\f‘\NH HN)j
N/J“o 07 >N
X es - o . En ciertas realizaciones, cada
(0]
\f‘\NH
N/J“o
-

X es independientemente

[0152] En algunas realizaciones, un conjugado de
oligbmero antisentido de férmula (II) es una sal de HCI
(Acido clorhidrico) del mismo. En ciertas realizaciones, la
sal de HCl es una sal de .6HCI.

[0153] En algunas realizaciones, incluyendo, por
ejemplo, algunas realizaciones de fédrmula (II), un conjugado
de oligdmero antisentido de la divulgacidén es de acuerdo con
la férmula (IIA):

HN NH2 HN NH2 HN NH2

—>3'
NH NH
/ﬁ H £ o £ o {j;
1\\ e & Ty Ty 6HCI

HN HN
(IIA)

en donde cada Nu es una nucleobase que tomadas en
conjunto forman una secuencia de direccionamiento que es
complementaria a un sitio de hibridacién del exédn 53 en el
pre-ARNm de distrofina designado como H53A (+36+60) .

[0154] En algunas realizaciones, cada Nu se selecciona
independientemente entre citosina (C), guanina (G), timina
(T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), wuracilo (U) e
hipoxantina (I).

[0155] En diversas realizaciones, cada Nu de 1 a 25 y

de 5" a 3' es (SEQ ID NO: 1):
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PosicidénNu |PosicidénNu |PosicidnNu [PosicidénNu |PosicidnNu
n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a
3! 3! 3! 3! 3!
1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 1\ 22 G
3 X 8 C 13 X 18 1\ 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
H,N o)
NH,
N =N N NH
S
U \ /) | N U \ /)\NHz
NN o NN
en donde A es . , C es ol ;, G es ol
(0] O
\fLNH HNT
N/J“o O)\N
y X es el o) - . En ciertas realizaciones, cada X
O
\fLNH
N/J%o
os -
[0156] En algunas realizaciones que incluyen, por
ejemplo, realizaciones de conjugados de oligdbmero

antisentido de férmula (II) y férmula (IIA), la secuencia de
direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-
GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3"'), en donde cada timina (T) es
opcionalmente uracilo (U). En diversas realizaciones que
incluyen, por ejemplo, realizaciones de conjugados de
oligbmero antisentido de férmula (II) y férmula (IIA), la
secuencia de direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-
GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3") .

[0157] En algunas realizaciones, que incluyen, por

ejemplo, realizaciones de conjugados de oligdbmero
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antisentido de fdérmula (I), un conjugado de oligbmero
antisentido de la divulgacidén es de acuerdo con la férmula

(ITI) :

® i gl gl DR g

Interrupeion A Inlcn'urcl(\n B Interrupcion C

\
X
\

xfwj' s e Sk _ T
e oY Mot Y
\f,i;\ . 2\{ \KIM%\K[“]"%, :I"‘"\\[’-I_{?:/\{IW i \(ij
. \I,,L '.”;_ \.l.,f\ A S

e oS oD Oy
,f{‘;_ . Sy i.\ };k( \:I ‘ F’/
oo T TR e
ey - KU*)f
\';,:\‘ fk( \I il.\ ‘ rf\ll,u \I.,;l\ H\c
Ve oY Y
(IIT)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

[0158] En algunas realizaciones, un conjugado de
oligbébmero antisentido de férmula (III) es una sal de HCL
(Acido clorhidrico) del mismo. En ciertas realizaciones, la
sal de HCl es una sal de .6HCL.

[0159] En algunas realizaciones, que incluyen, por
ejemplo, realizaciones de conjugados de oligdbmero
antisentido de férmula (III), un conjugado de oligdmero
antisentido de la divulgacién es de acuerdo con la férmula

(IIIA):
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Interrupcion B Inlcn’upuun C
\.\l’%\'. %\(0 n u
B2 0 NH
Y
N
s
\N‘n\

\'J\[N Q‘( “(N)'"wr

oV "“ L K(
o8 j* Y
X ¥ 131
’:‘H;u \‘X’l\J Y (ﬁ\ l NH
o i NN
\O’ L \Cr x)‘(. \(,,]' Y
J N
e R ;
oY L 4 o 6HCI
| A N
H
kc‘j)‘ 1( k[hj/r"%:(fn HoN N \/\INH .
i N;" 1 O)\r'\\/\‘w)LNm
7N 0 *"'I\O 0 Mo 2
0 H H
oo opsrevey i
4 NH NH o~
E o \xf’g‘ 4 J)m N iR
2 : NH
iff Oy S
5 “\/\NJLNH
2 LnterrupcnonB Interrupcion C nqu oo M
Interrupcion A L L

(ITIA).

[0160] En algunas realizaciones de la divulgacidn, que
incluyen algunas realizaciones de conjugados de oligdmero
antisentido de férmula (I) y realizaciones de conjugados de
oligbébmero antisentido de foérmula (III), el conjugado de
oligbmero antisentido es de acuerdo con la férmula (IV):

OO

Interrupcion A Interrupeion B htcnup;cnén c

o 1y
Swrite 7 2

Interrupcion A
(IV)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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[0161] En algunas realizaciones, un conjugado de
oligbmero antisentido de férmula (IV) es una sal de HCI
(Acido clorhidrico) del mismo. En ciertas realizaciones, la
sal de HCl es una sal de .6HCI.

[0162] En algunas realizaciones, que incluyen, por
ejemplo, realizaciones de conjugados de oligbmero
antisentido de férmula (IV), un conjugado de oligdbmero

antisentido de la divulgacidén es de acuerdo con la férmula
(IVA) :

U\/\“/\VU\/\“H

E“j Interrupcion A [mcrrupc'één B lnterrupc%on C
~ P
el NHy ~NT0 O N0 =
; B Mo (Y Y . T | o o
\—"'}g\“ I';N a 0. NTN :r g j’
e § ; N
- ~ b |
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10. Modificaciones y sustituciones de nucleobase

[0163] En ciertas realizaciones, los conjugados de
oligbébmero antisentido de la divulgacidén estdn compuestos de
nucleobases de ARN y nucleobases de ADN (normalmente citados
en la técnica simplemente como "base"). Las bases de ARN se
conocen comunmente como adenina (A), uracilo (U), citosina
(C) y guanina (G). Las bases de ADN se conocen comUnmente
como adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G). En
diversas realizaciones, los conjugados de oligdbmero

antisentido de la divulgacidén estédn compuestos de citosina
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(C), guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-metilcitosina
(5mC), uracilo (U) e hipoxantina (I).

[0164] En algunas realizaciones, un conjugado de
oligbmero antisentido de 1la divulgacidédn comprende una
secuencia de nucleobases que tomada en conjunto, forma una
secuencia de direccionamiento en donde la secuencia de
direccionamiento es complementaria a un sitio de hibridacidn
con el exdén 53 en el pre-ARNm de distrofina designado como
H53A (+36+60). En diversas realizaciones, la secuencia de
nucleobases comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1. En
algunas realizaciones, la secuencia de nucleobases consiste
en la secuencia de SEQ ID NO: 1. En diversas realizaciones,
la secuencia de nucleobases comprende una secuencia gque tiene
una eliminacidén, sustitucidn, insercidn y/o adicidén de 1 a
5 nucleobases en la secuencia de SEQ ID NO: 1. En diversas
realizaciones, la secuencia de nucleobases consiste en una
secuencia que tiene una eliminacidén, sustitucidn, insercidn
y/0 adicidén de 1 a 5 nucleobases en la secuencia de SEQ ID
NO: 1. En diversas realizaciones, la secuencia de
direccionamiento tiene una regidén complementaria a al menos
una serie de tres o mads nucleobases contiguas idénticas en
el sitio de hibridacidén, en donde el sitio de hibridacidn
comprende al menos una nucleobase adicional en comparacidn
con la regién de la secuencia de direccionamiento y la al
menos una nucleobase adicional no tiene una nucleobase
complementaria en la regién de la secuencia de
direccionamiento y en donde la regién de direccionamiento
complementaria a la al menos una serie de tres o més
nucleobases contiguas idénticas es interna respecto de 1la
secuencia de direccionamiento, cuyos ejemplos pueden
encontrarse en la Patente de los Estados Unidos con n.° de
serie 62/573,985, que se incorpora al presente documento por

referencia en su totalidad.
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[0165] En ciertas realizaciones, se pueden modificar o
sustituir una o mas bases de ARN o bases de ADN en un
oligbmero con una base distinta de una base de ARN o una
base de ADN. Los oligdmeros que contienen una base modificada
0 sustituida incluyen oligbmeros en los gque se reemplazan
una o mas bases de purina o pirimidina mas comUnmente
encontradas en los acidos nucleicos con bases menos comunes
0 no naturales.

[0166] Las bases de purina comprenden un anillo de
pirimidina condensado a un anillo de imidazol, como se

describe por la siguiente férmula general.

6 T
1rq¢§?t:i::hd
g
2w"N 4 ~Ng

3 H

Purina

[0167] La adenina y la guanina son las dos nucleobases
de purina més comunmente encontradas en los dcidos nucleicos.
Otras purinas de origen natural incluyen, pero sin
limitacidén, Nf-metiladenina, N2?-metilguanina, hipoxantina vy
7-metilguanina.

[0168] Las bases de pirimidina comprenden un anillo de
pirimidina de seis miembros como se describe por la siguiente
férmula general.

H
4|

"ot
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Pirimidina
[0169] La citosina, el uracilo y la timina son las bases

de pirimidina m&s comunmente encontradas en los A&cidos
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nucleicos. Otras pirimidinas de origen natural incluyen,
pero sin limitacidn, 5-metilcitosina, 5-
hidroximetilcitosina, seudouracilo y 4-tiouracilo. En una
realizacidén, los oligbmeros descritos en el ©presente
documento contienen bases de timina en lugar de uracilo.
[0170] Otras Dbases adecuadas incluyen, pero sin
limitacidén: 2,6-diaminopurina, &cido ordético, agmatidina,
losidina, Z2-tiopirimidinas (por ejemplo, 2-tiouracilo, 2-
tiotimina), pinza de G y sus derivados, pirimidinas 5-

sustituidas (por ejemplo, 5-halouracilo, 5-propiniluracilo,

5-propinilcitosina, 5-aminometiluracilo, 5-
hidroximetiluracilo, 5-aminometilcitosina, 5-
hidroximetilcitosina, Stper T), 7-desazaguanina, 7=
desazaadenina, 7-aza-2, 6-diaminopurina, 8—aza-7-

desazaguanina, 8—-aza-7-desazaadenina, 8-aza-7-desaza-2, 6—-
diaminopurina, SUper G, Super A y Nd-etilcitosina o derivados
de las mismas; N2-ciclopentilguanina (cPent-G), N2-
ciclopentil-2-aminopurina (cPent-AP) % N2-propil-2-
aminopurina (Pr-AP), seudouracilo o derivados de las mismas;
y bases degeneradas o universales, como 2,6-difluorotolueno
0 bases ausentes, tales como sitios abéadsicos (por ejemplo,
l-desoxirribosa, 1,2-didesoxirribosa, l-desoxi-2-0-
metilribosa; o derivados de pirrolidina en los que el oxigeno
del anillo se ha reemplazado con nitrdégeno (azarribosa)).
Los ejemplos de derivados de Super A, Super G y Super T
pueden encontrarse en la Patente de los Estados Unidos
6,683,173 (Epoch Biosciences), que se incorpora al presente
documento por referencia en su totalidad. Se ha demostrado
que cPent-G, cbPent-AP y Pr-AP reducen los efectos
inmunoestimulantes cuando se incorporan en el ARNpi (Peacock
H. et al. J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 9200). E1
pseudouracilo es una versidén isomerizada de origen natural

del uracilo, con un C-glucdésido en lugar del N-glucdsido
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normal, como en la uridina. E1 ARNm sintético que contiene
pseudouridina puede tener un perfil de seguridad mejorado en
comparaciédn con el mPvNA que contiene uridina (documento WO
2009127230, incorporado al presente documento por referencia
en su totalidad).

[0171] Ciertas nucleobases son particularmente utiles
para aumentar la afinidad de unidén de los conjugados de
oligbmero antisentido de la divulgacidén. Estas incluyen
pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-2,
N-6 y O-6 sustituidas, incluyendo 2-aminopropiladenina, 5-
propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha demostrado que
las sustituciones con 5-metilcitosina aumentan la
estabilidad del duplex de acido nucleico en 0.6-1.2 °C y en
la actualidad son sustituciones de bases preferidas, aun méas
particularmente cuando se combinan con modificaciones de
aztcar de 2'-O-metoxietilo. Las nucleobases modificadas
adicionales ejemplares incluyen aquellas en donde al menos
un &atomo de hidrdégeno de la nucleobase se reemplaza con
fluor.

11. Sales farmacéuticamente aceptables de los
conjugados de oligémero antisentido

[0172] Ciertas realizaciones de los conjugados de
oligbébmero antisentido descritos en el presente documento
pueden contener un grupo funcional bédsico, tal como un amino
o alguilamino y por lo tanto, son capaces de formar sales
farmacéuticamente aceptables con 4&cidos farmacéuticamente
aceptables. La expresién "sales farmacéuticamente
aceptables", a este respecto, se refiere a las sales de
adicidén de 4&cido relativamente no téxicas inorgénicas vy
organicas de los conjugados de oligdémero antisentido de 1la
presente divulgacién. Estas sales pueden prepararse in situ
en el vehiculo de administracién o en el proceso de

fabricacidén de la forma farmacéutica o haciendo reaccionar
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por separado un conjugado de oligbmero antisentido
purificado de la divulgacién en su forma de base libre con
un acido organico o inorganico adecuado y aislando la sal
formada de este modo durante la purificacidén posterior. Las
sales representativas incluyen las sales de bromhidrato,
clorhidrato, sulfato, bisulfato, fosfato, nitrato, acetato,
valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato,
lactato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato,
tartrato, naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato
y laurilsulfonato y similares. (Véase, por ejemplo, Berge et
al. (1977) "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19).

[0173] Las sales farmacéuticamente aceptables de 1los
presentes conjugados de oligbmero antisentido incluyen las
sales no téxicas convencionales o sales de amonio cuaternario
de los conjugados de oligbmero antisentido, por ejemplo, de
dcidos orgédnicos o inorganicos no téxicos. Por ejemplo, tales
sales no téxicas convencionales incluyen las derivadas de
dcidos inorgénicos tales como clorhidrico, bromhidrico,
sulfarico, sulfémico, fosfdérico, nitrico, y similares; y las
sales preparadas a partir de Aacidos organicos tales como
acético, propidénico, succinico, glicdélico, esteédrico,
lactico, mélico, tartarico, citrico, ascérbico, palmitico,
maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico,
salicilico, sulfanilico, 2—acetoxibenzoico, fumérico,
toluenosulfénico, metanosulfdnico, etanodisulfénico,
oxalico, isotidnico, y similares.

[0174] En determinadas realizaciones, los conjugados de
oligbémero antisentido de la presente divulgacién pueden
contener uno o més grupos funcionales &cidos y, por tanto,
son capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables con
bases farmacéuticamente aceptables. La expresidén "sales
farmacéuticamente aceptables", en estos casos, se refieren

a las sales de adicidédn de bases inorganicas y organicas
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relativamente no téxicas de los conjugados de oligdmero
antisentido de la presente divulgacidédn. Estas sales pueden
prepararse igualmente in situ en el vehiculo de
administracién o el proceso de fabricacidén de la forma
farmacéutica o haciendo reaccionar por separado el conjugado
de oligbmero antisentido purificado en su forma de acido
libre con una base adecuada, tal como el hidréxido, carbonato
0 bicarbonato de un catidén metdlico farmacéuticamente
aceptable, con amoniaco o con una amina primaria, secundaria
0 terciaria organica farmacéuticamente aceptable. Las sales
alcalinas o alcalinotérreas representativas incluyen las
sales de 1litio, sodio, potasio, calcio, magnesio y aluminio
y similares. Las aminas organicas representativas utiles
para la formacidédn de las sales de adicidén de bases incluyen
etilamina, dietilamina, etilendiamina, etanolamina,
dietanolamina, piperazina y similares. (Véase, por ejemplo,
Berge et al., citado anteriormente).

III.Formulaciones y modos de administracién

[0175] En ciertas realizaciones, la presente
divulgacidén proporciona formulaciones o composiciones
farmacéuticas adecuadas para el suministro terapéutico de
conjugados de oligémero antisentido, como se describe en el
presente documento. Por tanto, en ciertas realizaciones, la
presente divulgacién proporciona composiciones
farmacéuticamente aceptables que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de uno o mads de los conjugados de
oligbébmero antisentido descritos en el presente documento,
formuladas Jjunto con uno o mas portadores (aditivos) vy/o
diluyentes farmacéuticamente aceptables. Aunque es posible
administrar solo el conjugado de oligbmero antisentido de la
presente divulgacidén, es preferible administrar el conjugado
de oligdémero antisentido en forma de una formulacidn

(composicién) farmacéutica. En una realizacidn, el conjugado
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de oligbmero antisentido de la formulacidn es de acuerdo con
la férmula (III).

[0176] Los métodos para el suministro de moléculas de
acido nucleico que pueden ser aplicables a los conjugados de
oligbmero antisentido de la ©presente divulgacidén se
describen, por ejemplo, en: Akhtar et al., 1992, Trends Cell
Bio., 2:139; Delivery Strategies for Antisense
Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar, 1995, CRC Press;
y Sullivan et al., documento PCT WO 94/02595. Pueden
utilizarse estos y otros protocolos para el suministro de
practicamente cualquier molécula de &cido nucleico,
incluyendo los conjugados de oligbémero antisentido de 1la
presente divulgacidn.

[0177] Las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacidén  pueden formularse especialmente para su
administracién en forma sélida o liquida, incluyendo
aquellas adaptadas para lo siguiente: (1) administracidén
oral, por ejemplo, pociones (suspensiones o disoluciones
acuosas O no acuosas), comprimidos, (destinados para
absorcién bucal, sublingual o sistémica, bolos, polvos,
granulos, pastas para aplicacién a la lengua; (2)
administracién parenteral, por ejemplo, mediante inyeccidn
subcutédnea, intramuscular, intravenosa o epidural como, por
ejemplo, una disolucidén o suspensiodn estéril, o formulacidn
de liberacidn sostenida; (3) aplicacién tdépica, por ejemplo,
como una crema, pomada o un parche de liberacidédn controlada
o pulverizacidén aplicada a la piel; (4) por via intravaginal
0 intrarrectal, por ejemplo, como un 6vulo vaginal, crema o
espuma; (5) por via sublingual; (6) por via ocular; (7) por
via transdérmica; o (8) por via nasal.

[0178] Algunos ejemplos de materiales que pueden servir
como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, sin

limitacién: (1) aztcares, tales como lactosa, glucosa vy
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sacarosa; (2) almidones, tales como almiddén de maiz y almiddn
de patata; (3) celulosa y sus derivados, tales como

carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de

celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina;
(7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y
ceras de supositorios; (9) aceites, tales como aceite de

cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de céartamo,
aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite
de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11)
polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol vy
polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo
y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes,

tales como hidrdéxido de magnesio e hidréxido de aluminio;

(15) &cido alginico; (16) agua libre de pirdgenos; (17)
solucidén salina isotédnica; (18) disolucidn de Ringer; (19)
alcohol etilico; (20) disoluciones de pH tamponado; (21)

poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos; y (22) otras
sustancias compatibles no tdéxicas empleadas en formulaciones
farmacéuticas.

[0179] Los ejemplos no limitantes adicionales de
agentes adecuados para la formulacidén con los conjugados de
oligbébmero antisentido de la presente divulgacidén incluyen:
Acidos nucleicos conjugados con PEG; 4&cidos nucleicos
conjugados con fosfolipidos; &cidos nucleicos gque contienen
restos lip6éfilos; fosforotioatos; inhibidores de P-
glicoproteina (tales como Pluronic P85) gque pueden potenciar
la entrada de farmacos en diversos tejidos; polimeros
biodegradables, tales como microesferas de poli(D,L-lactida-
coglicolida) para administracién por liberacidén sostenida
tras la implantacidén (Emerich, D F et al., 1999, Cell
Transplant, 8, 47-58) Alkermes, Inc. Cambridge, Mass.; Vy
nanoparticulas cargadas, tales como las hechas de

polibutilcianoacrilato, gque pueden administrar farmacos a
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través de la barrera hematoencefdlica y pueden alterar los
mecanismos de captacidn neuronal (Prog Neuropsychopharmacol
Biol Psychiatry, 23, 941-949, 1999).

[0180] La divulgacidén también presenta el uso de 1la
composicidén que comprende liposomas modificados en 1la
superficie que contienen lipidos de ©poli(etilenglicol)
("PEG") (modificados con PEG, ramificados y no ramificados
o0 combinaciones de los mismos, o liposomas de circulacidn
prolongada o liposomas ocultos). Los conjugados de oligbmero
de la divulgacidén también pueden comprender moléculas de PEG
unidas covalentemente de diversos pesos moleculares. Estas
formulaciones ofrecen un método para aumentar la acumulacidn
de farmacos en tejidos diana. Esta clase de portadores de
fadrmacos resisten la opsonizacidén y eliminacidén por el
sistema fagocitico mononuclear (MPS o RES), permitiendo de
ese modo tiempos de circulacidén en sangre més prolongados y
exposicidén tisular potenciada para el farmaco encapsulado
(Lasic et al. Chem. Rev. 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata et
al., Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011). Se ha mostrado
que tales liposomas se acumulan selectivamente en tumores,
presumiblemente mediante extravasacidén vy captura en 1los
tejidos diana neovascularizados (Lasic et al., Science 1995,
267, 1275-1276; Oku et al., 1995, Biochim. Biophys. Acta,
1238, 86-90). Los liposomas de circulacién prolongada
potencian la farmacocinética y farmacodinédmica del ADN vy
ARN, particularmente en comparacidén con liposomas catidnicos
convencionales que se sabe que se acumulan en tejidos del
MPS (Liu et al., J. Biol. Chem. 1995, 42, 24864-24870; Choi
et al., publicacidén PCT internacional n.° WO 96/10391; Ansell
et al., publicacidén PCT internacional n.° WO 96/10390;
Holland et al., publicacidén PCT internacional n.° WO
96/10392). También es probable que los liposomas de

circulacién prolongada protejan a los farmacos de la
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degradacidén por nucleasas en un mayor grado en comparacidn
con liposomas catidnicos, basédndose en su capacidad para
evitar la acumulacidén en tejidos de MPS metabdlicamente
agresivos tales como el higado y el bazo.

[0181] En wuna realizacidén adicional, la presente
divulgacidén incluye composiciones farmacéuticas de conjugado
de oligdémero antisentido preparadas para su suministro como
se describe en las Patentes de los Estados Unidos n.°:
6,692,911, 7,163,695; yv 7,070,807. A este respecto, en una
realizacidn, la presente divulgacidén proporciona un
conjugado de oligbébmero antisentido de la presente
divulgacidén en una composicidédn que comprende copolimeros de
lisina e histidina (HK) (como se describe en las Patentes de
los Estados Unidos n.°: 7,163,695, 7,070,807 y 6,692,911) o
bien solos o bien en combinacidén con PEG (por ejemplo, PEG
ramificado o no ramificado o una mezcla de ambos), en
combinacién con PEG vy un resto de direccionamiento o
cualquiera de los anteriores en combinacidédn con un agente de
reticulacién. En ciertas realizaciones, la presente
divulgacidén proporciona conjugados de oligdmero antisentido
en composiciones farmacéuticas que comprenden polihistidina
modificada con acido glucdnico o polihistidina
gluconilada/transferrina-polilisina. Un experto en la
materia también reconocerd que aminodcidos con propiedades

similares a His vy Lys pueden sustituirse dentro de 1la

composiciodn.
[0182] También pueden estar presentes en las
composiciones agentes humectantes, emulsionantes y

lubricantes (Tales como laurilsulfato de sodio y estearato
de magnesio), agentes colorantes, agentes de liberacién,
agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes perfumantes, conservantes \

antioxidantes.
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[0183] Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente
aceptables incluyen: (1) antioxidantes solubles en agua,
tales como é&cido ascdérbico, clorhidrato de cisteina,
bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio
y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite, tales
como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), lecitina, galato de propilo,
alfa-tocoferol, y similares; vy (3) agentes quelantes de
metales, tales como acido citrico, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, &cido tartéarico,
acido fosfdérico, y similares.

[0184] Las formulaciones de 1la presente divulgacidn
incluyen las adecuadas para administracidén oral, nasal,
tépica (incluyendo bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o
parenteral. Las formulaciones pueden presentarse
convenientemente en forma de dosificacidén unitaria y pueden
prepararse mediante cualquier método bien conocido en la
técnica de farmacia. La cantidad de principio activo que
puede combinarse con un material portador para producir una
tnica forma de dosificacidén variard dependiendo del sujeto
que estd tratadndose y el modo de administracidédn particular.
La cantidad de principio activo que puede combinarse con un
material portador para producir una sola forma farmacéutica
serd generalmente aquella cantidad del principio activo que
produce un efecto terapéutico. En general, esta cantidad
oscilard entre aproximadamente el 0.1 ©por <ciento vy
aproximadamente el noventa y nueve por ciento de principio
activo, preferentemente entre aproximadamente el 5 por
ciento y aproximadamente el 70 por <ciento, lo méas
preferentemente entre aproximadamente el 10 por ciento vy
aproximadamente el 30 por ciento.

[0185] En determinadas realizaciones, una formulacidn

de la presente divulgacidén comprende un excipiente
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seleccionado de ciclodextrinas, celulosas, liposomas,
agentes formadores de micelas, por ejemplo, acidos biliares,
y portadores poliméricos, por ejemplo, poliésteres vy
polianhidridos; y un conjugado de oligdmero antisentido de
la presente divulgacidén. En una realizacidn, el conjugado de
oligbmero antisentido de la formulacidén es de acuerdo con la
férmula (IIT). En determinadas realizaciones, una
formulacidén mencionada anteriormente hace que un conjugado
de oligbémero antisentido de la presente divulgacidn esté
biodisponible por wvia oral.

[0186] Los métodos de preparacioén de estas
formulaciones o composiciones farmacéuticas incluyen la
etapa de asociar un conjugado de oligbmero antisentido de la
presente divulgacidén con el portador y, opcionalmente, uno
0 mas componentes auxiliares. En general, las formulaciones
se preparan asociando de manera uniforme e intima un
conjugado de oligbébmero antisentido de la presente
divulgacidén con portadores liquidos, o portadores sbélidos
finamente divididos, o ambos, y luego, si es necesario,
conformando el producto.

[0187] Las formulaciones de la divulgacidén adecuadas
para administracidén oral pueden estar en forma de cépsulas,
sellos, pildoras, comprimidos, pastillas para chupar (usando
una base aromatizada, habitualmente sacarosa y goma ardbiga
o tragacanto), polvos, granulos, o como una disolucidén o una
suspensidén en un ligquido acuoso o0 no acuoso, O COmo una
emulsién de aceite en agua o de agua en aceite, o como un
elixir o jarabe, o como pastillas (usando una base inerte,
tal como gelatina y glicerina, o sacarosa y goma arabiga)
y/o0 como colutorios y similares, conteniendo cada uno una
cantidad predeterminada de un conjugado de oligdmero
antisentido de 1la presente divulgacién como principio

activo. Un conjugado de oligbdmero antisentido de la presente
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divulgacidén también puede administrarse como un Dbolo,
electuario o pasta.

[0188] En formas farmacéuticas sbélidas de la
divulgacién para la administracidn oral (cédpsulas,
comprimidos, pildoras, comprimidos recubiertos de azucar,
polvos, granulos, trociscos y similares), el principio
activo puede mezclarse con uno O mas portadores
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o
fosfato de dicalcio, y/o cualquiera de los siguientes: (1)
cargas O expansores, tales como almidones, lactosa,
sacarosa, glucosa, manitol y/0 acido silicico; (2)
aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa,
alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma
ardbiga; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes
disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio,
almidén de patata o tapioca, &cido alginico, determinados
silicatos y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de
la disolucidén, tales como parafina; (6) aceleradores de la
absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario vy
tensioactivos, tales como poloxdmero y laurilsulfato de
sodio; (7) agentes humectantes, tales como, por ejemplo,
alcohol cetilico, monoestearato de glicerol y tensioactivos
no idénicos; (8) absorbentes, tales como caolin y arcilla
bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de
calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos,
laurilsulfato de sodio, estearato de =zinc, estearato de
sodio, &cido estedrico, y mezclas de los mismos; (10) agentes
colorantes; y (11) agentes de liberacién controlada tales
como crospovidona o etilcelulosa. En el caso de cépsulas,
comprimidos vy pildoras, las composiciones farmacéuticas
pueden comprender también agentes tamponantes. También
pueden emplearse composiciones farmacéuticas sélidas de un

tipo similar como cargas en céapsulas de gelatina de wvaina
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dura vy blanda usando excipientes tales como lactosa o
azucares de la leche, asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular y similares.

[0189] Un comprimido puede prepararse mediante
compresidén o moldeo, opcionalmente con uno o mas componentes
auxiliares. Los comprimidos preparados por compresidn pueden
prepararse usando aglutinante (por ejemplo, gelatina o
hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte,
conservante, disgregante (por ejemplo, glicolato sdbédico de
almiddén o carboximetilcelulosa de sodio reticulada), agente
activo de superficie o de dispersidén. Los comprimidos
moldeados pueden prepararse mediante moldeo en una maquina
adecuada de una mezcla del compuesto en polvo humedecido con
un diluyente liquido inerte.

[0190] Los comprimidos, y otras formas farmacéuticas
s6lidas de las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacidén, tales como comprimidos recubiertos de azlcar,
cépsulas, pildoras y granulos, pueden opcionalmente
ranurarse O prepararse con recubrimientos y vainas, tales
como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien
conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. Pueden
formularse también para proporcionar liberacidén lenta o
controlada del principio activo en el mismo usando, por
ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones
variables para proporcionar el perfil de liberacidén deseado,
otras matrices poliméricas, liposomas vy/o microesferas.
Pueden formularse para liberacién répida, por ejemplo,
secados por congelacidédn. Pueden esterilizarse mediante, por
ejemplo, filtracidén a través de un filtro de retencidn de
bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de
composiciones farmacéuticas sdélidas estériles que pueden
disolverse en agua estéril, o alguin otro medio inyectable

estéril inmediatamente antes de su uso. Estas composiciones
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farmacéuticas pueden contener también opcionalmente agentes
opacificantes y pueden ser de una composicidédn tal que
libera (n) el/los principio(s) activo(s) solos, o)
preferentemente, en una determinada porcidén del tracto
gastrointestinal, opcionalmente, de una manera retardada.
Los ejemplos de composiciones de incrustacidén gque pueden
usarse incluyen ceras y sustancias poliméricas. El principio
activo puede estar también en forma microencapsulada, si es
apropiado, con uno o mas de los excipientes descritos
anteriormente.

[0191] Las formas farmacéuticas liquidas para
administracién oral de los conjugados de oligdbmero
antisentido de la divulgacién incluyen emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes %
elixires farmacéuticamente aceptables. Ademéds del principio
activo, las formas farmacéuticas liquidas pueden contener
diluyentes inertes comUnmente usados en la técnica, tales
como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes
solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico,
alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo,
alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de
algoddédn, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo),
glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles vy
ésteres de &cidos grasos de sorbitano, y mezclas de 1los
mismos.

[0192] Ademds de diluyentes inertes, las composiciones
farmacéuticas orales pueden incluir también adyuvantes tales
como agentes humectantes, agentes emulsionantes vy de
suspensidén, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes,
de perfume y conservantes.

[0193] Las suspensiones, ademds de los compuestos

activos, pueden contener agentes de suspensidn como, por
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ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados,
polioxietilensorbitol vy ésteres de sorbitano, celulosa
microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-
agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

[0194] Las formulaciones para administracidn rectal o
vaginal pueden presentarse como un supositorio, que puede
prepararse mezclando uno o mas compuestos de la divulgacidn
con uno O mas excipientes o portadores no irritantes
adecuados que comprenden, por ejemplo, manteca de cacao,
polietilenglicol, una cera de supositorios o un salicilato,
y que es sb6lido a temperatura ambiente, pero liquido a
temperatura corporal y, por tanto, se fundird en el recto o
la cavidad vaginal y liberard el compuesto activo.

[0195] Las formulaciones o formas farmacéuticas para la
administracién tdépica o transdérmica de un oligdmero tal
como se proporciona en el presente documento incluyen polvos,
pulverizaciones, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles,
disoluciones, parches e inhalantes. Los conjugados de
oligbébmero activo pueden mezclarse en condiciones estériles
con un portador farmacéuticamente aceptable y con cualquier
conservante, tampdén o propulsor que pueda necesitarse. Las
pomadas, pastas, cremas y geles pueden contener, ademds de
un compuesto activo de esta divulgacidén, excipientes, tales
como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas,
almidén, tragacanto, derivados de celulosa,
polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, &cido silicico,
talco y 6xido de zinc, o mezclas de los mismos.

[0196] Los polvos y pulverizaciones pueden contener,
ademds de un conjugado de oligbmero antisentido de 1la
presente divulgacién, excipientes tales como lactosa, talco,
dcido silicico, hidréxido de aluminio, silicatos de calcio
y polvo de poliamida, o mezclas de estas sustancias. Las

pulverizaciones pueden contener adicionalmente propelentes
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habituales, tales como clorofluorohidrocarburos e
hidrocarburos no sustituidos volatiles, tales como butano y
propano.

[0197] Los parches transdérmicos tienen la ventaja
afiadida de proporcionar administracién controlada de un
conjugado de oligbébmero antisentido de la presente
divulgacidén al cuerpo. Dichas formas farmacéuticas pueden
prepararse disolviendo o dispersando el oligbébmero en el medio
apropiado. También pueden usarse potenciadores de 1la
absorcidén para aumentar el flujo del agente a través de la
piel. La velocidad de tal flujo puede controlarse o bien
proporcionando una membrana de control de la velocidad o
bien dispersando el agente en una matriz polimérica o gel,
entre otros métodos conocidos en la técnica.

[0198] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para
administracién parenteral pueden comprender uUno O mas
conjugados de oligémero de la divulgacidén en combinacidén con
una o mas disoluciones, dispersiones, suspensiones O
emulsiones acuosas ©O no acuosas 1isotdénicas estériles
farmacéuticamente aceptables, o polvos estériles que pueden
reconstituirse para dar disoluciones 0 dispersiones
inyectables estériles Jjusto antes de su uso, dgque pueden
contener azucares, alcoholes, antioxidantes, tampones,
bacteriostaticos, solutos que hacen que la formulacidédn sea
isoténica con la sangre del receptor previsto o agentes
espesantes o de suspensidén. Los ejemplos de portadores
acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las
composiciones farmacéuticas de la divulgacidédn incluyen agua,
etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol, y similares), y mezclas adecuadas de los
mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva, vy
ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo.

Puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante
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el uso de materiales de recubrimiento, tales como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido
en el <caso de dispersiones, y mediante el uso de
tensioactivos. En una realizacidén, el conjugado de oligdmero
antisentido de la composicidédn farmacéutica es de acuerdo con
la férmula (III).

[0199] Estas composiciones farmacéuticas pueden
contener también adyuvantes tales como conservantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes y agentes de dispersidn.
La prevencién de la accidén de microorganismos sobre 1los
presentes conjugados de oligbébmero puede garantizarse
mediante la inclusidén de diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol,
dcido soérbico, vy similares. Puede ser deseable también
incluir agentes isotdénicos, tales como azlcares, cloruro de
sodio, y similares en las composiciones. Ademds, la absorcidn
prolongada de la forma farmacéutica inyectable puede
ocasionarse mediante la inclusidén de agentes que retardan la
absorcién tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

[0200] En algunos casos, con el fin de prolongar el
efecto de un farmaco, es deseable ralentizar la absorcidn
del farmaco a partir de 1la inyeccidén subcutédnea o
intramuscular. Esto puede lograrse mediante el uso de una
suspensién liquida de material amorfo o cristalino gue tiene
escasa solubilidad en agua, entre otros métodos conocidos en
la técnica. La velocidad de absorcién del farmaco depende
entonces de su velocidad de disolucidén que, a su vez, puede
depender del tamafio de cristal y 1la forma cristalina.
Alternativamente, se logra la absorcién retardada de una
forma de farmaco administrada de manera parenteral
disolviendo o suspendiendo el fédrmaco en un vehiculo oleoso.

[0201] Pueden prepararse formas de depdsito inyectables

formando matrices microencapsuladas de los presentes
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conjugados de oligbmero en polimeros biodegradables tales
como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la relacidn
de oligbmero a polimero y la naturaleza del polimero
particular empleado, la velocidad de liberacidén del
oligbmero puede controlarse. Los ejemplos de otros polimeros
biodegradables incluyen poli (ortoésteres) y
poli (anhidridos). También pueden prepararse formulaciones
inyectables de depdsito atrapando el farmaco en liposomas o
microemulsiones que son compatibles con tejidos corporales.

[0202] Cuando los conjugados de oligbmero antisentido
de la presente divulgacidén se administran como agentes
farmacéuticos a seres humanos % animales, pueden
administrarse tal cual o como una composicidén farmacéutica
que contiene, por ejemplo, de un 0.1 a un 99% (méas
preferentemente de un 10 a un 30%) del conjugado de oligdbmero
antisentido en combinacién con un portador farmacéuticamente
aceptable.

[0203] Las formulaciones o preparaciones de la presente
divulgacién pueden administrase por via oral, parenteral,
tépica o rectal. Se administran normalmente en formas
adecuadas para cada via de administracién. Por ejemplo, se
administran en forma de comprimidos o cépsulas, mediante
inyeccién, inhalacién, locidn ocular, pomada, supositorio o
infusidén; por via tdépica mediante una locidn o pomada; o por
via rectal mediante supositorios.

[0204] Independientemente de la via de administracién
seleccionada, los conjugados de oligbmero antisentido de 1la
presente divulgacidén, que pueden usarse en una forma
hidratada adecuada y/o las composiciones farmacéuticas de la
presente divulgacién, pueden formularse en formas
farmacéuticas farmacéuticamente aceptables mediante métodos
convencionales conocidos por los expertos en la materia. Los

niveles de dosificacidén reales de los principios activos en
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las composiciones farmacéuticas de esta divulgacidédn pueden
variarse para obtener una cantidad del principio activo que
es eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para
un paciente, composicidn y  modo de administracidn
particular, sin que sea 1naceptablemente téxica para el
paciente.

[0205] E1 nivel de dosis seleccionado dependera de una
variedad de factores que incluyen la actividad del conjugado
de oligbmero antisentido particular de la presente
divulgacidén empleado o el éster, sal o amida del mismo, la
via de administracién, el tiempo de administracidén, la tasa
de excrecidén o el metabolismo del oligbmero particular que
se esté empleando, la tasa y el alcance de la absorcidén, la
duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales usados en combinacidén con el oligbmero particular
empleado, la edad, el sexo, el peso, la afecciédén, la salud
general y el historial médico previo del paciente que se
esté tratando y factores similares bien conocidos en 1la
técnica médica.

[0206] Un médico o veterinario que tiene experiencia
habitual en la técnica puede determinar féacilmente vy
prescribir la cantidad eficaz de la composicidén farmacéutica
requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria
comenzar dosis de los conjugados de oligbémero antisentido de
la divulgacién empleados en la composiciédn farmacéutica a
niveles inferiores a los requeridos con el fin de lograr el
efecto terapéutico deseado vy aumentar gradualmente 1la
dosificacién hasta que se logra el efecto deseado. En
general, una dosis diaria adecuada de un conjugado de
oligémero antisentido de la divulgacidén serd aquella
cantidad del conjugado de oligémero antisentido que es 1la
dosis minima eficaz para producir un efecto terapéutico.

Dicha dosis eficaz dependera generalmente de los factores
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descritos en el presente documento. En general, las dosis
orales, intravenosas, intracerebroventriculares y
subcutaneas de los conjugados de oligdmero antisentido de la
presente divulgacidén para un paciente, cuando se usan para
los efectos indicados, variaran de aproximadamente 0.0001 a
aproximadamente 100 mg por kilogramo de peso corporal al
dia.

[0207] En algunas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido de la ©presente divulgacidén se
administran en dosis generalmente de aproximadamente 10-160
mg/kg o 20-160 mg/kg. En algunos casos, pueden ser necesarias
dosis mayores de 160 m/kg. En algunas realizaciones, las
dosis para administracidén i.v. son de aproximadamente 0.5 mg
a 160 mg/kg. En algunas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran a dosis de
aproximadamente 0.5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4
mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg o 10
mg/kg. En algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran a dosis de aproximadamente 10
mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg, 18 mg/kg, 20 mg/kg, 21
mg/kg, 25 mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30
mg/kg, 31 mg/kg, 32 mg/kg, 33 mg/kg, 34 mg/kg, 35 mg/kg, 36
mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg, 40 mg/kg, 41 mg/kg, 42
mg/kg, 43 mg/kg, 44 mg/kg, 45 mg/kg, 46 mg/kg, 47 mg/kg, 48
mg/kg, 49 mg/kg 50 mg/kg, 51 mg/kg, 52 mg/kg, 53 mg/kg, 54
mg/kg, 55 mg/kg, 56 mg/kg, 57 mg/kg, 58 mg/kg, 59 mg/kg, 60
mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg, 90
mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg,
120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg, 140 mg/kg, 145
mg/kg, 150 mg/kg, 155 mg/kg, 160 mg/kg, incluyendo todos los
numeros enteros intermedios. En algunas realizaciones, el
oligbmero se administra a 10 mg/kg. En algunas realizaciones,

el oligbmero se administra a 20 mg/kg. En algunas
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realizaciones, el oligbémero se administra a 30 mg/kg. En
algunas realizaciones, el oligbémero se administra a 40 mg/kg.
En algunas realizaciones, el oligbmero se administra a 60
mg/kg. En algunas realizaciones, el oligbémero se administra
a 80 mg/kg. En algunas realizaciones, el oligbmero se
administra a 160 mg/kg. En algunas realizaciones, el
oligbémero se administra a 50 mg/kg.

[0208] En algunas realizaciones, el conjugado de
oligbmero antisentido de fédrmula (III) se administra en dosis
generalmente de aproximadamente 10-160 mg/kg o 20-160 mg/kg.
En algunas realizaciones, las dosis del conjugado de
oligbmero antisentido de fdérmula (III) para administracidn
i.v. son de aproximadamente 0.5 mg a 160 mg/kg. En algunas
realizaciones, el conjugado de oligbmero antisentido de
férmula (III) se administra a dosis de aproximadamente 0.5
mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg,
7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg o 10 mg/kg. En algunas
realizaciones, el conjugado de oligbmero antisentido de
férmula (ITII) se administra a dosis de aproximadamente 10
mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg, 18 mg/kg, 20 mg/kg, 21
mg/kg, 25 mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30
mg/kg, 31 mg/kg, 32 mg/kg, 33 mg/kg, 34 mg/kg, 35 mg/kg, 36
mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg, 40 mg/kg, 41 mg/kg, 42
mg/kg, 43 mg/kg, 44 mg/kg, 45 mg/kg, 46 mg/kg, 47 mg/kg, 48
mg/kg, 49 mg/kg 50 mg/kg, 51 mg/kg, 52 mg/kg, 53 mg/kg, 54
mg/kg, 55 mg/kg, 56 mg/kg, 57 mg/kg, 58 mg/kg, 59 mg/kg, 60
mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg, 90
mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg,
120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg, 140 mg/kg, 145
mg/kg, 150 mg/kg, 155 mg/kg, 160 mg/kg, incluyendo todos los
numeros enteros intermedios. En algunas realizaciones, el
conjugado de oligbmero antisentido de férmula (III) se

administra a 10 mg/kg. En algunas realizaciones, el conjugado
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de oligbmero antisentido de férmula

mg/kg.

antisentido de férmula (III) se

En algunas realizaciones,

(ITI) se administra a 20
el conjugado de oligdmero

administra a 30 mg/kg. En

algunas realizaciones, el conjugado de oligbmero antisentido

de férmula (III)

realizaciones, el conjugado de

férmula (IIT) se administra

realizaciones, el conjugado de

férmula (IIT) se administra

realizaciones, el conjugado de

férmula (III) se administra

realizaciones, el conjugado de

férmula (III) se administra a 50

[0209] Si se desea, la dosis

se administra a 40 mg/kg.

a 60

a 80

a

En algunas
oligbmero antisentido de
mg/kg. En algunas
oligbmero antisentido de
mg/kg. En algunas
oligbmero antisentido de

160 mg/kg. En algunas
oligbmero antisentido de
mg/kg.

diaria eficaz del principio

activo puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco,

seis o méds subdosis administradas por separado a intervalos
adecuados a lo largo de todo el dia, opcionalmente, en formas
unitarias. En situaciones

farmacéuticas determinadas, la

dosificacidédn es una administracidén al dia. En ciertas

realizaciones, la dosificacidn es una o mds administraciones
cada 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

14 dias o cada
12 semanas o cada 1, 2,

12 meses, segun se necesite,

para mantener la expresién deseada de una proteina distrofina

funcional. En determinadas realizaciones, la dosificacidn es

una o mas administraciones una vez cada dos semanas. En

algunas realizaciones, la dosificacidén es una administracidn

una vez cada dos semanas. En diversas realizaciones, la

dosificacidédn es una o mas administraciones cada mes. En

clertas realizaciones, la dosificacidén es una administracién

cada mes.

[0210] En diversas realizaciones, los conjugados de

oligbébmero antisentido se administran semanalmente a 10
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mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran semanalmente a 20
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran semanalmente a 30
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran semanalmente a 40
mg/kg. En algunas realizaciones, los conjugados de oligdmero
antisentido se administran semanalmente a 60 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbébmero
antisentido se administran semanalmente a 80 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran semanalmente a 100 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran semanalmente a 160 mg/kg. Como se
usa en el presente documento, se entiende que semanalmente
tiene el significado aceptado en la técnica de cada semana.

[0211] En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbémero antisentido se administran bisemanalmente a 10
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran bisemanalmente a 20
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbébmero antisentido se administran bisemanalmente a 30
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbémero antisentido se administran bisemanalmente a 40
mg/kg. En algunas realizaciones, los conjugados de oligdbmero
antisentido se administran bisemanalmente a 60 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran bisemanalmente a 80 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligdbmero
antisentido se administran bisemanalmente a 100 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligdbébmero
antisentido se administran bisemanalmente a 160 mg/kg. Como

se usa en el ©presente documento, se entiende que
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bisemanalmente tiene el significado aceptado en la técnica
de cada dos semanas.

[0212] En diversas realizaciones, 1los conjugados de
oligbmero antisentido se administran cada tres semanas a 10
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran cada tres semanas a 20
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran cada tres semanas a 30
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran cada tres semanas a 40
mg/kg. En algunas realizaciones, los conjugados de oligdmero
antisentido se administran cada tres semanas a 60 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran cada tres semanas a 80 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran cada tres semanas a 100 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligdbmero
antisentido se administran cada tres semanas a 160 mg/kg.
Como se usa en el presente documento, se entiende que cada
tres semanas tiene el significado aceptado en la técnica de
una vez cada tres semanas.

[0213] En diversas realizaciones, 1los conjugados de
oligbébmero antisentido se administran mensualmente a 10
mg/kg. En diversas —realizaciones, los conjugados de
oligémero antisentido se administran mensualmente a 20
mg/kg. En diversas realizaciones, los conjugados de
oligémero antisentido se administran mensualmente a 30
mg/kg. En diversas —realizaciones, los conjugados de
oligbmero antisentido se administran mensualmente a 40
mg/kg. En algunas realizaciones, los conjugados de oligdbmero
antisentido se administran mensualmente a 60 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligdbmero

antisentido se administran mensualmente a 80 mg/kg. En
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algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran mensualmente a 100 mg/kg. En
algunas realizaciones, los conjugados de oligbmero
antisentido se administran mensualmente a 160 mg/kg. Como se
usa en el presente documento, se entiende gque mensualmente
tiene el significado aceptado en la técnica para cada mes.

[0214] Como se entenderéa en la técnica, las
administraciones semanales, bisemanales, cada tres semanas
0 mensuales pueden ser en una o mas administraciones o
subdosis como se analiza en el presente documento.

[0215] Las moléculas de acido nucleico y los conjugados
de oligémero antisentido descritos en el presente documento
pueden administrarse a células mediante diversos métodos
conocidos por los expertos en la materia, incluyendo, pero
sin limitacién, encapsulacién en liposomas, mediante
iontoforesis o mediante incorporacidén en otros wvehiculos,
tales como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas
biodegradables y microesferas bioadhesivas, como se describe
en el presente documento y se conoce en la técnica. En
determinadas realizaciones, puede utilizarse tecnologia de
microemulsificaciédn para mejorar la biodisponibilidad de
agentes farmacéuticos lipdéfilos (insolubles en agua). Los
ejemplos incluyen trimetrina (Dordunoo, S. K., et al., Drug
Development and Industrial Pharmacy, 17(12), 1685-1713,
1991) y REV 5901 (Sheen, P. C., et al., J Pharm Sci 80(7),
712-714, 1991) . Entre otros beneficios, la
microemulsificacién proporciona una biodisponibilidad
potenciada dirigiendo preferentemente la absorcién al
sistema linfédtico en lugar del sistema circulatorio, que de
ese modo sortea el higado, e impide la destruccidén de los
compuestos en la circulacién hepatobiliar.

[0216] En un aspecto de la divulgacién, las

formulaciones contienen micelas formadas a partir de un
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oligbmero tal como se proporciona en el presente documento
y al menos un portador anfifilo, en el que las micelas tienen
un diametro promedio de menos de aproximadamente 100 nm.
Realizaciones méas preferidas proporcionan micelas que tienen
un diametro promedio menor de aproximadamente 50 nm, e
incluso realizaciones més preferidas proporcionan micelas
que tienen un didmetro promedio menor de aproximadamente 30
nm, o incluso menor de aproximadamente 20 nm.

[0217] Aunque se contemplan todos 1los portadores
anfifilos adecuados, los portadores actualmente preferidos
son generalmente los que tienen un estatus generalmente
reconocido como seguro (GRAS), y que pueden tanto solubilizar
un conjugado de oligbébmero antisentido de la presente
divulgacidén como microemulsionar en una fase posterior
cuando la disolucidn se pone en contacto con una fase acuosa
compleja (tal como una encontrada en el tracto
gastrointestinal humano). Habitualmente, 1los componentes
anfifilos que satisfacen estos requisitos tienen valores de
HLB (equilibrio hidréfilo con respecto a lipéfilo) de 2-20,
y sus estructuras contienen radicales alifaticos de cadena
lineal en el intervalo de C-6 a C-20. Ejemplos son
polietilenglicoles % glicéridos grasos
polietilenglicolizados.

[0218] Los ejemplos de portadores anfifilos incluyen
glicéridos de &cidos grasos polietilenglicolizados saturados
y monoinsaturados, tales como los obtenidos a partir de
diversos aceites vegetales completa o parcialmente
hidrogenados. Dichos aceites pueden consistir ventajosamente
en tri, di y mono glicéridos de &cidos grasos y ésteres de
di y mono-poli(etilenglicol) de los acidos grasos
correspondientes, con una composicién de 4cido graso
particularmente preferida, incluyendo &cido céprico al 4-

10%, &cido céprico al 3-9%, &cido laurico al 40-50%, acido
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miristico al 14-24%, &cido palmitico al 4-14% y é&cido
estearico al 5-15%. Otra clase Util de portadores anfifilos
incluye sorbitano y/o sorbitol parcialmente esterificados,
con acidos grasos saturados o mono-insaturados (serie SPAN)
o0 andlogos etoxilados correspondientes (serie TWEEN) .

[0219] Los portadores anfifilos disponibles
comercialmente pueden ser particularmente tGtiles, incluyendo
la serie Gelucire, Labrafil, Labrasol o Lauroglycol (todos
fabricados y distribuidos por Gattefosse Corporation, Saint
Priest, Francia), PEG-mono-oleato, PEG-di-oleato, PEG-mono-
laurato y di-laurato, lecitina, ©polisorbato 80, etc.
(producidos y distribuidos por varias empresas en los EE.UU.
y en todo el mundo) .

[0220] En determinadas realizaciones, la administracidén
puede producirse mediante el uso de liposomas, nanocéapsulas,
microparticulas, microesferas, particulas lipidicas,
vesiculas, vy similares, ©para la introduccidén de las
composiciones farmacéuticas de la presente divulgacidén en
células huésped adecuadas. En particular, las composiciones
farmacéuticas de la presente divulgacidén pueden formularse
para administracidédn o bien encapsuladas en una particula
lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanoesfera, una
nanoparticula o similar. La formulacidén y el uso de tales
vehiculos de administracién puede llevarse a cabo usando
técnicas conocidas y convencionales.

[0221] Los polimeros hidréfilos adecuados para su uso
en la presente divulgacién son los que son facilmente
solubles en agua, pueden unirse covalentemente a un lipido

formador de wvesiculas y que se toleran in vivo sin efectos

téxicos (es decir, son Dbiocompatibles). Los polimeros
adecuados incluyen poli(etilenglicol) (PEG), poli(acido
lactico) (también denominado polilactida), poli (4dcido

glicdlico) (también denominado poliglicolida), un copolimero
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de poli (dcido léactico)-poli(acido glicdlico) y poli(alcohol
vinilico). En determinadas realizaciones, los polimeros
tienen un peso molecular medio en peso de aproximadamente
100 o 120 dalton hasta aproximadamente 5,000 o 10,000 dalton
o desde aproximadamente 300 dalton hasta aproximadamente
5,000 dalton. En otras realizaciones, el polimero es
poli(etilenglicol) que tiene un peso molecular medio en peso
de aproximadamente 100 a aproximadamente 5,000 dalton o que
tiene un peso molecular medio en peso de aproximadamente 300
a aproximadamente 5,000 dalton. En ciertas realizaciones, el
polimero es un poli(etilenglicol) que tiene un peso molecular
medio en peso de aproximadamente 750 dalton, por ejemplo,
PEG(750). Los polimeros también pueden definirse por el
numero de mondmeros en los mismos; una realizacidn preferida
de la presente divulgacidén utiliza polimeros de al menos
aproximadamente tres mondémeros, consistiendo dichos
polimeros de PEG en tres mondmeros gque tienen un peso
molecular de aproximadamente 132 dalton.

[0222] Otros polimeros hidréfilos que pueden ser
adecuados para su uso en la presente divulgacidén incluyen
polivinilpirrolidona, polimetoxazolina, polietiloxazolina,
polihidroxipropilmetacrilamida, polimetacrilamida,
polidimetilacrilamida y celulosas derivatizadas tales como
hidroximetilcelulosa o hidroxietilcelulosa.

[0223] En determinadas realizaciones, una formulacién
de la presente divulgacién comprende un polimero
biocompatible seleccionado del grupo gque consiste en
poliamidas, policarbonatos, polialguilenos, polimeros de
ésteres acrilicos y metacrilicos, polimeros de polivinilo,
poliglicolidas, polisiloxanos, poliuretanos y copolimeros de
los mismos, celulosas, polipropileno, polietilenos,
poliestireno, polimeros de &cido lactico y &cido glicélico,

polianhidridos, poli (orto)ésteres, poli (dcido butico),
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poli (dcido valérico), poli(lactida-co-caprolactona),
polisacéaridos, proteinas, poli (dcidos hialurdnicos),
policianoacrilatos, y combinaciones, mezclas o copolimeros
de los mismos.

[0224] Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos,
que consisten en 6, 7 u 8 unidades de glucosa, designadas
por la letra griega o, P o Yy, respectivamente. Las unidades
de glucosa estan unidas mediante enlaces o-1,4-glucosidicos.
Como consecuencia de la conformacidén en silla de las unidades
de azucar, todos los grupos hidroxilo secundarios (en C-2,
C-3) estén ubicados en un lado del anillo, mientras que todos
los grupos hidroxilo primarios en C-6 estdn situados en el
otro lado. Como resultado, las caras externas son hidréfilas,
haciendo a las ciclodextrinas solubles en agua. En cambio,
las cavidades de las ciclodextrinas son hidréfobas, puesto
que estan revestidas por el hidrdégeno de los atomos C-3 y C-
5, y por oxigenos de tipo éter. Estas matrices permiten la
complejacidén con una variedad de compuestos relativamente
hidréfobos, incluyendo, por ejemplo, compuestos esteroides
tales como l17a-estradiol (véase, por ejemplo, van Uden et
al. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38:1-3-113 (1994)). La
complejacién tiene lugar mediante interacciones de Van der
Waals y mediante formacidén de enlaces de hidrdégeno. Para una
revisién general de la gquimica de ciclodextrinas, véase,
Wenz, Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 33:803-822 (1994).

[0225] Las propiedades fisicoquimicas de los derivados
de ciclodextrinas dependen fuertemente de la clase y el grado
de sustitucién. Por ejemplo, su solubilidad en agua oscila
entre insoluble (por ejemplo, triacetil-beta-ciclodextrina)
y soluble al 147% (p/v) (G-2-beta-ciclodextrina). Ademés,
son solubles en muchos disolventes organicos. Las

propiedades de las ciclodextrinas permiten el control sobre
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la solubilidad de diversos componentes de la formulacidn
aumentando o disminuyendo su solubilidad.

[0226] Se han descrito numerosas ciclodextrinas vy
métodos para su preparacidédn. Por ejemplo, Parmeter (I), et
al. (Patente de los Estados Unidos n.° 3,453,259) y Gramera,
et al. (Patente de 1los Estados Unidos n.° 3,459,731)
describieron ciclodextrinas electroneutras. Otros derivados
incluyen ciclodextrinas con propiedades catidnicas [Parmeter
(I1), Patente de los Estados Unidos n.° 3,453,257],
ciclodextrinas reticuladas insolubles (Solms, Patente de los
Estados Unidos n.° 3,420,788), y ciclodextrinas con
propiedades anidnicas [Parmeter (I1I1), Patente de 1los
Estados Unidos n.° 3,426,011]. Entre los derivados de
ciclodextrinas con propiedades anidénicas, se han afiadido
dcidos carboxilicos, &cidos fosforosos, &acidos fosfinosos,
dcidos fosfénicos, &cidos fosfdéricos, acidos tiofosfdnicos,
dcidos tiosulfinicos y &acidos sulfénicos a la ciclodextrina
original [véase, Parmeter (III), citado anteriormente].
Ademés, Stella, et al. han descrito derivados de sulfoalquil
éter ciclodextrina (Patente de 1los Estados Unidos n.°
5,134,127).

[0227] Los liposomas consisten en al menos una membrana
bicapa lipidica que encierra un compartimento interno
acuoso. Los liposomas pueden caracterizarse por el tipo de
membrana y por el tamafio. Las vesiculas unilamelares pequefias
(SUV) tienen una sola membrana y normalmente oscilan entre
un tamafio de 0.02 y 0.05 um de didmetro; las vesiculas
unilamelares grandes (LUVS) son normalmente mayores de 0.05
um. Las vesiculas multilamelares y vesiculas grandes
oligolamelares tienen miltiples capas de membranas,
habitualmente concéntricas y normalmente son mayores de 0.1
um. Los liposomas con varias membranas no concéntricas, es

decir, wvarias vesiculas mas peqgueflas contenidas dentro de
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una vesicula mas grande, se denominan vesiculas
multivesiculares.

[0228] Un aspecto de la presente divulgacidén se refiere
a formulaciones que comprenden liposomas que contienen un
conjugado de oligdbmero antisentido de la presente
divulgacidén, donde la membrana del liposoma se formula para
proporcionar un liposoma con capacidad portadora aumentada.
Como alternativa o ademds, el conjugado de oligbmero
antisentido de la presente divulgacidn puede estar contenido
en o adsorbido sobre la bicapa liposomal del liposoma. Un
conjugado de oligbébmero antisentido de la presente
divulgacidén puede agregarse con un tensiocactivo lipidico y
portarse dentro del espacio interno del liposoma; en estos
casos, la membrana del liposoma se formula para resistir los
efectos disruptivos del agregado de agente activo-
tensioactivo.

[0229] Segun una realizacidén de la presente
divulgacién, la bicapa lipidica de un liposoma contiene
lipidos derivatizados con poli(etilenglicol) (PEG), de
manera que las cadenas de PEG se extienden desde 1la
superficie interna de la bicapa lipidica hacia el espacio
interior encapsulado por el liposoma, y se extienden desde
el exterior de la bicapa 1lipidica hacia el entorno
circundante.

[0230] Los agentes activos contenidos dentro de 1los
liposomas de la presente divulgacién estédn en forma
solubilizada. Los agregados del agente tensioactivo y activo
(tales como emulsiones o micelas que contienen el agente
activo de interés) pueden estar atrapados dentro del espacio
interior de los liposomas segun la presente divulgacién. Un
tensioactivo actta dispersando y solubilizando el agente
activo, vy puede seleccionarse de cualguier tensioactivo

alifdtico, cicloalifédtico o aromatico adecuado, incluyendo
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pero sin limitarse a lisofosfatidilcolinas (LPG)
biocompatibles de longitud de cadena variable (por ejemplo,
desde aproximadamente Cl4 hasta aproximadamente C20).
También pueden utilizarse lipidos derivatizados con
polimeros tales como PEG-lipidos para la formacidén de micelas
ya que actuaradn inhibiendo la fusién de micelas/membranas,
y vya que la adicién de un polimero a moléculas de
tensioactivo disminuye la CMC del tensioactivo y ayuda en la
formacidén de micelas. Se prefieren tensioactivos con CMO en
el intervalo micromolar; pueden utilizarse tensioactivos con
CMC superiores para preparar micelas atrapadas dentro de
liposomas de la presente divulgacién.

[0231] Los 1liposomas segun la presente divulgacidn
pueden prepararse mediante cualquiera de una variedad de
técnicas gque se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo,
la Patente de los Estados Unidos n.° 4,235,871; la Solicitud
PCT Publicada WO 96/14057; New RRC, Liposomes: A practical
approach, IRL Press, Oxford (1990), paginas 33-104; y Lasic
DD, Liposomes from physics to applications, Elsevier Science
Publishers BV, Amsterdam, 1993. Por ejemplo, pueden
prepararse liposomas de la presente divulgacidén mediante
difusién de un lipido derivatizado con un polimero hidréfilo
en liposomas preformados, tal como exponiendo liposomas
preformados a micelas compuestas por polimeros injertados
con lipidos, a concentraciones de lipidos correspondientes
al porcentaje molar final del lipido derivatizado que se
desea en el liposoma. También pueden formarse liposomas que
contienen un polimero hidréfilo mediante homogeneizacién,
hidratacién en campo de lipidos o técnicas de extrusidn, tal
como se conoce en la técnica.

[0232] En otro procedimiento de formulacidén a modo de
ejemplo, el agente activo se dispersa en primer lugar

mediante sonicacidén en wuna lisofosfatidilcolina u otro
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tensioactivo de baja CMC (incluyendo lipidos injertados con
polimero) que solubilice facilmente moléculas hidrdfobas. La
suspensidén micelar resultante de agente activo se usa
entonces para rehidratar una muestra lipidica secada que
contiene un porcentaje en moles adecuado de lipido injertado
con polimero, o colesterol. La suspensidén de agente activo
y lipido se forma entonces para dar liposomas usando técnicas
de extrusidén tal como se conocen en la técnica, y 1los
liposomas resultantes se separaron de la disolucidén no
encapsulada mediante separacidén en columna convencional.

[0233] En un aspecto de la presente divulgacidén, 1los
liposomas se preparan para que tengan tamarnos
sustancialmente homogéneos en un 1intervalo de tamafio
seleccionado. Un método de dimensionamiento eficaz implica
extruir una suspensidén acuosa de los liposomas a través de
una serie de membranas de policarbonato que tienen un tamafio
de poro uniforme seleccionado; el tamafio de poro de la
membrana se corresponderd aproximadamente con los tamafios
mas grandes de los liposomas producidos mediante extrusidn
a través de esa membrana. Véase por ejemplo la Patente de
los Estados Unidos n.° 4,737,323 (12 de abril de 1988). En
determinadas realizaciones, pueden utilizarse reactivos
tales como DharmaFECT® vy Lipofectamine® para introducir
polinuclebétidos o proteinas en células.

[0234] Las caracteristicas de 1liberacién de una
formulacidén de la presente divulgacidn dependen del material
de encapsulacidén, la concentracién de farmaco encapsulado y
la presencia de modificadores de la liberacidén. Por ejemplo,
la liberacidén puede manipularse para que sea dependiente del
pPH, por ejemplo, usando un recubrimiento sensible al pH que
libera solo a un bajo pH, como en el estémago, o un pH
superior, como en el intestino. Puede usarse un recubrimiento

entérico para impedir que se produzca la liberacidén hasta
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después del paso a través del estdmago. Pueden usarse
multiples recubrimientos o mezclas de cianamida encapsulada
en diferentes materiales para obtener una liberacidn inicial
en el estdémago, seguido por liberacidn posterior en el
intestino. La liberacidén puede manipularse también mediante
inclusidén de sales o agentes formadores de poros, que pueden
aumentar la captacién de agua o la liberacidédn del farmaco
mediante difusidén a través de la céapsula. También pueden
usarse excipientes gque modifican la solubilidad del fé&rmaco
para controlar la velocidad de liberaciédn. Pueden
incorporarse también agentes que potencian la degradacidédn de
la matriz o la liberacidén de la matriz. Pueden afiadirse al
farmaco, afiadirse como fases separadas (es decir, como
materiales particulados), o pueden codisolverse en la fase
de polimero dependiendo del compuesto. En la mayoria de los
casos, la cantidad debe estar entre el 0.1 y el 30 por ciento
(p/p de polimero). Los tipos de potenciadores de 1la
degradacién incluyen sales inorganicas tales como sulfato de
amonio y cloruro de amonio, &cidos orgédnicos tales como acido
citrico, acido benzoico y 4cido ascdérbico, bases inorgénicas
tales como carbonato de sodio, carbonato de potasio,
carbonato de calcio, carbonato de zinc e hidrdéxido de zinc,
y bases organicas tales como sulfato de protamina, espermina,
colina, etanolamina, dietanolamina vy trietanolamina vy
tensiocactivos tales como Tween® 'y Pluronic®. Agentes
formadores de poros que afiaden microestructura a las matrices
(es decir, compuestos solubles en agua tales como azucares
y sales inorganicas) se afiaden como materiales particulados.
El intervalo es normalmente de entre el uno y el treinta por
ciento (p/p de polimero).

[0235] La captacién también puede manipularse alterando
el tiempo de residencia de las particulas en el intestino.

Esto puede lograrse, por ejemplo, recubriendo la particula
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con, o seleccionando como material de encapsulacidén, un
polimero de adhesivo mucoso. Los ejemplos incluyen la mayoria
de los polimeros con grupos carboxilo libres, tales como
quitosano, celulosas y especialmente poliacrilatos (tal como
se usa en el presente documento, poliacrilatos se refiere a
polimeros que incluyen grupos acrilato y grupos acrilato
modificados tales como cianoacrilatos y metacrilatos).

[0236] Un conjugado de oligbmero antisentido puede
formularse para que esté contenido dentro de, o, adaptado
para liberarse mediante un implante o dispositivo médico o
quirtrgico. En determinados aspectos, un implante puede
recubrirse o tratarse de otra forma con un conjugado de
oligbébmero antisentido. Por ejemplo, pueden usarse
hidrogeles, u otros ©polimeros, tales como polimeros
biocompatibles y/o biodegradables, para recubrir un implante
con las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgacién (es decir, la composicidén puede estar adaptada
para su uso con un dispositivo médico usando un hidrogel u
otro polimero). Se conocen bien en la técnica polimeros vy
copolimeros para recubrir dispositivos médicos con un
agente. Los ejemplos de implantes incluyen, pero no se
limitan a, endoprdétesis, endoprdétesis que eluyen farmacos,
suturas, ©proétesis, catéteres vasculares, catéteres de
diglisis, injertos vasculares, valvulas cardiacas
protésicas, marcapasos cardiacos, desfibriladores
cardioversores implantables, agujas IV, dispositivos para la
formacidén y endurecimiento de huesos, tales como clavijas,
tornillos, placas y otros dispositivos, y matrices tisulares
artificiales para la cicatrizacidén de heridas.

[0237] Ademds de los métodos proporcionados en el
presente documento, los conjugados de oligbémero antisentido
para su uso de acuerdo con la divulgacidén pueden formularse

para su administracidén de cualgquier manera conveniente para
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su uso en medicina humana o veterinaria, por analogia con
otros agentes farmacéuticos. Los conjugados de oligbmero
antisentido y sus correspondientes formulaciones pueden
administrarse solos o en combinacidén con otras estrategias
terapéuticas en el tratamiento de la distrofia muscular,
tales como trasplante de mioblastos, terapias con células
madre, administracidén de antibidticos aminoglucdsidos,
inhibidores del proteasoma y terapias de regulacidn positiva
(por ejemplo, regulacidén positiva de utrofina, un paralogo
autosémico de la distrofina).

[0238] En algunas realizaciones, el agente terapéutico
adicional puede administrarse antes, de manera concurrente
o después de la administracién del conjugado de oligdbmero
antisentido de la presente divulgacidén. Por ejemplo, los
conjugados de oligdémero antisentido pueden administrarse en
combinacién con un esteroide y/o antibidético. En ciertas
realizaciones, los conjugados de oligbmero antisentido se
administran a un paciente que estd tomando una terapia de
fondo con esteroides (por ejemplo, terapia con esteroides
intermitente y/o crdénica/continua de fondo). Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el paciente se ha tratado con un
corticosteroide antes de la administracién de un oligdbmero
antisentido y sigue recibiendo la terapia con esteroides. En
algunas realizaciones, el esteroide es glucocorticoide o
prednisona.

[0239] Las vias de administracién descritas estén
previstas solo como orientacidén puesto que un experto en la
técnica serd capaz de determinar facilmente la via de
administracioén bptima y cualquier dosificacién para
cualquier estado y animal particular. Se han intentado
maltiples enfoques para introducir nuevo material genético
funcional en células, tanto in vitro como in vivo (Friedmann

(1989) Science, 244:1275-1280). Estos enfoques incluyen la
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integracién del gen gque va a expresarse en retrovirus
modificados (Friedmann (1989) citado anteriormente;
Rosenberg (1991) Cancer Research 51(18), suppl.: 5074S-
5079S); integracidn en vectores distintos de retrovirus (por
ejemplo, vectores virales adenocasociados) (Rosenfeld, et al.
(1992) Cell, 68:143-155; Rosenfeld, et al. (1991) Science,
252:431-434); o suministro de un transgén unido a un elemento
de promotor-potenciador heterdlogo por medio de liposomas
(Friedmann (1989), citado anteriormente; Brigham, et al.
(1989) Am. J. Med. Sci., 298:278-281; Nabel, et al. (1990)
Science, 249:1285-1288; Hazinski, et al. (1991) Am. J. Resp.
Cell Molec. Biol., 4:206-209; y Wang y Huang (1987) Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA), 84:7851-7855); acoplado a sistemas
de transporte basados en cationes, especificos de ligando
(Wu y Wu (1988) J. Biol. Chem., 263:14621-14624) o el uso de
ADN desnudo, vectores de expresidén (Nabel et al. (1990),

citado anteriormente; Wolff et al. (1990) Science, 247:1465-

1468) . La inyeccidén directa de transgenes en tejido produce
solo expresién localizada (Rosenfeld (1992) citado
anteriormente; Rosenfeld et al. (1991) citado anteriormente;

Brigham et al. (1989) citado anteriormente; Nabel (1990)
citado anteriormente; vy Hazinski et al. (1991) citado
anteriormente). El grupo de Brigham et al. (Am. J. Med. Sci.
(1989) 298:278-281 y Clinical Research (1991) 39 (resumen))
han notificado la transfeccidén in vivo solo de pulmones de
ratones tras la administracién intravenosa o intratraqueal
de un complejo de ADN-liposoma. Un ejemplo de un articulo de
revisién de procedimientos de terapia génica humana es:
Anderson, Science (1992) 256:808-813.

[0240] En una realizacidén adicional, las composiciones
farmacéuticas de la divulgacién pueden comprender
adicionalmente un hidrato de carbono tal como se proporciona

en Han et al., Nat. Comms. 7, 10981 (2016) la totalidad del
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cual se incorpora en el presente documento por referencia.
En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de
la divulgacidédn pueden comprender el 5% de un hidrato de
carbono de hexosa. Por ejemplo, la composicidén farmacéutica
de la divulgacidén puede comprender el 5% de glucosa, el 5%
de fructosa o el 5% de manosa. En determinadas realizaciones,
las composiciones farmacéuticas de la divulgacidén pueden
comprender el 2.5% de glucosa y el 2.5% de fructosa. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la
divulgacidén pueden comprender un hidrato de carbono
seleccionado de: arabinosa presente en una cantidad del 5%
en volumen, glucosa presente en una cantidad del 5% en
volumen, sorbitol presente en una cantidad del 5% en volumen,
galactosa presente en una cantidad del 5% en wvolumen,
fructosa presente en una cantidad del 5% en volumen, xilitol
presente en una cantidad del 5% en volumen, manosa presente
en una cantidad del 5% en volumen, una combinacidén de glucosa
y fructosa cada una presente en una cantidad del 2.5% en
volumen y una combinacidén de glucosa presente en una cantidad
del 5.7% en volumen, fructosa presente en una cantidad del
2.86% en volumen y xilitol presente en una cantidad del 1.4%
en volumen.

IV. Métodos de uso

Restauracion del marco de lectura de la distrofina
usando omisiodén de exdn

[0241] Un posible enfoque terapéutico para el
tratamiento de DMD provocada por mutaciones fuera de marco
en el gen de distrofina se sugiere por la forma mas leve de
distrofinopatia conocida como BMD, que estd provocada por
mutaciones en marco. La capacidad para convertir una mutacidn
fuera de marco en una mutacién en marco conservaria
hipotéticamente el marco de lectura del ARNm y produciria

una proteina distrofina funcional aunque acortada
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internamente. Los conjugados de oligbmero antisentido de 1la
divulgacidén se disefiaron para lograr esto.

[0242] La hibridacidén del PMO con la secuencia de pre-
ARNm seleccionada como diana interfiere con la formacidn del
complejo de corte y empalme de pre-ARNm y elimina el exdén 53
del ARNm maduro. La estructura vy conformacién de 1los
conjugados de oligbmero antisentido de 1la divulgacidn
permiten el emparejamiento de bases especifico de secuencia
con la secuencia complementaria. Mediante un mecanismo
similar, eteplirsen, por ejemplo, que es un PMO que se disefid
para omitir el exén 51 del pre-ARNm de distrofina, permite
el emparejamiento de bases especifico de secuencia con la
secuencia complementaria contenida en el exén 51 del pre-
ARNm de distrofina.

[0243] E1 ARNm de distrofina normal que contiene los 79
exones producird proteina distrofina normal. El grafico en
la Fig. 1 representa una pequefia seccidén del pre-ARNm de
distrofina y el ARNm maduro, desde el exdédn 47 hasta el exdn
53. La forma de cada exén ilustra cbédmo se dividen los codones
entre exones; obsérvese que un coddédn consiste en tres
nucledétidos. Los exones con forma rectangular comienzan y
terminan con codones completos. Los exones con forma de
flecha comienzan con un coddédn completo, pero terminan con un

codédn dividido, gque contiene solo el nucledtido n.° 1 del

o o

coddédn. Los nucledtidos n.° 2 y n.° 3 de este coddn estéan
contenidos en el exdédn posterior, que comenzard con una forma
de cheurdn.

[0244] E1 ARNm de distrofina en el que faltan exones
completos del gen de distrofina normalmente da como resultado
DMD. La grafica en la Fig. 2 ilustra un tipo de mutacidn
genética (eliminacidén del exdn 50) que se sabe que da como
resultado DMD. Debido a que el exdén 49 termina en un coddn

completo y el exdn 51 comienza con el segundo nucledtido de
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un coddén, el marco de lectura después del exbn 49 esta
desplazado, dando como resultado un marco de lectura de ARNm
fuera de marco y la incorporacidén de aminodcidos incorrectos
cadena abajo de la mutacidén. La posterior ausencia de un
dominio de unidén a distroglucano C-terminal funcional da
como resultado la produccién de una proteina distrofina
inestable.

[0245] Eteplirsen omite el exdn 51 para restaurar el
marco de lectura del ARNm. Debido a que el exén 49 termina
en un coddn completo y el exdn 52 comienza con el primer
nucledétido de un coddn, la eliminacidn del exdn 51 restaura
el marco de lectura, dando como resultado la produccidén de
una proteina distrofina internamente acortada con un sitio
de unidén a distroglucano intacto, similar a una mutacidén de
BMD "en marco" (Fig. 3).

[0246] La viabilidad de mejorar el fenotipo de DMD
usando omisidén de exdn para restaurar el marco de lectura
abierto del ARNm de distrofina estéd apoyada por investigacidn
no clinica. Numerosos estudios en modelos animales
distré6ficos de DMD han mostrado que la restauracién de 1la
distrofina por omisién de exdn conduce a mejoras fiables en
la funcién y fuerza musculares (Sharp 2011; Yokota 2009; Wu
2008; Wu 2011; Barton-Davis 1999; Goyenvalle 2004;
Gregorevic 2006; Yue 2006; Welch 2007; Kawano 2008; Reay
2008; wvan Putten 2012). Un ejemplo convincente de esto
procede de un estudio en el que los niveles de distrofina
tras la terapia de omisién de exé4n (usando un PMO) se
compararon con la funcidén muscular en el mismo tejido. En
ratones mdx distrdéficos, los musculos tibiales anteriores
(TA) tratados con un PMO especifico de ratdn se mantuvieron
a ~75% de su capacidad de fuerza maxima tras contracciones
que inducen estrés, mientras que los musculos TA

contralaterales no tratados se mantuvieron solo a ~25% de su
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capacidad de fuerza méaxima (p <0.05) (Sharp 2011). En otro
estudio, 3 perros CXMD distrdéficos recibieron a los 2-5 meses
de edad terapia de omisidén de exdn usando un PMO especifico
para su mutacidén genética una vez a la semana durante de 5
a 7 semanas o cada dos semanas durante 22 semanas. Tras la
terapia de omisidén de exdn, los 3 perros demostraron una
expresidén extensa, por todo el cuerpo de distrofina en el
musculo esquelético, asi como ambulaciédn mantenida o
mejorada (prueba de carrera de 15 m) en relacidn con el nivel
inicial. En cambio, perros CXMD de edad coincidente no
tratados mostraron una disminucidén marcada en la ambulacidn
a lo largo del transcurso del estudio (Yokota 2009).

[0247] Se mostrd que los PMO tenian més actividad de
omisién de exbn a concentraciones equimolares que los
fosforotiocatos tanto en ratones mdx como en el modelo de
ratdédn con DMD humanizado (hDMD), gue expresa todo el
transcrito de DMD humano (Heemskirk 2009). Los experimentos
in vitro usando reaccién en cadena de la polimerasa de
retrotranscripciédn (RT-PCR) y de transferencia de Western
(WB) en células de musculo esquelético humano normales o
células musculares de pacientes con DMD con diferentes
mutaciones susceptibles a la omisién del exén 51
identificaron eteplirsen (un PMO) como un potente inductor
de la omisidén del exédn 51. La omisidén del exd4n 51 inducida
por eteplirsen se ha confirmado in vivo en el modelo de ratdn
hDMD (Arechavala-Gomeza 2007) .

[0248] Los resultados clinicos para analizar el efecto
de un conjugado de oligdémero antisentido que es
complementario a una regidén diana del exdén 53 del pre-ARNm
de distrofina humano e induce la omisidén del exdn 53 incluyen
el porcentaje de fibras positivas para distrofina (PDFP), la
prueba de marcha de seis minutos (6MWT), la pérdida de

ambulacidén (LOA), la evaluacidn ambulatoria de North Star
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(NSAA), pruebas de funcidén pulmonar (PFT), capacidad para
levantarse (desde una posicidn supina) sin soporte externo,
produccidén de distrofina de novo vy otras mediciones
funcionales.

[0249] En algunas realizaciones, la presente
divulgacidén proporciona métodos para producir distrofina en
un sujeto que tiene una mutacidén del gen de distrofina que
es susceptible a la omisién del exdédn 53, comprendiendo el
método administrar al sujeto un conjugado de oligdbmero
antisentido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
como se describe en el presente documento. En ciertas
realizaciones, la presente divulgacidén proporciona métodos
para restaurar un marco de lectura de ARNm para inducir la
produccidén de proteina distrofina en un sujeto con distrofia
muscular de Duchenne (DMD) que tiene una mutacidén del gen de
distrofina que es susceptible a la omisidén del exdn 53. La
produccién de proteina puede medirse mediante reaccidn en
cadena de la polimerasa de retrotranscripcién (RT-PCR),
andlisis de transferencia de Western o inmunohistogquimica
(IHC) .

[0250] En algunas realizaciones, la presente
divulgacidén proporciona métodos para tratar la DMD en un
sujeto que lo necesite, en donde el sujeto tiene una mutacidn
del gen de distrofina que es susceptible a la omisidén del
ex6n 53, comprendiendo el método administrar al sujeto un
conjugado de oligdbémero antisentido o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, como se describe en
el presente documento. En diversas realizaciones, el
tratamiento del sujeto se mide mediante el retraso en la
progresién de la enfermedad. En algunas realizaciones, el
tratamiento del sujeto se mide mediante el mantenimiento de
la ambulacidén en el sujeto o la pérdida de ambulacidn en el

sujeto. En algunas realizaciones, la ambulacidén se mide
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usando la prueba de marcha de 6 minutos (6MWT). En ciertas
realizaciones, la ambulacidén se mide usando la evaluacidn
ambulatoria de North Star (NSAA).

[0251] En diversas realizaciones, la presente
divulgacidén proporciona métodos para mantener la funcidn
pulmonar o reducir la pérdida de funcidén pulmonar en un
sujeto con DMD, en donde el sujeto tiene una mutacidén del
gen de DMD que es susceptible a la omisidén del exdn 53,
comprendiendo el método administrar al sujeto un conjugado
de oligbmero antisentido o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, como se describe en el presente
documento. En algunas realizaciones, la funcidén pulmonar se
mide como la presidén expiratoria maxima (MEP). En ciertas
realizaciones, la funcidén pulmonar se mide como la presidn
inspiratoria méxima (MIP). En algunas realizaciones, la
funcién pulmonar se mide como la capacidad vital forzada
(FVC) .

[0252] En una realizacidén adicional, las composiciones
farmacéuticas de la divulgacidén pueden coadministrarse con
un carbohidrato en los métodos de la divulgacidén, ya sea en
la misma formulacidén o en una formulacidén separada, como se
proporciona en Han et al., Nat. Comms. 7, 10981 (2016) la
totalidad del cual se incorpora en el presente documento por
referencia. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas de la divulgacidén pueden coadministrarse con
un 5% de un carbohidrato de hexosa. Por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas de la divulgacidén pueden
coadministrarse con glucosa al 5%, fructosa al 5% o manosa
al 5%. En ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas de la divulgacidén pueden coadministrarse con
glucosa al 2.5% y fructosa al 2.5%. En algunas realizaciones,
la composicién farmacéutica de la divulgacidén puede

coadministrarse con un carbohidrato seleccionado entre:
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arabinosa presente en una cantidad del 5% en volumen, glucosa
presente en una cantidad del 5% en volumen, sorbitol presente
en una cantidad del 5% en volumen, galactosa presente en una
cantidad del 5% en volumen, fructosa presente en una cantidad
del 5% en volumen, xilitol presente en una cantidad del 5%
en volumen, manosa presente en una cantidad del 5% en
volumen, una combinacidén de glucosa y fructosa cada una
presente en una cantidad del 2.5% en volumen vy una
combinacién de glucosa presente en una cantidad del 5.7% en
volumen, fructosa presente en una cantidad del 2.86% en
volumen y xilitol presente en una cantidad del 1.4% en
volumen.

[0253] En diversas realizaciones, un conjugado de
oligbmero antisentido de la divulgacidén se coadministra con
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
antiinflamatorio no esteroideo. En algunas realizaciones, el
compuesto antiinflamatorio no esteroideo es un inhibidor de
NEF-kB. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el inhibidor
de NF-kB puede ser CAT-1004 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En diversas realizaciones, el inhibidor
de NF-kB puede ser un conjugado de salicilato y DHA. En
algunas realizaciones, el inhibidor de NF-kB es CAT-1041 o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En ciertas
realizaciones, el inhibidor de NF-kB es un conjugado de

salicilato y EPA. En diversas realizaciones, el inhibidor de

NF-kB es
Q H
N/A\V/N P Pz P CHj;
H
@) N NS NN
OH 0 una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0254] En algunas realizaciones, el compuesto

antiinflamatorio no esteroideo es un inhibidor de TGF-b. Por
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ejemplo, en ciertas realizaciones, el inhibidor de TGF-b es
HT-100.

[0255] En <ciertas realizaciones, se describe un
conjugado de oligbmero antisentido como se describe en el
presente documento para su uso en terapia. En ciertas
realizaciones, se describe un conjugado de oligdbmero
antisentido como se describe en el presente documento para
su uso en el tratamiento de la distrofia muscular de
Duchenne. En ciertas realizaciones, se describe un conjugado
de oligbmero antisentido como se describe en el presente
documento para su uso en la fabricacién de un medicamento
para su uso en terapia. En ciertas realizaciones, se describe
un conjugado de oligbmero antisentido como se describe en el
presente documento para su uso en la fabricacidédn de un
medicamento para el tratamiento de la distrofia muscular de
Duchenne.

V. Kits

[0256] La divulgacidén también proporciona kits para el
tratamiento de un paciente con una enfermedad genética,
comprendiendo dicho kit al menos una molécula antisentido
(por ejemplo, un conjugado de oligbmero antisentido que
comprende el oligbmero antisentido expuesto en la SEQ ID NO:
1), envasado en un recipiente adecuado, junto con
instrucciones para su uso. Los kits pueden contener también
reactivos periféricos tales como tampones, estabilizadores,
etc. Los expertos habituales en el campo deben apreciar que
las aplicaciones del método anterior tienen una amplia
aplicacién para identificar moléculas antisentido adecuadas
para su uso en el tratamiento de muchas otras enfermedades.
En una realizacidén, el kit comprende un conjugado de

oligbébmero antisentido de acuerdo con la férmula (III).
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Ejemplos

[0257] Aungque la divulgacidén anterior se ha descrito
con cierto grado de detalle a modo ilustrativo y de ejemplo
por motivos de claridad de comprensidén, serd facilmente
evidente para un experto habitual en la materia a la vista
de las ensefianzas en la presente divulgacidén que pueden
efectuarse ciertos cambios y modificaciones en la misma sin
apartarse del espiritu o alcance de las reivindicaciones
adjuntas. Los siguientes ejemplos se proporcionan Unicamente
a modo ilustrativo y no de modo limitante. Los expertos en
la materia reconoceran facilmente una variedad de pardmetros
no criticos que podrian cambiarse o modificarse para
proporcionar resultados esencialmente similares.

Materiales y métodos

Células y condiciones de tratamiento de cultivo
tisular

[0258] Se wutilizaron miocitos humanos diferenciados
(ZenBio, Inc.) para medir la omisidn de exones.
Especificamente, se cultivaron mioblastos (ZenBio, Inc.,
SKB-F) hasta una confluencia del 80-90% a 37 °C y un 5% de
CO;, en medio de crecimiento (SKB-M; ZenBio, 1Inc.). La
diferenciacién se iniciéd reemplazando el medio de
crecimiento con medio de diferenciacidén (SKM-D; ZenBio,
Inc.). Para ensayar la omisidén del exdédn 53, se emplacaron
1x10% células diferenciadas en una placa de 24 pocillos y se
afiadidé a cada pocillo 1 ml de medio de diferenciacidén (SKM-
D; ZenBio, Inc.) que contenia diversas concentraciones de
PMO o PPMO y se incubd durante 96 horas.

Analisis de transferencia de Western

[0259] Para el anédlisis por transferencia de Western,
se homogeneizd el tejido con tampdn de homogeneizacidn (SDS
al 4%, urea 4 M, tris-HCl 125 mM (pH 6.8)) a una relacidén de

9 a 18 secciones de tejido x 20-um a aproximadamente 5 mm de
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didmetro en 133 pl de tampdn. E1 lisado correspondiente se
recogidé y sometid a cuantificacidédn de proteinas usando el
kit de ensayo de proteinas RC DC segUn las instrucciones del

o

fabricante (BioRad, n.° de cat. 500-0122). Las muestras de
extracto de tejido se diluyeron a 1:10 usando tampdn de
homogeneizacidn para que se encontrasen dentro del intervalo
de la curva patrdédn de BSA. Las muestras se prepararon de tal
forma que 35 pl de muestra contenian la cantidad deseada de
proteina usando 25 pl de lisado de proteina, 7 pl de tampdn
de muestra NuPAGE LDS (Life Technologies, n.° de cat. NP00O0S,
Carlsbad, California, EE. UU.), y 3 pl de agente reductor
NuPAGE (10x) (Life Technologies n.° de cat. NP0004). Tras
calentar las muestras de proteina durante 5 minutos a 95 °C,
se centrifugaron las muestras y el sobrenadante se cargd en
un gel de tris-acetato de poliacrilamida al 3-8% NuPAGE Novex
mini de 10 pocillos, 1 mm (Life Technologies n.° de cat.
EA0375) a un maximo de 50 upg de carga total de proteina por
carril. El gel se corrid a 150 voltios a temperatura ambiente
hasta que el frente de tinte corridé fuera del gel. Los geles
de proteina resultantes se transfirieron a membranas de PVDF
(Life Technologies, n.° de cat. LC2007) durante 75 minutos
a temperatura ambiente a 30 wvoltios wusando tampdén de
transferencia NuPAGE (Life Technologies NP006-1), metanol al
10% y antioxidante NuPAGE al 0.1% (Life Technologies NP00O05) .

[0260] Después de la transferencia de proteina, se
sumergieron las membranas de PVDF en tampén TTBS (TBS 1X
(Amresco, n.° de cat. J640-4L), Tween-20 al 0.1% (v/v)). Las
membranas se transfirieron a tampédn de Dblogqueo (leche
deshidratada desgrasada al 5% (p/v) (Lab Scientific, n.° de
cat. M0841) en TTBS) y se empaparon durante una noche a 4 °C
con agitacidén suave. Después de bloquear, las membranas se

incubaron durante o bien 60 minutos a temperatura ambiente

en DYS1 (Leica, n.° de cat. NCL-DYS1l) diluido a 1:20 usando
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tampdn de bloqueo o 20 minutos en anticuerpo anti-a-actinina
(Sigma-Aldrich n.° de cat. NA931V) diluido a 1:100,000 con
tampdén de bloqueo, seguido de seis lavados (cinco minutos
cada uno con TTBS). La IgG anti-ratdn conjugada a peroxidasa
de rabano picante (GE Healthcare, n.° de cat. NA931lV) se
diluyd a 1:40,000 usando tampdn de bloqueo y se afiadid a las
membranas durante 45 minutos (DYS1) o 15 minutos (a-
actinina), seguido nuevamente de seis lavados. Usando el kit
de deteccidn de Western ECL Prime (GE Healthcare n.° de cat.
RPN2232), la pelicula se expuso al gel y se reveld
correspondientemente. La pelicula revelada se escaned vy
analizé usando el programa informatico ImageQuant TL Plus
(versidén 8.1) y se llevd a cabo un andlisis de regresidn
lineal usando el programa informadtico Graphpad.

[0261] Cada gel de transferencia de Western incluye una
curva patrdédn de distrofina de 4 o 5 puntos preparada usando
la proteina total extraida de tejido normal (cuaddriceps,
diafragma o corazdédn de ratédn) diluida, por ejemplo, al 64%,
16%, 4%, 1% y 0.25% (véanse, por ejemplo, las figuras 5A y
5B) y se puntearon en extracto de tejido de DMD (por ejemplo,
cuddriceps, diafragma o corazdédn de ratd4n mdx o cuaddriceps,
diafragma o musculo liso (GI)). Las muestras de curva patrdn
se ©procesaron como se ha descrito anteriormente. Se

determinaron los niveles de proteina distrofina como el

o

porcentaje de los niveles de distrofina de tipo silvestre (
en peso) comparando las intensidades de la banda de
distrofina con la curva patrdén del gel.

Andlisis por RT-PCR

[0262] Para el andlisis por RT-PCR, se aisld el ARN de
las células usando el kit de centrifugacién TIllustra GE
siguiendo el protocolo del fabricante. La concentracién y la
pureza del ARN se determindé usando un instrumento NanoDrop.

La omisidén del exdn 53 se midid mediante RT-PCR con un
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cebador directo que se une a la unidén del exdén 51/52 y 54,
SEQ ID NO: 5 (5'- CATCAAGCAGAAGGCAACAA-3') vy un cebador
inverso que se une a la unidén del exdédn 51/52 y 54, SEQ ID
NO: 6 (5'- GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA-3'). Un exbébn 53 omitido dio
como resultado un amplicdn de 201 pb y un exdn 53 no omitido
dio como resultado un amplicdn con 413 pb.

[0263] La omisidén del exdn 23 se midid mediante RT-PCR
con un cebador directo, SEQ ID NO: 7 (5'-
CACATCTTTGATGGTGTGAGG-3"') y un cebador inverso, SEQ ID NO:
8 (5'- CAACTTCAGCCATCCATTTCTG -3'").

[0264] Después de someter el ARN a RT-PCR, se analizaron
las muestras usando una maquina Caliper, que usa
electroforesis capilar en gel. Se calculd el porcentaje de
omisidén del exdn usando la siguiente ecuacidn: (4drea bajo la
curva para bandas omitidas)/ (suma del &rea bajo la curva
para las bandas omitidas y no omitidas)x100.

Inmunohistoquimica: tincidn de distrofina:

[0265] Se usaron secciones de tejido congeladas de 10
micrémetros del cuéddriceps de ratdn para detectar distrofina
mediante el anticuerpo primario para distrofina (diluciédn
1:250, conejo, Abcam, n.° de cat. abl5277) en suero de cabra
al 10% + BSA al 1% en PBS y anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo conjugado con Alexa-Fluor 488 (dilucidén 1:1000)
en suero de cabra al 10% + BSA al 1%.

Preparacidén de subunidades de morfolino

1. NalO,,, MeOH (ac)

O B 2. (NH4)7B4O7
Ho/ﬁ » HO/\[ j/ o

3. Borano-trietilamina
HO OH 4 Acido metanélico H i
(p-TsOH o HCI)
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Esquema 1: Ruta sintética general para subunidades de
PMO

[0266] En referencia al esquema 1, en donde B representa
un resto de emparejamiento de bases, las subunidades de
morfolino pueden prepararse a partir del ribonucledbdsido (1)
correspondiente como se muestra. La subunidad de morfolino
(2) puede protegerse opcionalmente mediante reaccidn con un
precursor de grupo protector adecuado, por ejemplo, cloruro
de tritilo. Generalmente, el grupo protector 3' se retira
durante la sintesis del oligdmero en estado sdé6lido, como se
describe en mas detalle méds adelante. De manera adecuada, el
resto de emparejamiento de bases puede protegerse para la
sintesis del oligdémero en fase sélida. Los grupos protectores
adecuados incluyen benzoilo para adenina vy <citosina,
fenilacetilo para guanina y pivaloilmetilo para hipoxantina
(I). El grupo pivaloiloximetilo puede introducirse en la
posicidén N1 de la base heterociclica de hipoxantina. Aungue
puede emplearse una subunidad de hipoxantina no protegida,
los rendimientos en las reacciones de activacidén son muy
superiores cuando la base estd protegida. Otros grupos
protectores adecuados incluyen los divulgados en la Patente
de los Estados Unidos n.° 8,076,476, que se incorpora al

presente documento por referencia en su totalidad.
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[0267] La reaccidén de 3 con el compuesto de fésforo
activado 4 da como resultado subunidades de morfolino que
tienen el resto de enlace deseado 5.

[0268] Los compuestos de estructura 4 pueden prepararse
usando cualquier numero de métodos conocidos por los expertos
en la materia. El acoplamiento con el resto de morfolino se
produce entonces como se ha indicado anteriormente.

[0269] Los compuestos de estructura 5 pueden usarse en
la sintesis de oligbmero en fase sd6lida para la preparacidn
de oligdémeros que comprenden los enlaces entre subunidades.
Dichos métodos se conocen bien en la técnica. Brevemente,
puede modificarse un compuesto de estructura 5 en el extremo
5' para que contenga un enlazador a un soporte sdélido. Una
vez soportado, el grupo protector de 5 (por ejemplo, tritilo
en el extremo 3') se retira y se hace reaccionar la amina
libre con un resto de fésforo activado de un segundo
compuesto de estructura 5. Esta secuencia se repite hasta
que se obtiene el oligo de 1longitud deseada. El grupo
protector en el terminal 3' puede o bien retirarse o dejarse
donde estd en caso de que se desee una modificacién 3'. E1
oligo puede retirarse del soporte sélido usando cualquier
numero de métodos o el tratamiento de ejemplo con una base
para escindir el enlace al soporte sdélido.

[0270] La preparacién de oligdémeros de morfolino en
general y de oligémeros de morfolino especificos de la
divulgacidén se describen con méds detalle en los ejemplos.

Preparacidén de oligdémeros de morfolino

[0271] La preparacidén de los compuestos de la
divulgacidén se lleva a cabo usando el siguiente protocolo de

acuerdo con el esquema 2:
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Esquema 2: Preparaciédn de acido de cola activado

[0272] Preparacién del fenil carbamato de piperazina
35: A una suspensién enfriada del compuesto 11 en
diclorometano (6 ml/g 11) se le afadidé una solucidén de
carbonato de potasio (3.2 eq) en agua (4 ml/g de carbonato
de potasio). A esta mezcla bifdsica, se le afiadidé lentamente

una solucidén de cloroformiato de fenilo (1.03 eq) en
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diclorometano (2 g/g de cloroformiato de fenilo). La mezcla
de reaccidn se calentd a 20 °C. Tras completarse la reaccidn
(1-2 h), se separaron las capas. La capa organica se lavd
con agua y se secd sobre carbonato de potasio anhidro. E1
producto 35 se aisld mediante cristalizaciédn a partir de
acetonitrilo.

[0273] Preparacién del alcohol de carbamato 36: Se
suspendié hidruro de sodio (1.2 eq) en l-metil-2-
pirrolidinona (32 ml/g de hidruro de sodio). A esta
suspensidn se le afiadid trietilenglicol (10.0 eq) y compuesto
35 (1.0 eq). La suspensidén resultante se calentd a 95 °C.
Tras completarse la reaccidén (1-2 h), se enfrid la mezcla a
20 °C. A esta mezcla se le afiadid diclorometano al 30%/metil
terc-butil éter (v:v) y agua. La capa orgédnica que contenia
producto se lavd sucesivamente con NaOH acuoso, éacido
succinico acuoso y cloruro de sodio acuoso saturado. E1
producto 36 se aisld® mediante cristalizacién a partir de
diclorometano/metil terc-butil éter/heptano.

[0274] Preparacidédn de acido de cola 37: A una solucidn
de compuesto 36 en tetrahidrofurano (7 ml/g de 36) se le
afiadidé anhidrido succinico (2.0 eqg) y DMAP (0.5 eqg). La
mezcla se calentdé a 50 °C. Tras completarse la reaccidédn (5
h), la mezcla se enfrié a 20 °C y se ajustd a pH 8.5 con
NaHCO3 acuoso. Se afadidé metil terc-butil éter y el producto
se extrajo en la capa acuosa. Se afadié diclorometano y la
mezcla se ajustd a pH 3 con 4acido citrico acuoso. La capa
organica que contenia producto se lavdé con una mezcla de
tampdén citrato a pH = 3 y cloruro de sodio acuoso saturado.
Esta solucién en diclorometano de 37 se usd sin aislamiento
en la preparacidén del compuesto 38.

[0275] Preparacién de 38: A la solucidn de compuesto 37
se le afiadié imida del &cido N-hidroxi-5-norborneno-2, 3-

dicarboxilico  (HONB) (1.02 eqg), 4-dimetilaminopiridina
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(DMAP) (0.34 eq) y después clorhidrato de 1-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (1.1 eq). La
mezcla se calentd a 55 °C. Tras completarse la reaccidn (4-
5 h), la mezcla se enfrid a 20 °C y se lavd sucesivamente
con 1:1 de &cido citrico 0.2 M/salmuera y salmuera. La
solucidén en diclorometano se sometidé a intercambio de
disolvente a acetona y después a N,N-dimetilformamida y el
producto se aisld por precipitacidén a partir de acetona/N,N-
dimetilformamida en cloruro de sodio acuoso saturado. EI1
producto en bruto se resuspendid varias wveces en agua para
retirar la N,N-dimetilformamida residual y las sales.

Método A de sintesis de PMO: Uso de anclaje de
disulfuro

[0276] La introduccidén de 1la "cola" activada en la
resina cargada de anclaje se llevd a cabo en dimetil
imidazolidinona (DMI) mediante el procedimiento usado para
la incorporacidén de las subunidades durante la sintesis en

fase sdbdlida.

o . Ky
@floﬁw S\,:)“NIT)N ¢

34 (8]

(0]
Q/\NHZ Q/\r\)l\)/\/s‘s I/\N
H
. | i
NH, 39 \I

NHCOOE1

resina de
aminometil poliestireno

0 —
N N A 0 0
- A / O
‘[/—o E@:N .0
0 0 : O o 3
0
)I\ S °
0 NN g

( ! N (\1
H
I\/U N\)
NHCOOE t \rr

0 m

Esquema 3: Preparacién del soporte en fase sbdélida para la
sintesis de oligbémeros de morfolino
[0277] Este procedimiento se 1llevdé a cabo en un vial

para péptidos silanizado con camisa (ChemGlass, NJ, EE. UU.)
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con una frita de wvidrio de porosidad gruesa (40-60 pum)
agitador superior y llave de cierre de Tefldn de 3 vias para
permitir el burbujeo de N2 hacia arriba a través de la frita
0 una extraccidén de vacio.

[0278] Las etapas de tratamiento con resina/lavado en
el siguiente procedimiento consisten en dos operaciones
basicas: fluidizacidén de la resina o reactor de lecho de
agitacién y extraccidén de disolvente/solucidn. Para la
fluidizacidén de la resina, se posiciondé la llave de cierre
para permitir el flujo de N2 a través de la frita y se afiadid
el tratamiento de resina/lavado especificado al reactor y se
dejd permear y humectar completamente la resina. Después, se
comenzd el mezclado y la suspensidén de resina se mezcld
durante el tiempo especificado. Para la extraccién del
disolvente/solucidén, se detuvieron el mezclado y el flujo de
N2 y se acciondé la bomba de vacio y después se posiciond la
llave de cierre para permitir la evacuacidén del tratamiento
de resina/lavado a los desechos. Todos los volUmenes de
tratamiento de resina/lavado fueron de 15 ml/g de resina a
menos que se indigque otra cosa.

[0279] Se afadidé a la resina de aminometilpoliestireno
(malla 100-200; ~1.0 mmol/g de <carga basdndose en la
sustitucién de nitrdgeno; 75 g, 1 eq, Polymer Labs, R. U.,
n.° de pieza 1464-X799) en un vial para péptido silanizado
con camisa l-metil-2-pirrolidinona (NMP; 20 ml/g de resina)
y se dejdé que la resina se hinchase con mezclado durante 1-

2 h. Después de la evacuacidn del disolvente de hinchado, se

lavd la resina con diclorometano (2 X 1-2 min),
diisopropiletilamina al 5% en isopropanol al

25%/diclorometano (2 x 3-4 min) y diclorometano (2 x 1-2
min) . Tras la evacuacidn del lavado final, se tratd la resina
con una solucidén de anclaje de disulfuro 34 en l-metil-2-

pirrolidinona (0.17 M; 15 ml/g de resina, ~2.5 eq) y la
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mezcla de resina/reactivo se calentdé a 45 °C durante 60 h.
Tras completarse la reaccidn, se interrumpid el

calentamiento y se evacud la solucidn de anclaje y la resina

se lavé con 1l-metil-2-pirrolidinona (4 x 3-4 min) vy
diclorometano (6 x 1-2 min). La resina se tratdé con una
solucién al 10% (v/v) de dicarbonato de dietilo en

diclorometano (16 ml/g; 2 x 5-6 min) y después se lavd con
diclorometano (6 x 1-2 min). La resina 39 se secd en una
corriente de N2 durante 1-3 h y después al vacio hasta peso
constante (* 2%). Rendimiento: 110-150% del peso original de
la resina.

[0280] Determinacidén de la carga de resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro: La carga de la resina
(nimero de sitios reactivos potencialmente disponibles) se
determina mediante un ensayo espectrométrico para el numero
de grupos trifenilmetilo (tritilo) por gramo de resina.

[0281] Se transfiere un peso conocido de resina seca
(25 £ 3 mg) a un matraz volumétrico silanizado de 25 ml y se
afladen ~5 ml de &cido trifluorocacético al 2% (v/v) en
diclorometano. Los contenidos se mezclaron removiendo
suavemente y después se dejaron reposar durante 30 min. E1

volumen se enrasa hasta 25 ml con &cido trifluoroacético al

2% (v/v) adicional en diclorometano y se mezclan
exhaustivamente los contenidos. Usando una ©pipeta de

desplazamiento positivo, se transfiere una alicuota de 1la
solucidén que contiene tritilo (500 wpl) a un matraz
volumétrico de 10 ml y se enrasa el volumen hasta 10 ml con
dcido metanosulfdénico.

[0282] E1 contenido de catidén tritilo en la solucidn
final se mide mediante la absorbancia UV a 431.7 nm y se
calcula la carga de la resina en grupos tritilo por gramo de
resina (umol/qg) usando los volumenes, diluciones,

coeficientes de extincién (e: 41 pmol-lcm-1) y peso de la
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resina adecuados. El ensayo se lleva a cabo por triplicado
y se calcula una carga media.

[0283] E1 procedimiento de carga de la resina en este
ejemplo proporcionara resina con una carga de
aproximadamente 500 umol/g. Se obtuvo una carga de 300-400
en umol/g en caso de llevar a cabo la etapa de incorporaciédn
de anclaje de disulfuro durante 24 h a temperatura ambiente.

[0284] Carga de cola: Usando la misma configuracién vy
volumenes que ©para la preparacién de la resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro, puede introducirse la cola
en el soporte sbélido. En primer lugar, la resina cargada con
anclaje se desprotegidé en condiciones &cidas y el material
resultante se neutralizdé antes del acoplamiento. Para la
etapa de acoplamiento, se usd una solucidén de 38 (0.2 M) en
DMI que contenia 4-etilmorfolina (NEM, 0.4 M) en lugar de la
solucién de anclaje de disulfuro. Después de 2 h a 45 °C, se
lavé dos veces la resina 39 con diisopropiletilamina al 5%
en isopropanol al 25%/diclorometanoc y una vez con DCM. A la
resina se le anadid una solucidén de anhidrido benzoico (0.4
M) y NEM (0.4 M). Después de 25 min, se enfridé la camisa del
reactor a temperatura ambiente y la resina se lavd dos veces
con diisopropiletilamina al 5% en isopropanol al
25%/diclorometano y ocho veces con DCM. La resina 40 se
filtrd yv se secd a alto vacio. La carga para la resina 40 se
define como la carga para la resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro 39 original usada en la
carga de la cola.

[0285] Sintesis de fase so6lida: Los oligdmeros de
morfolino se prepararon en un sintetizador de péptidos
automatizado Gilson AMS-422 en columnas de reaccidén de
polipropileno Gilson de 2 ml (pieza n.° 3980270). Se colocd
un blogque de aluminio con canales para el flujo de agua

alrededor de la columna a medida que reposaban sobre el
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sintetizador. E1l dispositivo AMS-422 afladiréa
alternativamente soluciones de reactivo/lavado, retendra
durante un tiempo especificado y evacuara las columnas usando
vacio.

[0286] Para oligbmeros en el intervalo de hasta
aproximadamente 25 subunidades de longitud, se prefiere una
resina de aminometilpoliestireno-disulfuro con una carga
proxima a 500 umol/g de resina. Para oligbémeros de mayor
tamafio, se refiere una resina de aminometilpoliestireno-
disulfuro con una carga de 300-400 umol/g de resina. En caso
de que se desee una molécula con cola 5', se selecciona una
resina que se haya cargado con cola con las mismas guias de
carga.

[0287] Se prepararon las siguientes soluciones de
reactivo:

Solucién de destritilacién: Acido cianoacético al 10%
(p/v) en diclorometano/acetonitrilo 4:1;

Solucidén de neutralizacidén: Diisopropiletilamina al 5%
en diclorometano/isopropanol 3:1; vy

Solucidén de acoplamiento: subunidad de morfolino
activada 0.18 M (o 0.24 M para oligdmeros que tienen mas de
20 subunidades) de la base deseada y el tipo de enlace
deseado y N-etilmorfolina 0.4 M, en 1,3-
dimetilimidazolidinona.

[0288] Se usoé diclorometano (DCM) como lavado
transicional que separa los diferentes lavados de solucidn
de reaccién.

[0289] En el sintetizador, con el bloque configurado a
42 °C, a cada columna que contenia 30 mg de resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro (o resina de cola) se le
afiadieron 2 ml de l-metil-2-pirrolidinona y se dejd reposar

a temperatura ambiente durante 30 min. Después de lavar 2
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veces con 2 ml de diclorometano, se empled el siguiente ciclo

de sintesis:

Etapa Volumen Suministro Tiempo de
retencién

Destritilacidn 1.5 ml Colector 15 segundos
Destritilacidn 1.5 ml Colector 15 segundos
Destritilacidn 1.5 ml Colector 15 segundos
Destritilacidn 1.5 ml Colector 15 segundos
Destritilacidn 1.5 ml Colector 15 segundos
Destritilacidn 1.5 ml Colector 15 segundos
Destritilacién 1.5 ml Colector 15 segundos
DCM 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
DCM 1.5 ml Colector 30 segundos
Acoplamiento 350-500uL Jeringa 40 minutos

DCM 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
Neutralizacidn 1.5 ml Colector 30 segundos
DCM 1.5 ml Colector 30 segundos
DCM 1.5 ml Colector 30 segundos
DCM 1.5 ml Colector 30 segundos

[0290] Se programaron las secuencias de los oligbmeros
individuales en el sintetizador, de tal forma que cada
columna recibe la solucién de acoplamiento adecuada
(A,C,G,T,I) en la secuencia adecuada. Cuando el oligbémero en
una columna habia completado la incorporacién de su subunidad
final, se retirdé la columna del blogque y se llevd a cabo

manualmente un ciclo final con una solucidén de acoplamiento
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formada por cloruro de 4-metoxifenilmetilo (0.32 M en DMI)
que contenia 4-etilmorfolina 0.89 M.

[0291] Escisidén de la resina y retirada de bases vy
grupos protectores de la cadena principal: Después de 1la
metoxitritilacidén, la resina se lavd 8 veces con 2 ml de 1-
metil-2-pirrolidinona. Se afiadié un ml de una solucidn de
escisién que consistia en 1,4-ditiotreitol (DTT) 0.1 M vy
trietilamina 0.73 M en l-metil-2-pirrolidinona, se tapd la
columna y se dejd reposar a temperatura ambiente durante 30
min. Transcurrido este tiempo, se drend la solucidn en un
vial Wheaton de 12 ml. La resina muy encogida se lavd dos
veces con 300 pl de solucidn de escisidn. A la solucidn se
le afiadieron 4.0 ml de amoniaco acuoso concentrado
(almacenado a -20 °C), el vial se tapdé herméticamente (con
un tapdn de rosca revestido de Tefldn) y la removid la mezcla
para mezclar la solucidén. El vial se colocd en un horno a 45
°C durante 16-24 h para llevar a cabo la escisidén de la base
y de los grupos protectores de la cadena principal.

[0292] Purificacidén del producto en bruto: Se retird la
solucién de amoniolisis en el vial del horno y se dejod
enfriar a temperatura ambiente. La solucidén se diluyd con 20
ml de amoniaco acuoso al 0.28% y se hizo pasar a través de
una columna de 2.5x10 cm que contenia resina Macroprep HQ
(BioRad) . Un gradiente salino (A: amoniaco al 0.28% con B:
cloruro de sodio 1 M en amoniaco al 0.28%; B al 0-100% en 60
min) se usdé para eluir el pico gque contenia metoxitritilo.
Las fracciones <combinadas se reunieron 'y procesaron
adicionalmente dependiendo del producto deseado.

[0293] Desmetoxitritilacién de los oligbémeros de
morfolino: Las fracciones reunidas de la purificacidén con
Macroprep se trataron con H3PO; 1 M para reducir el pH a 2.5.
Después del mezclado inicial, se dejaron reposar las muestras

a temperatura ambiente durante 4 min, tiempo tras el cual se
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han neutralizado a pH 10-11 con amoniaco/agua al 2.8%/agua.
Los productos se purificaron mediante extraccidén en fase
s6élida (SPE).

[0294] Empaquetado y acondicionado de 1la columna de
SPE: Se empaquetd Amberchrome CG-300M (Rohm and Haas;
Philadelphia, PA) (3 ml) en columnas fritadas de 20 ml
(Columnas de cromatografia BioRad Econo-Pac (732-1011)) vy la
resina se enjuagd con 3 ml de lo siguiente: NH4OH al 0.28% /
acetonitrilo al 80%; NaOH 0.5 M / etanol al 20%; agua; H3POy
50 mM / acetonitrilo al 80%; agua; NaOH 0.5 M/ etanol al
20%; agua; NH4;OH al 0.28%.

[0295] Purificacién por SPE: La solucidén de 1la
desmetoxitritilacidén se cargd en la columna y se enjuagd la
resina tres veces con 3-6 ml de amoniaco acuoso al 0.28%. Se
colocd un vial Wheaton (12 ml) bajo la columna y el producto
se eluyd mediante dos lavados con 2 ml de acetonitrilo al
45% en amoniaco acuoso al 0.28%.

[0296] Aislamiento del producto: Las soluciones se
congelaron en nieve carbdénica y se colocaron los viales en
un liofilizador para producir un polvo blanco esponjoso. Las
muestras se disolvieron en agua, se filtraron a través de un
filtro de 0.22 micrdémetros (Pall Life Sciences, filtro de
jeringa Acrodisc de 25 mm, con una membrana HT Turrfyn de
0.2 micrbémetros) usando una jeringa y se midié la densidad
bptica (DO) en un espectrofotémetro UV para determinar las
unidades de DO de oligdémero presente, asi como dispensar la
muestra para su andlisis. Después, se colocaron las muestras
en viales Wheaton negros para su liofilizacidn.

[0297] Ané&dlisis de los oligbmeros de morfolino mediante
MALDI: Se usd6 espectrometria de masas MALDI-TOF para
determinar la composicidén de fracciones en las
purificaciones asi como para proporcionar pruebas de

identidad (peso molecular) de los oligbmeros. Las muestras
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se ejecutaron después de la dilucidn con solucidbn de &acido
3,5-dimetoxi-4-hidroxicinnamico (&cido sinapinico), 3,4,5-
trihidroxiacetofenona (THAP) o acido alfa-ciano-4-
hidroxicinndmico (HCCA) en forma de matrices.

[0298] Método B de sintesis de PMO: Uso de anclaje de

NCP2

Sintesis de anclaje de NCP2:

1. Preparacidén de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo
(1)

OnOH O«__OMe
_
O,N O,N
F F

[0299] A un matraz de 100 1 cargado con 12.7 kg de acido
4-fluoro-3-nitrobenzoico se le afiadieron 40 kg de metanol y
2.82 kg de éacido sulftirico concentrado. La mezcla se agitd
a reflujo (65 °C) durante 36 horas. La mezcla de reaccidn se
enfrié a 0 °C. Se formaron cristales a 38 °C. La mezcla se
mantuvo a 0° C durante 4 h, después se filtrdé en atmdsfera
de nitrégeno. El matraz de 100 1 se lavd y la torta de filtro
se lavd con 10 kg de metanol que se habia enfriado a 0 °C.
La torta de filtro sélida se secd en el embudo durante 1
hora, se transfiridé a bandejas y se secd en un horno de vacio
a temperatura ambiente hasta un peso constante de 13.695 kg
de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo (rendimiento del 100%;

99% por HPILC) .
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2. Preparacidén de acido 3-nitro-4-(2-
oxopropil)benzoico
A. 4-(3-hidroxi-l-metoxi-l-oxobut-2-en-2-11)-3-

nitrobenzoato de (Z)-metilo (2)

(@) OMe
O«__OMe
> O,
O,N O
OH O
2

[0300] En un matraz de 100 1 se cargaron 3.98 kg de 4-
fluoro-3-nitrobenzoato de metilo (1) de la etapa anterior,
9.8 kg de DMF y 2.81 kg de acetoacetato de metilo. La mezcla
se agitd y enfrié a 0 °C. A esto se le afladieron 3.66 kg de
DBU a 1lo 1largo de aproximadamente 4 horas mientras se
mantenia la temperatura a o por debajo de 5 °C. La mezcla se
agitdé durante 1 hora adicional. Al matraz de reaccidédn se le
afiadidé una solucidén de 8.15 kg de &cido citrico en 37.5 kg
de agua purificada mientras que la temperatura de reaccidn
se mantenia a o por debajo de 15 °C. Después de la adicidn,
la mezcla de reaccidédn se agitd durante 30 minutos adicionales
y después se filtrdé en atmdésfera de nitrbdbgeno. La torta de
filtro humeda se devolvidé al matraz de 100 1 junto con 14.8
kg de agua purificada. La suspensién se agitd durante 10
minutos y después se filtrdé. De nuevo, se devolvid la torta
htmeda al matraz de 100 1, se suspendid con 14.8 kg de agua
purificada durante 10 minutos y se filtré para dar 4-(3-
hidroxi-l-metoxi-l-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de

(Z) —metilo.
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B. Acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico

O OMe o) OH
_>
O,N O,N
=z <
OH O e}
2 3

[0301] Se cargd el 4-(3-hidroxi-l-metoxi-l-oxobut-2-
en-2-1il)-3-nitrobenzoato de (Z)-metilo en un matraz de
reaccién de 100 1 en atmdésfera de nitrdbgeno. A esto se le
afiadieron 14.2 kg de 1,4-dioxano y después se agitd. A la
mezcla se le afiadié una mezcla de 16.655 kg de HCI
concentrado y 13.33 kg de agua purificada (HCl1 6 M) a lo
largo de 2 horas mientras se mantenia la temperatura de la
mezcla de reaccién por debajo de 15 °C. Cuando se completd
la adicidén, se calentd a reflujo la mezcla de reaccidn (80
°C) durante 24 horas, se enfrié hasta temperatura ambiente
y se filtrd en atmésfera de nitrdgeno. La torta de filtro
s6lida se triturd con 14.8 kg de agua purificada, se filtro,
se triturd nuevamente con 14.8 kg de agua purificada y se
filtrd. Se devolvid el sdlido al matraz de 100 1 con 39.9 kg
de DCM y se sometid a reflujo con agitacidédn durante 1 hora.
Se afiadieron 1.5 kg de agua purificada para disolver 1los
s6lidos restantes. La capa organica del fondo se separd a un
matraz de 72 1 precalentado, después se devolvid a un matraz
limpio seco de 100 1. La solucién se enfrid a 0 °C, se retuvo
durante 1 hora y después se filtrd. La torta de filtro sdbdlida
se lavd dos veces cada vez con una solucidén de 9.8 kg de DCM
y 5 kg de heptano y después se enfrid en el embudo. E1 sdé6lido
se transfiridé a bandejas y se secd hasta un peso constante

de 1.855 kg de &4cido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico.
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Rendimiento general del 42% a partir del compuesto 1. 99.45%
mediante HPLC.
3. Preparacidén de succinato de N-tritilpiperazina

(NTP)

NH,*
¢ E o8y
‘ ' [ j — > HO,c” >0

[0302] En un matraz de 72 1 con camisa se cargaron en
atmésfera de nitrdgeno 1.805 kg de cloruro de trifenilmetilo
y 8.3 kg de tolueno (solucidén de TPC). La mezcla se agitd
hasta que se disolvieron los sélidos. En un matraz de
reaccién de 100 1 con camisa se afiadieron en atmésfera de
nitrébgeno 5.61 kg de piperazina, 19.9 kg de tolueno y 3.72
kg de metanol. La mezcla se agitdé y enfrié a 0 °C. A esto se
le afiadidé lentamente en porciones la solucidén de TPC a 1lo
largo de 4 horas mientras que la temperatura de reaccidn se
mantuvo a o por debajo de 10 °C. La mezcla se agitd durante
1.5 horas a 10 °C, después se dejd calentar a 14° C. Se
cargaron 32.6 kg de agua purificada al matraz de 72 1,
después se transfirieron al matraz de 100 L mientras que la
temperatura interna del lote se mantuvo a 20 +/- 5 °C. Se
dejaron separar las capas y se separd y almacend la fase
acuosa inferior. La capa organica se extrajo tres veces con
32 kg de agua purificada cada vez y se separaron las capas
acuosas y se combinaron con la solucidén acuosa almacenada.

[0303] La capa orgdnica restante se enfridé a 18 °C y se
afiadié lentamente en porciones a la capa organica una
solucidén de 847 g de Aacido succinico en 10.87 kg de agua
purificada. La mezcla se agitdé durante 1.75 horas a 20 +/-
5 °C. La mezcla se filtrdé y los sbélidos se lavaron con 2 kg

de TBME y 2 kg de acetona y después se secd en el embudo. La
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torta de filtro se triturd dos veces con 5.7 kg cada vez de
acetona y se filtrd y se lavd con 1 kg de acetona entre las
trituraciones. El sélido se secd en el embudo, después se
transfirié a bandejas y se secd en un horno de vacio a
temperatura ambiente hasta un peso constante de 2.32 kg de
NTP. Rendimiento del 80%.

4. Preparacidén de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)
(4-tritilpiperazin-1l-il)metanona

A. Preparacidén de 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazin-1-

carbonil) fenil)propan-2-ona

Os~_ _OH o N\{—\N C
i] - 1/3 CJ
O,N O,N
o} o}
3

4

[0304] En un matraz de 100 1 con camisa se cargaron en
atmésfera de nitrdégeno 2 kg de éacido 3-nitro-4-(2-
oxopropil)benzoico (3), 18.3 kg de DCM y 1.845 kg de
clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC.HC1l) . La solucidén se agitd hasta que se formd una mezcla
homogénea. Se afiadieron 3.048 kg de NTP a lo largo de 30
minutos a temperatura ambiente y se agitdé durante 8 horas.
Se afiadieron 5.44 kg de agua purificada a la mezcla de
reaccibén y se agitd durante 30 minutos. Se dejaron separar
las capas y se drendé y almacend la capa organica inferior
qgue contenia el producto. La capa acuosa se extrajo dos veces
con 5.65 kg de DCM. Las capas organicas combinadas se lavaron
con una solucidén de 1.08 kg de cloruro de sodio en 4.08 kg
de agua purificada. Las capas organicas se secaron sobre

1.068 kg de sulfato de sodio y se filtraron. El sulfato de
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sodio se lavé con 1.3 kg de DCM. Las capas organicas
combinadas se suspendieron con 252 g de gel de silice y se
filtraron a través de un embudo de filtro que contenia un
lecho de 252 g de gel de silice. El1 lecho de gel de silice
se lavd con 2 kg de DCM. Las capas organicas combinadas se
evaporaron en un rotavapor. Se afiadieron 4.8 kg de THF al
residuo y después se evapord en el rotavapor hasta que se
alcanzaron 2.5 volumenes de la 1-(2-nitro-4 (4-
tritilpiperazin-l-carbonil) fenil)propan-2-ona en THF.
B. Preparacidén de (4-(2-hidroxipropil)-3-

nitrofenil) (4-tritilpiperazin-1-il)metanona (5)

_/\
o \/_ N
‘2 O,N

OH

(6]
4 5

[0305] En un matraz de 100 1 con camisa se cargaron en
atmésfera de nitrdédgeno 3600 g de 4 de la etapa anterior y
9800 g de THF. La solucién en agitacién se enfrié a < 5 °c.
La solucidén se diluyd con 11525 g de etanol y se afiadieron
194 g de borohidruro de sodio a lo largo de aproximadamente
2 horas a < 5 °%. La mezcla de reaccién se agitd 2 horas

adicionales a £ 5 °C. La reaccién se inactivé con una solucién
de aproximadamente 1.1 kg de cloruro de amonio en
aproximadamente 3 kg de agua mediante adicidén lenta para
mantener la temperatura a < 10 °C. La mezcla de reaccién se
agitdé 30 minutos més, se filtrd para retirar los componentes
inorganicos y se volvidé a cargar en un matraz de 100 1 con
camisa y se extrajo con 23 kg de DCM. La capa orgédnica se
separd y la capa acuosa se extrajo dos veces mas con 4.7 kg
de DCM cada vez. Las capas organicas combinadas se lavaron

con una solucidén de aproximadamente 800 g de cloruro de sodio
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en aproximadamente 3 kg de agua y después se secd sobre 2.7
kg de sulfato de sodio. Se filtrd la suspensidn y la torta
de filtro se lavd con 2 kg de DCM. Los filtrados combinados
se concentraron hasta 2.0 wvolUmenes, se diluyeron con
aproximadamente 360 g de acetato de etilo y se evaporaron.
El producto en bruto se cargd en una columna de gel de silice
de 4 kg de silice empaquetada con DCM en atmbsfera de
nitrbébgeno y se eluyd con 2.3 kg de acetato de etilo en 7.2
kg de DCM. Las fracciones combinadas se evaporaron y el
residuo se recogidé en 11.7 kg de tolueno. La solucidén de
tolueno se filtrdé y la torta de filtro se lavd dos veces con
2 kg de tolueno cada vez. La torta de filtro se secd hasta
un peso constante de 2.275 kg de compuesto 5 (rendimiento
del 46% a partir de compuesto 3) 96.99% por HPLC.

5. Preparacidén de carbonato de 2,5-dioxopirrolidin-1-
il(1-(2-nitro-4-(4-trifenilmetilpiperazin-1-

carbonil) fenil)propan-2-ilo) (anclaje de NCP2)

0 o o Nc;:m;n
o 3
(e] Q O,N

02N (0]
O.__0O.
T
OH o]
O

Anclaje de NCP2

th

[0306] En un matraz de 100 1 con camisa se cargaron en
atmésfera de nitrégeno 4.3 kg de compuesto 5 (peso ajustado
basdndose en el tolueno residual mediante RMN !H; todos los
reactivos después de este punto se escalaron
correspondientemente) y 12.7 kg de piridina. A esto se le
cargaron 3.160 kg de DSC (78.91 % en peso mediante RMN 'H)

mientras que la temperatura interna se mantuvo a < 35 °C. La
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mezcla de reaccidn se madurd durante aproximadamente 22 horas
a temperatura ambiente y después se filtrd. La torta de
filtro se lavdé con 200 g de piridina. En dos lotes,
comprendiendo cada uno * del volumen de filtrado, el lavado
de filtrado se cargd lentamente a un matraz de 100 1 con
camisa que contenia una solucidn de aproximadamente 11 kg de
acido citrico en aproximadamente 50 kg de agua y se agitd
durante 30 minutos para permitir la precipitacidn del sdélido.
El sélido se recogid con un embudo de filtro, se lavd dos
veces con 4.3 kg de agua por lavado y se secd en el embudo
de filtro al wvacio.

[0307] Los sélidos combinados se cargaron en un matraz
de 100 1 con camisa y se disolvieron en 28 kg de DCM y se
lavaron con una solucidén de 900 g de carbonato de potasio en
4.3 kg de agua. Después de 1 hora, se dejaron separar las
capas y se retird la capa acuosa. La capa organica se lavd
con 10 kg de agua, se separd y se secd sobre 3.5 kg de
sulfato de sodio. Se filtrd el DCM, se evapord y se secd al
vacio hasta dar 6.16 kg de anclaje de NCP2 (rendimiento del
114%) .

Sintesis de resina cargada con anclaje de NCP2

[0308] En un reactor de sintesis de fase sdélida de 75
1 con una llave de <cierre de Tefldén se cargaron
aproximadamente 52 1 de NMP y 2300 g de resina de aminometil
poliestireno. La resina se agitdé en el NMP para gque se
hinchase durante aproximadamente 2 horas y después se drend.
La resina se lavd dos veces con aproximadamente 4 1 de DCM
por lavado, después dos veces con 39 1 de solucidén de
neutralizacién por lavado y después dos veces con 39 1 de
DCM por lavado. La solucién de anclaje de NCP2 se afiadio
lentamente a la solucidén de resina en agitacidén, se agitd
durante 24 horas a temperatura ambiente y se drend. La resina

se lavd cuatro veces con 39 1 de NMP por lavado y seis veces
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con 39 1 de DCM por lavado. La resina se tratd y agitd con
¥ de la solucidn de rematado de DEDC durante 30 minutos, se
drend y se tratd y agitd con la 22 ¥ de la solucidn de remate
de DEDC durante 30 minutos y se drendé. La resina se lavd
seis veces con 39 1 de DCM por lavado y después se secd en
un horno hasta un peso constante de 3573.71 g de resina
cargada con anclaje.

Preparacidén de oligdmero de morfolino usando anclaje de
NCP2

Sintesis en fase sé6lida de 50 1 de Golodirsen (PMO n.°
1) Sustancia farmacoldgica en bruto

1 Materiales

Tabla 2: Materiales de partida

Nombre Nombre quimico NUimero |Férmula Peso

del CAS quimica molecular
material

Subunidad [Acido 1155373- [C38H37C1N704P|722. 2

A fosforamidoclorhidrico,|30-0

activada |éster de N,N-dimetil-
[6-[6—- (benzoilamino) -
9H-purin-9-il]-4-
(trifenilmetil)-2-

morfolinil]metilo

Subunidad [Acido 1155373~ [C37H37C1Ns0sP (698 2
C fosforamidoclorhidrico,|31-1
activada |éster de N,N-dimetil-
[6-[4- (benzoilamino) -2-
oxo-1 (2H) ~pirimidinil] -
4-(trifenilmetil)-2-

morfolinil]metilo
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Subunidad
de DPG

activada

Acido propanoico, éster
de 2,2-dimetil-,4-[[[9-
[6-

[[[cloro (dimetilamino) £
osfinil]oxi]metil]-4-
(trifenilmetil)-2-
morfolinil]-2-[(2-
fenilacetil)amino] -9H-
purin-6-

il]Joxi]metil] fenilo

1155309-
89-9

Cs1Hs53C1N;0,P

942.2

Subunidad
T

activada

Acido
fosforamidoclorhidrico,
éster de N,N-dimetil-

, [6-(3,4-dihidro-5-
metil-2, 4-dioxo-1 (2H) -
pirimidinil) ]-4-
(trifenilmetil)-2-

morfolinil]metilo

1155373~
34-4

C31H34C1N4O5P

609.1

Cola de
EG3

activada

Acido butanodioico,
éster de 1-
[3aR,4S, 7R, 7a8S) -
1,3,3a,4,7,7a-
hexahidro-1, 3—-dioxo-

4, 7-metano-2H-isoindol-
2-1114-[2-[2-[2-[[[4-
(trifenilmetil)-1-
piperazinil]carbonil]ox

i]etoxi]etoxi]etilo]

1380600-
06-5

C43H47N3010

765.9
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Estructuras quimicas de los materiales de partida:

A. Cola de EG3 activada

OYO\/\O/\/O\/\OMO\ N

()
O
U

B. Subunidad C activada

la Patente de los Estados Unidos n.

C. Subunidad A activada

la Patente de los Estados Unidos n.

Cl

\ o
N
/ (@]

o)

—N
I/
N / \

0]

[e]

(o)

N
N=/

(para su preparacidn,

8,067,571)

(para su preparaciébn,

8,067,571)

véase

véase
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D. Subunidad de DPG activada (para su preparaciébn,

véase el documento WO 2009/064471)

o)
C
\
/N—on

ey P

N\e\(

j/ N

~\<’ o
Subunidad T activada (para su preparaciodn,

el documento WO 2013/082551)

N\
N—P:o

o N\H/NH
J 1

F. Resina cargada con anclaje

poR
L 38T
NLH

en donde R! es un medio de soporte.

véase
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Tabla 3: Descripcidén de las soluciones para la sintesis
de oligbmero en fase sdélida de la sustancia farmacoldbgica en

bruto de Golodirsen

Nombre de la Composicidén de la solucidn
solucidn
Solucidn de 37.5 1 de NMP y 1292 g de anclaje de NCP2

anclaje de

NCP2

Solucidédn de 4.16 1 de dicarbonato de dietilo (DEDC),

remate de DEDC |3.64 1 de NEM y 33.8 1 de DCM

Solucidén de 2.02 kg de 4-cianopiridina, 158 1 de DCM,

CYTFA 1.42 1 de TFA, 39 1 de TFE y 2 1 de agua
purificada

Solucidén de 35.3 1 de IPA, 7.5 1 de DIPEA y 106.5 1

neutralizacidédn | de DCM

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

2. Sintesis de la sustancia farmacoldgica en bruto de
Golodirsen

A. Hinchamiento de la resina

[0309] Se cargaron 750 g de resina cargada con anclaje
y 10.5 1 de NMP en un reactor silanizado de 50 1 y se agitd
durante 3 horas. Se drendé el NMP y se lavd la resina cargada
con anclaje dos veces con 5.5 1 cada vez de DCM y dos veces
con 5.5 1 cada vez de TFE/DCM al 30%.

B. Ciclo 0: Acoplamiento de cola de EG3

[0310] La resina cargada con anclaje se lavd tres veces
con 5.5 1 cada vez de TFE/DCM al 30% y se drend, se lavd con
5.5 1 de solucidén de CYFTA durante 15 minutos y se drend y
nuevamente, se lavdé con 5.5 1 de solucidén de CYTFA durante
15 minutos sin drenar, a lo que se cargaron 122 ml de NEM/DCM
1:1 y la suspensién se agitd durante 2 minutos y se drend.

La resina se lavé dos veces con 5.5 1 de solucidédn de
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neutralizacidén durante 5 minutos y se drend, después dos
veces con 5.5 1 cada vez de DCM y se drend. Se cargd una
solucidén de 706.2 g de cola de EG3 activada (PM 765.85) vy
234 ml de NEM en 3 1 de DMI a la resina y se agitd durante
3 horas a TA y se drend. La resina se lavd dos veces con 5.5
1 cada vez de solucidén de neutralizacidédn durante 5 minutos
por cada lavado y una vez con 5.5 1 de DCM y se drend. Se
cargd una solucidédn de 374.8 g de anhidrido benzoico y 195 ml
de NEM en 2680 ml de NMP y se agitd durante 15 minutos y se
drené. La resina se agitdé con 5.5 1 de solucidén de
neutralizacién durante 5 minutos, después se lavd una vez
con 5.5 1 de DCM y dos veces con 5.5 1 cada vez de TFE al
30%/DCM. La resina se suspendidé en 5.5 1 de TFE al 30%/DCM
y se mantuvo durante 14 horas.

C. Ciclos 1-30 de acoplamiento de subunidades

i. Tratamientos preacoplamiento

[0311] Antes de cada ciclo de acoplamiento como se
describe en la figura 18, la resina: 1) se lavd con un 30%
de TFE/DCM; 2) a) se tratd con solucidn de CYTFA 15 minutos
y se drendé y b) se tratd con solucidén de CYTFA durante 15
minutos, a lo que se afiadié NEM/DCM 1:1, se agitd y se drend;
3) se agitd tres veces con solucidn de neutralizacidn; y 4)
se lavd dos veces con DCM. Véase la figura 18.

ii. Tratamientos después del acoplamiento

[0312] Después de drenarse cada solucidén de subunidad
como se describe en la figura 18, la resina: 1) se lavd con
DCM; y 2) se lavd dos veces con TFE al 30%/DCM. En caso de
mantenerse la resina durante un periodo de tiempo anterior
al siguiente ciclo de acoplamiento, no se drend el segundo
lavado de TFE/DCM y la resina se retuvo en dicha solucidén de

lavado de TFE/DCM. Véase la figura 18.
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iii.Ciclos de acoplamiento de subunidad activada

[0313] Los ciclos de acoplamiento se llevaron a cabo
como se describe en la figura 18.

iv. Lavado final de IPA

[0314] Después de llevar a cabo la etapa de acoplamiento
final como se describe en la figura 18, la resina se lavd 8
veces con 19.5 1 cada vez de IPA y se secd al vacio a
temperatura ambiente durante aproximadamente 63.5 horas
hasta un peso seco de 4857.9 g.

C. Escisidn

[0315] La sustancia farmacoldégica en bruto de
Golodirsen unida a la resina anterior se divididé en dos
lotes, tratadndose cada lote del siguiente modo. Un lote de
1619.3 g de resina: 1) se agitd con 10 1 de NMP durante 2 h,
después se drend el NMP; 2) se lavd tres veces con 10 1 cada
vez de TFE al 30%/DCM; 3) se tratd con 10 1 de solucidn de
CYTFA durante 15 minutos; y 4) 10 1 de solucién de CYTFA
durante 15 minutos, a la que se afiadieron posteriormente 130
ml de NEM/DCM 1:1 y se agitdé durante 2 minutos y se drend.
La resina se tratd tres veces con 10 1 cada vez de solucidn
de neutralizacidén, se lavd seis veces con 10 1 de DCM y ocho
veces con 10 1 cada vez de NMP. La resina se tratd con una
solucién de escisidén de 1530.4 g de DTT y 2980 DBU en 6.96
1l de NMP durante 2 horas para desprender la sustancia
farmacolédgica de Eteplisen de 1la resina. La solucidén de
escisién se drendé y se mantuvo en un vaso separado. El
reactor y la resina se lavaron con 4.97 1 de NMP, que se
combindé con la solucidn de escisiédn.

D. Desproteccién

[0316] La solucidén de escisidn combinada y el lavado de
NMP se transfirieron a un vaso de presidén al que se afladieron

39.8 1 de NH;OH (NH3*H:0) que se habia enfriado hasta una

temperatura de -10 °C a -25 °C en un congelador. El vaso de
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presién se selld y se calentd a 45 °C durante 16 horas y
después se dejé enfriar a 25 °C. Esta solucién de
desproteccidén que contenia la sustancia farmacoldgica en
bruto de Golodirsen se diluyd a 3:1 con agua purificada y el
pH se ajustd a 3.0 con acido fosférico 2 M, después a pH
8.03 con NH4OH. HPLC: C18 77.552 % y SCX-10 73.768 %.

Purificacién de la sustancia farmacoldgica en bruto de
Golodirsen (PMO n.° 1)

[0317] La solucidén de desproteccidén de la parte D
anterior, que contenia la sustancia farmacoldgica en bruto
de Golodirsen, se cargd en una columna de resina de
intercambio anidénico ToyoPearl Super-Q 6508 (Tosoh
Bioscience) y se eluyd con un gradiente de 0-35% de B a 1lo
largo de 17 volUmenes de columna (tampdn A: hidrdéxido de
sodio 10 mM; tampdn B: cloruro de sodio 1 M en hidréxido de
sodio 10 mM) y las fracciones de pureza aceptable (HPLC C18
y SCX) se reunieron en una solucién de producto farmacoldgico
purificado. HPLC: 93.571% (C18) 88.270% (SCX).

[0318] La solucidén de sustancia farmacoldégica
purificada se desald y liofilizd hasta 1450.72 g de sustancia
farmacolégica de Golodirsen purificada. Rendimiento del
54.56 %; HPLC: 93.531% (C18) 88.354% (SCX).

Tabla 5. Acrénimos

Acrénimo Nombre

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

DIPEA N,N-diisopropiletilamina

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

IPA Alcohol isopropilico

PM Peso molecular

NEM N-etilmorfolina
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NMP N-metil-2-pirrolidona

TA Temperatura ambiente

TFA Acido 2,2,2-trifluoroacético
TFE 2,2,2-trifluoroetanol

Ejemplo representativo de conjugacidén de CPP

O~ _O._O HO/\/O\/\O/\/OYO
HO 0 \[/
" [Nj
[N] 4 Ac-R-R-R-R-R-R-Gly-OH BTFA l§
B DIPEA, DMSO PMO, s

PMO,55 -
CHj

s §
d 0O
/ CH
o Base H3C’N\® r\i 3 K[Oj,Base
]/ CHy N
N
3 H /Lﬁ

Z 5N
LN 2
= N 6 Ac-RgGly

N
@\
o@

2. NH4OH

3. WCX y filtracidn con SPE
con intercambio de ion cloruro

[0319] Procedimientos analiticos: Los espectros de
masas de ionizacidén de desorcidédn léser asistida por matriz
de tiempo de wvuelo (MALDI-TOF-MS) se registraron en un
dispositivo Bruker AutoflexTM Speed, usando una matriz de
dcido sinapinico (SA). La SCX-HPLC se 1llevdé a cabo en un
sistema Thermo Dionex UltiMate 3000 equipado con un detector
de matriz de 3000 diodos y una columna ProPacTM SCX-20 (250
x 4 mm) usando un caudal de 1.0 ml/min (pH = 2; 30 °C de
temperatura de la columna). Las fases méviles fueron A
(acetonitrilo al 25% en agua que contenia H3PO4; 24 mM) y B
(acetonitrilo al 25% en agua que contiene KCl 1 M y H3PO4 24
mM) . Se empled elucidn de gradiente: 0 min, 35% de B; 2 min,
35% de B; 22 min, 80% de B; 25 min, 80% de B; 25.1 min, 35%
de B; 30 min, 35% de B.

[0320] A una mezcla de PMO4658 (1.82 g, 0.177 mmol,

recién secado durante dos dias mediante liofilizacidn; SEQ

6]

BHCI
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ID NO: 11), hexatrifluoroacetato de Ac-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-
Arg-L-Arg-L-Arg-Gly-OH (614.7 mg, 0.354 mmol) y 3-6xido de
hexafluorofosfato de 1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-
triazolo[4,5-b]lpiridinio (HATU, 134.4 mg, 0.354 mmol) se le
afiadidé dimetilsulfdéxido (DMSO, 20 ml). La mezcla se agitd a
temperatura ambiente durante 3 minutos y después se afiadid
N, N-diisopropiletilamina (DIPEA, 68.5 mg, 0.530 mmol).
Después de 5 minutos, la mezcla nebulosa se convirtid en una
solucidén transparente. La reaccidn se monitorizd mediante
SCX-HPLC. Después de 2 horas, se afladieron 20 ml de solucidn
de hidréxido de amonio al 10% (NH; al 2.8%). La mezcla se
agitd a temperatura ambiente durante 2 horas adicionales. La
reaccidén se termind mediante la adicidén de 400 ml de agua.
Se afiadidé a la solucidén trifluoroetanol (2.0 ml).

[0321] La solucidén se dividid en dos porciones y cada
porcién se purificd mediante una columna WCX (10 g de resina
por columna). Cada columna WCX se lavdé en primer lugar con
acetonitrilo al 20% en agua (v/v) para retirar el material
de partida de PM0O4658. Los lavados (225 ml para cada columna)
se detuvieron cuando el andlisis por espectro de masas de
MALDI-TOF mostrdé la ausencia de sefial de PM0O4658. Después,
se lavd cada columna con agua (100 ml por columna). E1
producto deseado, PPM04658, se eluyd mediante guanidina HC1
2.0 M (140 ml para cada columna). Las soluciones purificadas
de PPMO4658 se reunieron y después se dividieron en dos
porciones y cada una se desald mediante una columna de SPE
(10 g de resina para cada columna).

[0322] La columna de SPE se lavdé en primer lugar con
solucidén de NaCl acuosa 1.0 M (100 ml para cada columna)
para generar la sal de hexaclorhidrato de PPM0O4658. Después,
se lavdé cada columna de SPE con agua (200 ml para cada
columna). E1 PPM0O4658 desalado final se eluyd mediante

acetonitrilo al 50% en agua (v/v, 150 ml para cada columna).
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El acetonitrilo se retirdé mediante evacuacidén a presidn
reducida. La solucidén acuosa resultante se liofilizd para
obtener el conjugado deseado de hexaclorhidrato de PPM04658
(1.93 g, rendimiento del 94.5%).
Ejemplo 1: PMO n.° 1
[0323] Usando el protocolo de sintesis de PMO del método

B descrito anteriormente, se sintetizdé PMO n.° 1:

[5'] — - (3]
0 Nu Nu
o} N/ﬁ O/H O/H
HO k\/Ng /IL"J\V/N\P,O\‘/k\/NH
3 /P\O /\O
- Hﬂf \
HiC™ ep, CH,
B | 24
PMO n.° 1

donde cada Nu de 1 a 25 y de 5' a 3' es:

PosiciénNu [PosicidénNu [PosicidénNu [PosicidnNu |PosicidnNu
n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a
3" 3! 3! 3! 3"

1 G 6 C 11 G 16 G 21 T
2 T 7 T 12 T 17 A 22 G
3 T 8 C 13 T 18 A 23 T
4 G 9 C 14 C 19 G 24 T
5 C 10 G 15 T 20 G 25 C

oN

N 1 3 NH
N X N
(A Q aﬁ%wz

en donde A es o , C es el ;, G es ol
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[0324] HPLC: 71.85%; Condiciones: Dionex DNAPac
(DNX#97) Gradiente: 75% de A + 20% de B + 5% de C a los O
min; 50% de A a los 20 min; 25% de A + 75% de C a los 21
min; Fase mévil A: NaOH 10mM/NaCl 20mM; C: NaOH 10mM/NaCL
0.5 M. Temperatura de la columna: 45C; Caudal 1.0 ml/min.

Ejemplo 2: PPMO n.° 1

[0325] Usando el protocolo descrito anteriormente para
la preparacidén de PPM0O4658, se sintetizd PPMO n.° 1 a partir
de PMO n.° 1:

5' — 3' HNYNHZ HNYNHZ HNYNHZ
(0] Nu Nu )/NH /I/NH NH
o N/\] Ulﬁ Uiﬁ 0 W 0 7 < 0 H zJ/o
H H | H
HO K/N\P/O\)\/N\P\(O\)\/N\”/\N N\n/\N N\”/\N N A N/”\
3 A\ { ~o H H H H
et 0 H;C7 Y © © 0 o
3% CH,4 CH,
24
) "L H HN 6HCI
H,N” SNH H,N7 SNH H,N” NH
PPMO n.° 1

donde cada Nu de 1 a 25 y de 5' a 3' es:

PosiciénNu [PosicidénNu [PosicidénNu [PosicidnNu |PosicidnNu
n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a
3! 3! 3! 3! 3"

1 G 6 C 11 G 16 G 21 T
2 T 7 T 12 T 17 A 22 G
3 T 8 C 13 T 18 A 23 T
4 G 9 C 14 C 19 G 24 T
5 C 10 G 15 T 20 G 25 C
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H,N 0
NH,
N =N Q N NH
U W | /'L ! e
NN NS0 N~ N
en donde A es -l , C es e ;, G es -
o]
\\[%LNH
N/J%O
-

y T es

Ejemplo 3: Omisién de exdén 53 in vitro (mioblastos)

[0326] Dos compuestos que se dirigen al exdédn 53 de
distrofina humana (DMD) como se describen en la tabla a
continuacién, PMO n.° 1 y PPMO n.° 1, conteniendo ambos la
misma secuencia, se evaluaron respecto de la omisidén del
ex6bn 53 de DMD en mioblastos humanos sanos.

Secuencias de PMO n.° 1 y PPMO n.° 1 para el exén 53 de
DMD humana.

Nombre Secuencia de | TS SEQ ID NO. | 5" 37

direccionamiento (TS)

PMO n.° | GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGT |1 EG3 | H

1 GTTC

PPMO n.° | GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGT |1 EG3 | -G-Rg
1 GTTC

[0327] Especificamente, se sembraron mioblastos humanos
sanos (pase 5-6, SKB-F-SL adquiridos de Zen-Bio, Inc.) a
~40% de confluencia, cuando se trataron con PMO n.° 1 o PPMO

(o)

n.° 1 a diversas concentraciones (es decir, 40 um, 20 pm, 10
um, 5 pm, 2.5 pm y 1.25 pm) en medio SKM-M (Zen-Bio, Inc.).
Después de noventa y seis horas de incubacidén, se lavaron
los mioblastos con PBS y se lisaron con tampdédn de lisis RAL
en el kit Illustra GE RNAspin 96 (n.° de cat. 25-055-75, GE
Healthcare Bio-Sciences). Los ARN totales se aislaron segln

las recomendaciones del fabricante, excepto por que se usaron

40 pl de agua libre de RNasa para eluir el ARN.
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[0328] Para determinar la omisidén del exdn 53 mediante
ambos compuestos, se llevd a cabo RT-PCR final en dos etapas.
Especificamente, se retrotranscribieron en primer lugar once
microlitros de ARN total en ADNc mediante el kit de sintesis
de primera hebra SuperScript IV (n.° de cat. 18091200,
Invitrogen) usando hexdmeros aleatorios segun las
instrucciones del fabricante. La PCR se 1llevé a cabo
afiladiendo 9 pl de ADNc en ADN polimerasa Platinum Tag PCR
Supermix de alta fidelidad (n.° de cat. 12532024, Invitrogen)
con cebadores que se dirigian a la unidén de los exones 51/52
y 54 de DMD humana (cebador directo: (SEQ ID NO: b5):
CATCAAGCAGAAGGCAACAA; cebador inverso: (SEQ ID NO: ©06):
GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA) . La amplificacidédn PCR se llevd a cabo
usando un termociclador en tiempo real BioRad CFX96 usando
el programa mostrado en la tabla 2. La expresién de 1los
productos de la PCR con omisidén o sin omisidén se evalud
cargando 32 pl de producto de la PCR en el sistema LabChip
GX usando el kit de reactivo de alta sensibilidad de ADN
(CLS760672, Perkin Elmer). El porcentaje de omisidén del exdn
53 de DMD se calcula como el porcentaje de la moralidad
(nmol/1) para la banda con omisidén del exdédn 53 (201 pb) en
comparacién con la suma de molaridad para las bandas con
omisién (201 pb) y sin omisidédn (413 pb).

[0329] Se usd la prueba de la t de Student desapareada
de dos vias (homoscedéastica) para evaluar si las medias de
los 2 grupos son estadisticamente diferentes entre si en
cada dosis. El1 wvalor P < 0.05 se considera como
estadisticamente significativo.

Programa del termociclador usado para amplificar amplicones

de DMD con o sin omisién del exé4n 53.

Etapa Temperatura | Tiempo

Desnaturalizar | 94°C 2 min
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Desnaturalizar | 94°C 30 s
Hibridar 61.2°C 30 s
Extender 68°C 1 min
Repetir la | 34 ciclos
etapa 2-4
Extensidn 68°C 5 min
final
Almacenar 4°C o
[0330] Los resultados se presentan en la tabla a

continuacién y en la figura 4. En la figura 4, las barras de

error representan la media + DT, "[Numero] x" por encima de

las barras indica el multiplo de cambio relativo en

porcentaje de la omisidén del exd4n mediante PPMO n.° 1 en

[e]

comparacién con PMO n.° 1 a cada concentracidén y "*" indica

diferencia significativa entre PMO n.° 1 y PPMO n.° 1 con
valor p < 0.05.
Porcentaje de omisién del exén 53 de DMD mediante PMO

n.° 1 y PPMO n.° 1 en mioblastos humanos.

Compuesto/[Porcentaje de omisidn del exdn (media + DT)
Dosis (um)[1.25 2.5 5 10 20 40
1.27+ 2.19+ |3.58% |6.56% 11.06+ |19.57+%
PMO n.° 1
0.24 0.44 0.91 1.32 2.08 4.23
2.03+ 3.73+ |6.57+ |10.27+ |17.08+ [26.90%
PPMO n.° 1
0.48 0.70 1.47 2.78 4.01 4.78

[0331] Los datos en la

tabla anterior y en la

figura 4

muestran sorprendentemente que se obtiene una omisidén del
ex6n 53 significativamente mayor en los mioblastos cuando

las células se tratan con PPMO n.° 1, en comparacidén con PMO

(o)

n.° 1 a todas las concentraciones, cuyo grado es inesperado.

Esta mejora significativa se demuestra ademés en el estudio

comparativo en primates no humanos (NHP) in vivo del ejemplo

5, donde se trataron NHP con PPMO n.° 1 o PMO n.° 1 y se
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mididé la omisidén del exdn 53 en varios tejidos musculares
relevantes (véase para mas detalles el ejemplo 5). Ademéas,
debido a que PPMO n.° 1 se descompone en los medios SKM-M
usados en este ejemplo (datos no mostrados) en la escala de
tiempo de este estudio, el estudio de NHP de hecho demuestra
una mejora aun mayor que la demostrada en este ejemplo.
Ejemplo 4: Estudio en ratones MDX

[0332] El ratdén mdx es un modelo animal aceptado y bien
caracterizado par la distrofia muscular de Duchenne (DMD)
que contiene wuna mutacién en el exén 23 del gen de
distrofina. La secuencia antisentido de M23D (SEQ ID NO: 2)
se sabe que induce la omisidén del exén 23 y restaura la
expresién funcional de distrofina. Se administrd a ratones
MDX de 6-7 semanas de edad una sola inyeccidén en la vena
caudal de PPM04225 o PM0O4225 de la tabla a continuacidén a

una dosis de 40 mg/kg o con suero salino.

Nombre Secuencia de TS 5' 3!
direccionamiento (TS) SEQ
ID
NO.
PM04225 GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT 2 EG3 H
PPM0O4225 | GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT 2 EG3 -G-Re

PM0O4225 y PPM04225 se prepararon cada uno mediante el
método A de PMO y los métodos de conjugacidédn de CPP
descritos anteriormente.

[0333] Los ratones tratados fueron sacrificados a los
7, 30, 60 y 90 dias después de la inyeccidédn de una sola dosis
(n=6 por grupo). Se procesaron el diafragma, el corazdn y el
cuddriceps derecho para su andlisis por transferencia de
Western para medir la produccidén de proteina distrofina y
andlisis por RT-PCR para medir el porcentaje de omisidn de

exones y el cuadriceps derecho se procesod para
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inmunohistoquimica y tincidén de H/E como se ha descrito
anteriormente.

[0334] Se cuantificdé la restauracidén de 1la proteina
distrofina mediante transferencia de Western y el porcentaje
de omisidén del exdédn 23 se midid mediante RT-PCR, cada uno
como se ha descrito anteriormente.

[0335] Los resultados de la RT-PCR y de la transferencia
de Western se muestran en las figuras 5A-10B y en las tablas
a continuacidén. Sorprendentemente, PPM04225 indujo niveles
significativamente mayores y sostenidos de restauracidn de
distrofina y de omisién del exdn 23 en comparacidn con
PM0O4225, produciéndose los niveles mas elevados a los 30
dias después de la inyeccidn. AUn més sorprendentemente,
PPM04225 aumentd los niveles de distrofina en el corazdn,
mientras que PMO4225 no; no se observaron distrofina vy
omisién del exdédn en el corazdn en todos los puntos de tiempo

con PM0O4225.

Cuantificacién de la proteina distrofina como
porcentaje de la proteina de tipo silvestre (% TS)

mediante transferencia de Western

Compuesto PMO4225 PPM04225

Dia 7 30 60 90 7 30 60 90
Tejido
Cuéadriceps 1.1 12.3 (1.6 |0.7[20.7]28.1]20.8] 8.2
Diafragma 1.411.9|11.3|10.6|14.5|15.2| 9.8 | 2.3
Corazdn 0 0 0 0 2.0 1.0 1 0.9 0.1
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Porcentaje de omisién del ex6én medida mediante RT-
PCR

Compuesto PM0O4225 PPM0O4225

Dia 7 30 60 90 7 30 60 90
Tejido
Cuédriceps 21.2|5.5]17.9(12.8| 61.5|42.02|28.8]6.9
Diafragma 29.9]12.6]0.5 0 51.6 [ 36.76]3.05| 0
Corazdn 0 0 0 0 13.15| 2.64 0 0

[0336] Los resultados de la inmunohistoquimica se
muestran en la figura 1l1. En este caso, PPM04225 restaura
distrofina por todo el cuadriceps, mientras que 4225 produce
un patrdén de expresidn de "tipo irregular". La distribucidn
uniforme de distrofina con el tratamiento de PPM0O4225 indica
que puede lograrse un direccionamiento general al musculo
esquelético. PPMO4225 tiene un suministro significativamente
mejorado frente a PM04225 in vivo.

Ejemplo 5: Omisién del exén 53 en NHP

[0337] Para demostrar adicionalmente la eficacia de la
omisidén del exdén de los oligbmeros antisentido de PPMO, se
utilizaron primates no humanos. Especificamente, se inyectd
por via intravenosa a monos cinomolgos que tenian tejidos
musculares intactos PPMO n.° 1, PMO n.° 1 (del ejemplo 3) o
suero salino, de acuerdo con la pauta posoldégica en la tabla
a continuacidn:

Pauta posolégica en cinomolgo

Numero
Dosis Estrategia de
Grupo | Compuesto por
(mg/kg) suministro
grupo
Suero
1 0 2
salino
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PPMO n.°
2 20 3
1
PPMO n.°
3 40 3
1 1 2 3 4 Semanas
PPMO n.°
4 80 3
1 Dosificacidén una vez
a la semana, 4 dosis
en total
Los animales se
5 PMO n.° 1 40 3
sacrifican 48 horas
después de la Gltima
dosis, en el dia 24

[0338] Se observd a los animales a lo largo del estudio,
incluyendo las observaciones clinicas (por ejemplo,
evaluacién de la piel y el pelo, efectos respiratorios) vy
las mediciones del peso corporal. Se tomaron muestras de
sangre y orina al menos antes de comenzar el ensayo y 24
horas después de la primera dosis y la Ultima dosis (segln
fuese aplicable).

[0339] En cada necropsia programada o eutanasia in
extremis, se recogieron secciones de diafragma, mUsculo liso
del duodeno, colon y aorta, cuddriceps, deltoides, biceps vy
corazbébn y se congelaron inmediatamente. El1 porcentaje de
omisién del exédn 53 se determind usando RT-PCR como se ha
descrito anteriormente con cebadores que se dirigian a los
exones de DMD 51-54 (cebador directo: TGC CAT CTC CAA ACT
AGA AAT GCC A (SEQ ID NO. 9); cebador inverso: GCG GAG GTC
TTT GGC CAA CT (SEQ ID NO: 10)). Los resultados se muestran

en las figuras 20-27 y en la tabla a continuacidn.
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Porcentaje de omisién de exones
PPMO n.° 1 PMO n.°
Masculo 1
20 mg/kg | 40 mg/kg | 80 mg/kg | 40 mg/kg
Cuadriceps 35.59 72.94 95.37 2.64
Diafragma 64.64 96.06 99.17 2.23
Biceps 36.7 93.26 96.91 2.34
Deltoides 48.01 88.89 98.1 2.54
Corazén 29.17 71.53 92.57 1.32
Aorta 53.81 73.77 73.53 30.47
Duodeno 15.75 46.94 74.99 6.94
Colon 27.81 67.98 87.81 8.42

[0340] Sorprendentemente, PPMO n.° 1 produjo niveles
profundos de omisidén de exones en tejidos intactos ensayados,
en comparacién con PMO n.°® 1. Especificamente, se observd
una robusta omisidén del exdn 53 en los misculos esqueléticos,
cardiacos y lisos con PPMO n.° 1. La dosificacidén semanal de
PMO n.° 1 a 40 mg/kg produjo niveles tan solo bajos de
omisidén del exdén 53 en el masculo esquelético y el corazdn
(1.3-2.6%) y niveles moderados en musculo liso (6.9-30.5%).

[0341] De manera notable e inesperada, mientras que 1la
administracién de PMO n.° 1 da como resultado una omisidén de
entre un 1.32 a un 2.64% en el cuadriceps, el diafragma, el
biceps, el deltoides y el corazén, PPMO n.° 1 produjo una
omisién del exdn significativa y sustancialmente mayor, por
ejemplo, en exceso de al menos 10x mayor a 20 mg/kg, al menos
27x mayor a 40 mg/kg y en exceso del 90% de omisidén del exdn
53 en todos estos tejidos al nivel de dosis de 80 mg/kg. Es
particularmente sorprendente el nivel de omisidén del exdn
logrado en el corazdn a, por ejemplo, 80 mg/kg, donde la
omisidén del exdn era en un exceso del 90%, mientras que PMO

(o)

n.° 1 produjo un 1.32% a 40 mg/kg. Sin desear quedar ligados
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a cualquier teoria particular, la administracidén sistemética

o

y el suministro de PPMO n.° 1 en los tejidos musculares de
NHP no distrdéficos intactos y la obtencidn de la omisidn del
exdn 53 hasta el grado logrado por PPMO n.° 1 particularmente
en musculo cardiaco no podria haberse predicho para el ratdn
mdx anterior en el ejemplo 4. En cambio, el suministro a
tejido sano como en el NHP difiere del suministro a tejido
distréfico.
Ejemplo 6: Estudio de respuesta a la dosis en ratones MDX
[0342] Se administrdé a ratones MDX de 6-7 semanas de
edad una sola inyeccidén en la vena caudal de PPM0O4225 o
PM0O4225 descritos anteriormente a una dosis de 40 mg/kg, 80
mg/kg o 120 mg/kg (n=6 por grupo).
[0343] Los ratones tratados fueron sacrificados a los
30 dias después de la inyeccidédn. E1 diafragma, cuaddriceps vy
corazbébn se procesaron para anadlisis por transferencia de
Western para medir la produccién de proteina distrofina
basdndose en el protocolo de transferencia de Western
descrito anteriormente (usado, por ejemplo, en el ejemplo 4)

con las siguientes modificaciones:

Parametro Protocolo de Modificaciones del
transferencia de protocolo de
Western del transferencia de
ejemplo 4 Western

Cuantificacién de Kit de ensayo de Método de BCA

proteinas proteina RC DC

Etapa de bloqgueo Una noche a 40C 1 hora a TA

Incubacidén con 1 hora a TA Una noche a 4°C

anticuerpo

primario
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Concentracidén del 1:20 1:500
anticuerpo

primario

[0344] La restauracidédn de la proteina distrofina como

% del tipo silvestre se presenta en la tabla a continuacidn

y en las figuras 12-15.

Cuantificacién de la proteina distrofina
como porcentaje de la proteina de tipo
silvestre (% TS) mediante transferencia de
Western
Compuesto PMO4225 PPM0O4225
Dosis 40 80 120 | 40 80 120
(mg/kg)
Tejido
Diafragma 0.8 0.9 1.8 8. 26.0 | 42.7
0 7 3 02 3 7
Corazdn 0.1 0.2 0.3 | O. 19.4
6.34
3 4 4 61 8
Cuadriceps 3.5 | 2.0 | 3.0 43 90 144

[0345] Sorprendentemente, los datos muestran gque una
sola dosis de PPM0O4225 aumenta los niveles de distrofina de
una manera dependiente de la dosis en ratones mdx en un grado
significativa y sustancialmente mayor que PM04225.

Ejemplo 7: Estudio IHC de ratén MDX de diafragma y corazdn

[0346] Se administrdé a ratones MDX de 6-7 semanas de
edad una sola inyeccidén en la vena caudal de PPM0O4225 a una
dosis de 80 mg/kg o suero salino y a los ratones de tipo
silvestre de 6-7 semanas de edad se les administrd una sola
inyeccidén de suero salino. Los ratones mdx tratados, ratones
mdx de suero salino y ratones de tipo silvestre fueron
sacrificados a los 30 dias después de la inyeccidén de una
sola dosis (n=4 por grupo). Los resultados de 1la

inmunohistogquimica se muestran en la figura 19. En este caso,
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los resultados muestran un aumento uniforme en la distrofina
en los tejidos asociados con la morbilidad y la mortalidad
en DMD en ratones mdx tratados con PPMO4225.

Ejemplo 8: Omisién de exén 53 in vitro (miotubos)

[0347] Dos compuestos que se dirigen al exdn 53 de
distrofina humana (DMD) como se describen en la tabla a
continuacién, PMO n.° 1 y PPMO n.° 1, conteniendo ambos la
misma secuencia, se evaluaron respecto de la omisidén del
ex6bn 53 de DMD en miotubos humanos sanos.

Secuencias de PMO n.° 1 y PPMO n.° 1 para el exén 53 de
DMD humana.

Nombre |Secuencia del compuesto [|Secuencia de5' 3!
direccionamiento
ID NO.

PMO n.°GTT GCC TCC GGT TCT GAAHS5S3 (+36+60) FEG3 [H

1 GGT GTT C (SEQ ID NO: 1)

PPMO n.°GTT GCC TCC GGT TCT GAAHS53 (+36+60 R6G) [EG3 |GR6AC

1 GGT GTT C (SEQ ID NO: 1)

[0348] Especificamente, se cultivaron mioblastos

humanos sanos (pase 5-6, SKB-F-SL adquiridos de Zen-Bio,
Inc.) hasta alcanzar una confluencia del 80-90% en medio
SKM-M antes de iniciar la diferenciacién mediante incubacidn
en medio bajo en suero (SKM-D, Zen-Bio, Inc.). Cinco dias
después de 1la diferenciacién, los miotubos maduros se
incubaron con los compuestos anteriores a diversas
concentraciones (es decir, 40 pm, 20 pm, 10 pm, 5 pm, 2.5 um
y 1.25 pum). Después de noventa y seis horas de incubacién,
se lavaron los miotubos con PBS y se lisaron con tampdn de
lisis RLT del kit RNeasy Micro (n.° de cat. 74004, Qiagen).
Los ARN totales se aislaron segun las recomendaciones del
fabricante, excepto por que se usaron 20 pl de agua libre de

RNasa para eluir el ARN.
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[0349] Para determinar la omisidén del exdn 53 mediante
ambos compuestos, se llevd a cabo RT-PCR final en dos etapas.
Especificamente, se retrotranscribieron en primer lugar
siete microlitros de ARN total en ADNc mediante el kit de
sintesis de primera hebra SuperScript IV (n.° de cat.
18091200, Invitrogen) usando hexameros aleatorios segun las
instrucciones del fabricante. La PCR se 1llevdé a cabo
afiladiendo 5 pl de ADNc en ADN polimerasa Platinum Tag PCR
Supermix de alta fidelidad (n.° de cat. 12532024, Invitrogen)
con cebadores que se dirigian a la unidén de los exones 51/52
y 54 de DMD humana (cebador directo: CAT CAA GCA GAA GGC AAC
AA (SEQ ID NO: 5); cebador inverso: GAA GTT TCA GGG CCA AGT
CA (SEQ ID NO: 6)). La amplificacién PCR se llevd a cabo
usando un termociclador en tiempo real BioRad CFX96 usando
el programa mostrado en la tabla 2. La expresién de 1los
productos de la PCR con omisién o sin omisidén se evalud
cargando 32 pl de producto de la PCR en el sistema LabChip
GX usando el kit de reactivo de alta sensibilidad de ADN
(CLS760672, Perkin Elmer). El porcentaje de omisidén del exdn
53 de DMD se calcula como el porcentaje de la moralidad
(nmol/1) para la banda con omisidén del exdédn 53 (201 pb) en
comparacién con la suma de molaridad para las bandas con
omisién (201 pb) y sin omisidédn (413 pb).

[0350] Se usd la prueba de la t de Student desapareada
de dos vias (homoscedéastica) para evaluar si las medias de
los 2 grupos son estadisticamente diferentes entre si en
cada dosis. El1 wvalor P < 0.05 se considera como
estadisticamente significativo.

Programa del termociclador wusado para amplificar

amplicones de DMD con o sin omisién del exdén 53.

Etapa Temperatura | Tiempo

8. Desnaturalizar 94°C 2 min
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9. Desnaturalizar 94°C 30 s
10. Hibridar 61.2°C 30 s
11. Extender 68°C 1 min
12. Repetir la etapa 2-4 34 ciclos
13. Extensidén final 68°C 5 min
14. Almacenar 4°C oo
[0351] Los resultados se presentan en la tabla a

continuacién y en la figura 20. En la figura 20, las barras

de error representan la media + DT, " [Numero] x" por encima

de las barras indica el multiplo de cambio relativo en

porcentaje de la omisién del exd4n mediante PPMO n.° 1 en

o LU S ]

comparacién con PMO n.° 1 a cada concentracidén y "*",
indican diferencia significativa entre PMO n.°® 1 y PPMO n.°
1 con valor p < 0.05 o 0.005, respectivamente.

Porcentaje de omisién del exén 53 de DMD mediante PMO

n.° 1 y PPMO n.° 1 en miotubos humanos.

Compues | Porcentaje de omisidédn del exdn (media + DT)

to/

Dosis 1.25 2.5 5 10 20 40

(pm)

PMO n.°|1.45+x0 |2.63+0 |3.33+0 |[4.78%£0 |8.40+0 |12.98%1
1 .39 .50 .47 .88 .53 .21
PPMO 3.10+1 | 2.45+0 |[4.73+1 |7.08%£0 |9.45%+1 |12.08%1
n.° 1 .67 .52 .01 .48 .03 .30

[0352] Los datos en la tabla anterior y en la figura 24
muestran sorprendentemente que se obtiene una omisidén del

ex6n 53 significativamente mayor en los miotubos cuando se

(o)

tratan las células con PPMO n.° 1 en comparacidédn con PMO n.°

1 al menos a concentraciones de 5 pum y 10 pm, cuyo grado es

inesperado. Esta mejora significativa se demuestra ademés en

el estudio comparativo en primates no humanos (NHP) in vivo

del ejemplo 5, donde se trataron NHP con PPMO n.° 1 o PMO



10

15

20

25

30

167

o

n.° 1 y se mididé la omisidén del exdn 53 en varios tejidos
musculares relevantes (véase para mas detalles el ejemplo
5). Ademas, debido a gque PPMO n.° 1 se descompone en los
medios SKM-M usados en este ejemplo (datos no mostrados) en
la escala de tiempo de este estudio, el estudio de NHP de
hecho demuestra una mejora aun mayor que la demostrada en
este ejemplo.
R b b A b b i b b A A b b b i b 4

[0353] Todas las publicaciones y solicitudes de patente
citadas en la presente memoria descriptiva se incorporan por
referencia como si cada publicacién o solicitud de patente
individual se incorporase especifica e individualmente como

incorporada por referencia.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Descripcidn

Secuencia de 5' a 3' de N-

terminal a C-terminal

SEQ ID
NO

H53A (+36+60)

GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC

mdx4225

GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT

Re

RRRRRR

Rs—-G

RRRRRRG

1w N

Cebador
directo de
unién a la
unién del
exbdn 51/52 y

54 humano

CATCAAGCAGAAGGCAACAA

Cebador
directo de
unién a la
unién del
ex6bn 51/52 vy

54 humano

GAAGTTTCAGGGCCAAGTCA

Cebador
directo de
unidén a exdn

23 de ratdn

CACATCTTTGATGGTGTGAGG

Cebador
inverso de
unidén a exdn

23 de ratdn

CAACTTCAGCCATCCATTTCTG

Cebador
directo de
unidén a la

unién del

TGCCATCTCCAAACTAGAAATGCCA
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exdn 51-54

humano

Cebador
inverso de

unién a la

10
unidén del
exdn 51-54
humano GCGGAGGTCTTTGGCCAACT
4658 CTCCAACATCAAGGAAGATGGCATTTCTAG 11

[0354] Se hace constar que con relacidédn a esta fecha,

el mejor método conocido por la solicitante para llevar a la

préctica la citada invenciédn,

presente descripcidén de la invencidn

es el que resulta claro de la
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RETIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencidn como antecede, se
reclama como propiedad lo contenido en las siguientes
reivindicaciones:

1. Un conjugado de oligbmero antisentido de férmula

N

(I) :

O——P——N(CH3;),

O
|

(I)
o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
donde:
cada Nu es una nucleobase que, tomada en conjunto,

forma una secuencia de direccionamiento; vy
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T es un resto seleccionado entre:

o o}
Ho/|:/\/ }?{ 0 NH,
N
J
\N
N |

| O——P——N(CHj3),
O——P——N(CHj3),

| OH

o (e}

v 0y

R! es alquilo C1-Cg;

en donde la secuencia de direccionamiento es
complementaria a un sitio de hibridacidén con el exdén 53 en
el pre-ARNm de distrofina designado como H53A (+36+60) .

2. El1 conjugado de oligémero antisentido de 1la
reivindicacién 1, en donde cada Nu se selecciona
independientemente entre citosina (C), guanina (G), timina
(T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), wuracilo (U) e
hipoxantina (I).

3. El1 conjugado de oligbmero antisentido de 1la
reivindicacidén 1, en donde la secuencia de direccionamiento
es la SEQ ID NO: 1 (5'-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3'"), en
donde cada timina (T) es opcionalmente uracilo (U).

El conjugado de oligémero antisentido de la reivindicacidn

/%\/O}\{O
HO
3
[Nj
N
O=—=P——N(CHa),

1, en donde T es \ﬁ; y la secuencia de
direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-
GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3"'), en donde cada timina (T) es

opcionalmente uracilo (U).



10

15

20

25

30

177

5. El1 conjugado de oligbmero antisentido de 1la

reivindicacién 1, en donde T es y la

HO
3
N
O:I%’—N(CH3)2
O
Y

secuencia de direccionamiento es la SEQ ID NO: 1 (5'-
GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3") .

6. Un conjugado de oligbémero antisentido de férmula

51— > 3 HNYNHZ HNYNHQ HNYNHZ

), $ ey

P o] o] o}
- H,C™ N O
H3C \CH3 3 CHg
- - 24 kl HN HN
HN” SNH HQN/KNH H,NT SNH
(IT)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en

donde cada Nu de 1 a 25 y de 5' a 3' es:

PosiciénNu [PosicidénNu [PosicidénNu [PosicidnNu |PosicidnNu
n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a
3" 3" 3! 3" 3"

1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A |22 G
3 X 8 C 13 X 18 A |23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
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HoN NH, o
=N X NH
N N N
A\ 2 | /_ﬁf)\w
QN N N/&O QN N 2
y en donde A es e , C es b ;, G es -
(e}
| NH HN |
N/gb d)\N
cada X es independientemente ke o S
7. E1 conjugado de oligbmero antisentido de
o
| NH
N/&O
reivindicacidén 6, en donde cada X es -
8. El1 conjugado de oligbmero antisentido de

y

la

la

reivindicacién 6, en donde el oligbmero antisentido es de

férmula (IIA) :

N O N (0]
HyC™ N e

124

CH;

o) Nu Nu /rNH NH NH
0/'\ o/'\ o P
1 N/ﬁ O )\/N O\)\/N s H i N H i i H i
HO L\V/N\P// N “p¢ \H/A\N N\H/A\N N\H/A\N N A AL
3 N (Yo H H H WT/\N

HoNT SNH HoNT SNH HoN" SNH

(IIA)

en donde cada Nu de 1 a 25 y de 5' a 3' es:

5 ~3' HNQT/NHZ HNQT/NHZ HNQT/NHQ

PosiciénNu [PosicidénNu [PosicidénNu [PosicidnNu |PosicidnNu
n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a n.° 5' a
3! 3! 3! 3! 3!

1 G 6 C 11 G 16 G 21 X
2 X 7 X 12 X 17 A 22 G
3 X 8 C 13 X 18 A 23 X
4 G 9 C 14 C 19 G 24 X
5 C 10 G 15 X 20 G 25 C
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HoN NH, o)
=N NH
L2 LA QN‘Q P,
y en donde A es b , C es b , G es wh \%
(e}
NH HN
N/go O)\N
cada X es independientemente ke o S

9. El conjugado de ©oligbémero antisentido de 1la

reivindicacidén 8, en donde cada X es

10. Un conjugado de oligbmero antisentido de fdérmula

Interrupeion A Interrupcion B Inl:.rrupmon C
n i (Y”"»‘ \x ﬁ \I, i ) ~
N \[ ”Y' \(‘T
I R ;
A 4o
\n’fn“, (\r"‘"i & 1 n ~\ p wito
| o ; [ I | 0N NH
Yos AR oo rY
bt : 2 NH 5
Sy \ \N’E"\ P\ !
N

e /kf“ 12 \[ NN \[' N un
| 9 0. N NH T T NH NH
RTT J” A j
¥ ) Interrupcion B Lnlerrupc:on c MG :
Interrupcion A Y

(IV)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
11. E1 conjugado de oligbmero antisentido de 1la
reivindicacién 9, en donde el oligbémero antisentido es de

férmula (IVA) :
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\/\ " NA N0
Interrupcion A Interrupcion B

O P
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12. Una composicién farmacéutica que comprende un
conjugado de oligbmero antisentido de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo y un portador farmacéuticamente aceptable.

13. Un método para tratar la distrofia muscular de
Duchenne (DMD) en un sujeto que lo necesite, en donde el
sujeto tiene una mutacién del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo el método
administrar al sujeto el conjugado de oligbémero antisentido
de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

14. E1 método de 1la reivindicacidén 13, en donde el
conjugado de oligdbémero antisentido se administra
semanalmente.

15. E1 método de 1la reivindicacidén 13, en donde el
conjugado de oligdbémero antisentido se administra
bisemanalmente.

16. E1 método de 1la reivindicacidén 13, en donde el
conjugado de oligbmero antisentido se administra cada tres

semanas.
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17. E1 método de 1la reivindicacidén 13, en donde el
conjugado de oligdbmero antisentido se administra
mensualmente.

18. Un método para restaurar un marco de lectura de
ARNm para inducir la produccidén de distrofina en un sujeto
que tiene una mutacidén del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo el método
administrar al sujeto el conjugado de oligbmero antisentido
de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11.

19. E1 método de 1la reivindicacidén 18, en donde el
conjugado de oligdbébmero antisentido se administra
semanalmente.

20. E1 método de la reivindicacién 18, en donde el
conjugado de oligdbébmero antisentido se administra
bisemanalmente.

21. E1 método de la reivindicacién 18, en donde el
conjugado de oligdémero antisentido se administra cada tres
semanas.

22. E1l método de la reivindicacidén 18, en donde el
conjugado de oligdbémero antisentido se administra
mensualmente.

23. El1l método de una cualgquiera de las reivindicaciones
18-22, en donde el conjugado de oligbmero antisentido se
administra a una dosis de aproximadamente 30 mg/kg.

24. El1 método de una cualgquiera de las reivindicaciones
18-22, en donde el conjugado de oligbmero antisentido se
administra a una dosis de aproximadamente 40 mg/kg.

25. El1l método de una cualgquiera de las reivindicaciones
18-22, en donde el conjugado de oligbmero antisentido se
administra a una dosis de aproximadamente 60 mg/kg.

26. El1l método de una cualgquiera de las reivindicaciones
18-22, en donde el conjugado de oligbmero antisentido se

administra a una dosis de aproximadamente 80 mg/kg.
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27. El1 método de una cualquiera de las reivindicaciones
18-22, en donde el conjugado de oligbmero antisentido se
administra a una dosis de aproximadamente 160 mg/kg.

28. Un método para tratar la distrofia muscular de
Duchenne (DMD) en un sujeto que lo necesite, en donde el
sujeto tiene una mutacidén del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo el método
administrar al sujeto la composiciédn farmacéutica de la
reivindicacién 12.

29. Un método para restaurar un marco de lectura de
ARNm para inducir la produccidén de distrofina en un sujeto
que tiene una mutacién del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo el método
administrar al sujeto la composiciédn farmacéutica de la
reivindicacién 12.

30. Un método para excluir el exén 53 del pre-ARNm de
distrofina durante el procesamiento del ARNm en un sujeto
que tiene una mutacién del gen de distrofina que es
susceptible a la omisidén del exdn 53, comprendiendo el método
administrar al sujeto la composicién farmacéutica de la
reivindicacién 12.

31. Un método de unién al exd4n 53 del pre-ARNm de
distrofina en un sujeto que tiene una mutacidén del gen de
distrofina que es susceptible a la omisidén del exdn 53,
comprendiendo el método administrar al sujeto la composicidn

farmacéutica de la reivindicacidn 12.
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RESUMEN
Se describen conjugados de oligdémero antisentido
complementarios a un sitio diana seleccionado en el gen de

distrofina humano para inducir la omisidén del exdn 53.
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