CONJUGADOS DE OLIGOMEROS DE SALTO DE EXONES PARA DISTROFIA
MUSCULAR
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional de EE. UU. n.°
62/779 028, presentada el 13 de diciembre de 2018. El contenido total de la solicitud a
la que se ha hecho referencia anteriormente se incorpora por referencia en su totalidad.
REFERENCIA AL LISTADO DE SECUENCIAS REMITIDO ELECTRONICAMENTE A
TRAVES DE LA WEB EFS

El contenido del listado de secuencias remitido electronicamente (Nombre:
8171_50_WOO00_SL.txt; tamafio: 10 080 bytes; fecha de creacion: 6 de noviembre de
2019) presentado simultdneamente junto con la presente y se incorpora a la misma por
referencia en su totalidad.

CAMPO DE LA DIVULGACION

La presente divulgacién se refiere a oligbmeros antisentido novedosos
adecuados para el salto del exon 50 en el gen de distrofina humano y composiciones
farmacéuticas de estos. La divulgacion también proporciona métodos para inducir el
salto del exén 50 utilizando los oligdbmeros antisentido novedosos, métodos para
producir distrofina en un sujeto que tiene una mutacién del gen de distrofina susceptible
de salto del exén 50, y métodos para tratar a un sujeto que tiene una mutacion del gen
de distrofina susceptible de salto del exén 50.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) esta causada por un defecto en la
expresion de la proteina de distrofina. El gen que codifica la proteina contiene 79 exones
diseminados en mas de 2 millones de nucledtidos de ADN. Cualquier mutacién exdgena
que cambie el marco de lectura del exén o introduce un codén de parada, o se
caracteriza por la eliminacion de un exén o exones completos fuera del marco, o
duplicaciones de uno o mas exones, tiene el potencial para alterar la produccién de la
distrofina funcional, lo que da lugar a DMD.

Se ha observado que aparece una forma menos grave de distrofia muscular, la
distrofia muscular de Becker (BMD), cuando una mutacién, habitualmente una delecién
de uno o mas exones, da como resultado un marco de lectura correcto junto con el
transcrito de distrofina total, de modo que la traduccién de ARNm en la proteina no
termine de forma prematura. Si la unién de los exones en direccion 5’ y direccion 3’ 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 delecion

1



interna corta que conserva algo de actividad, lo que da como resultado un fenotipo de
Becker.

Existe una necesidad de oligdmeros antisentido que sean adecuados para el
salto del exdon 50 y composiciones farmacéuticas correspondientes que sean Utiles para
métodos terapéuticos de produccién de distrofina y tratamiento de DMD.

COMPENDIO DE LA DIVULGACION

Los oligébmeros antisentido, o las sales farmacéuticamente aceptables de estos,
son capaces de unirse a una diana seleccionada para inducir salto de exones en el gen
de distrofina humano, donde el oligdmero antisentido comprende una secuencia de
bases que es complementaria respecto a una region diana del exdn 50 del pre-ARNm
de distrofina disefiado como un sitio de hibridacién, donde la secuencia de bases y el

sitio de hibridacién se seleccionan entre:

Sitio de hibridacion  [Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQ ID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TATACTTACAGG C [SEQIDNO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC

C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCAGTATAC TTACAG GCT CC |SEQIDNO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC TCC |SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT

AC SEQ ID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTCC SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTC AGATCTTCTAACTTC CTC T|ISEQ ID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC |SEQ ID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC

TCC SEQID NO: 9

donde T es timina o uracilo. En un aspecto, cada T es timina.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5 a 3 corresponde a las
nucleobases de una de las siguientes: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5’ a 3’ corresponde a las nucleobases de la SEQ
ID NO: 3.

En un aspecto, el oligdbmero antisentido contiene un resto T unido al extremo 5’ del

oligobmero antisentido, donde el resto T se selecciona entre:
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En determinadas realizaciones, el oligdmero antisentido se conjuga con uno o
mas péptidos que penetran en las células (denominados en la presente como “CPP”).
En determinadas realizaciones, se unen uno o mas CPP a un extremo del oligémero
antisentido. En determinadas realizaciones, se une al menos un CPP al extremo 5’ del
oligbmero antisentido. En determinadas realizaciones, se une al menos un CPP al
extremo 3’ del oligdmero antisentido. En determinadas realizaciones, se une un primer
CPP al extremo 5’ y se une un segundo CPP al extremo 3’ del oligémero antisentido.

En algunas realizaciones, el CPP es un péptido rico en arginina. La expresion
“rica en arginina” se refiere a un CPP que tiene al menos 2, y preferentemente 2, 3, 4,
5, 6, 7 u 8 residuos de arginina, cada uno separado opcionalmente por uno o mas
residuos hidréfobos no cargados y que contienen opcionalmente aproximadamente 6-
14 residuos de aminoacidos. Tal como se explica mas adelante, un CPP se une
preferentemente por su extremo carboxi al extremo 3’ y/o 5 de un oligonucledtido
antisentido a través de un conector, que puede ser también uno o mas aminoacidos, y
preferentemente también rematado en su extremo amino con un sustituyente R? con R?
seleccionado entre H, acilo, acetilo, benzoilo o estearoilo. En algunas realizaciones, R2
es acetilo.

Como se observa en la tabla a continuacion, los ejemplos no limitantes de CPP
para su uso en la presente incluyen -(RXR)4-R? (SEQ ID NO: 15), -R-(FFR)s;-R2 (SEQ ID
NO: 16), -B-X-(RXR)s-R? (SEQ ID NO: 17), -B-X-R-(FFR):-R? (SEQ ID NO: 18), -GLY-
R-(FFR)s-R2 (SEQ ID NO: 19), -GLY-Rs-R? (SEQ ID NO: 20), —Rs-R? (SEQ ID NO: 21),
-GLY-Re-R? (SEQ ID NO: 11) y —Re-R? (SEQ ID NO: 10), donde R? se selecciona entre
H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo, y donde R es arginina, X es acido 6-
aminohexanoico, B es -alanina, F es fenilalanina y GLY (o G) es glicina. Se pretende
que el CPP "Rs (SEQ ID NO: 21)” indique un péptido de cinco (5) residuos de arginina
unidos entre si mediante enlaces amida (y no un Unico sustituyente, por ejemplo, R®

(SEQ ID NO: 21)). Se pretende que el CPP "Rs (SEQ ID NO: 10)” indique un péptido de
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seis (6) residuos de arginina unidos entre si mediante enlaces amida (y no un unico
sustituyente, por ejemplo, R® (SEQ ID NO: 10)). En algunas realizaciones, R? es acetilo.
Se proporcionan CPP ilustrativos en la Tabla 1 (SEQ ID NO: 10, 11 y 15-21).

Tabla 1: Péptidos que penetran células ilustrativos

Nombre Secuencia SEQ ID NO:

ReG RRRRRRG 11
Re RRRRRR 10
(RXR)4 RXRRXRRXRRXR 15
(RFF)3R RFFRFFRFFR 16
(RXR)4XB RXRRXRRXRRXRXB 17
(RFF);RXB | RFFRFFRFFRXB 18
(RFF)sRG RFFRFFRFFRG 19
RsG RRRRRG 20
Rs RRRRR 21
R es arginina; X es acido 6-aminohexanoico; B es -alanina; F es fenilalanina; G es
glicina.

Los CPP, su sintesis y los métodos para conjugarlos a un oligdémero se describen
adicionalmente en la Publicacién de Solicitud de EE. UU. N.° US 2012/0289457 vy la
Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.°s WO 2004/097017, WO
2009/005793 y WO 2012/150960, cuyas divulgaciones se incorporan a la presente por
referencia en su totalidad.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido antisentido comprende un
sustituyente "Z," definido como la combinacion de un CPP y un conector. El conector
actua como puente entre el CPP en su extremo carboxi hacia el extremo 3’ y/o el
extremo 5’ del oligonucledtido. En varias realizaciones, un oligonucleétido antisentido
puede comprender solamente un CPP unido al extremo 3’ del oligémero. En otras
realizaciones, un oligonucleotido antisentido puede comprender solamente un CPP
unido al extremo 5’ del oligémero.

El conector dentro de Z puede comprender, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5
aminoacidos.

En realizaciones particulares, Z se selecciona entre:

C(O)(CH2)sNH-CPP;
C(O)(CH2).NH-CPP;
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNH-CPP;
C(O)CH2NH-CPP; y la férmula:



donde el CPP se une al resto conector mediante un enlace amida en el extremo
carboxi del CPP.

En varias realizaciones, el CPP es un péptido rico en arginina tal como se
describe en la presente y se observa en la Tabla 1. En varias realizaciones, el CPP rico
en arginina es -Rs-R?, (es decir, cinco residuos de arginina; SEQ ID NO: 21), donde R?
se selecciona entre H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo. En determinadas
realizaciones, R? es acetilo. En varias realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 21, y el
conector se selecciona del grupo constituido por -C(O)(CHz)sNH-, -C(O)(CH2).NH-, -

0 CPP

{

C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNH-, -C(O)CH2NH- y . En algunas
realizaciones, el conector comprende 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 21 y el conector es Gly. En
algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 20.

En determinadas realizaciones, el CPP rico en arginina es -Rs-R?, (es decir, seis
residuos de arginina; SEQ ID NO: 10), donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo,
benzoilo y estearoilo. En determinadas realizaciones, R® es acetilo. En varias
realizaciones, el CPP se selecciona entre las SEQ ID NO: 10, 15 0 16, y el conector se
selecciona del grupo constituido por -C(O)(CHz)sNH-, -C(O)(CH2):NH-, -
C(O)(CH2)2NHC(O)(CHz)sNH-,

-C(O)CH:NH- y . En algunas realizaciones, el conector
comprende 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos.
En algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 10 y el conector es Gly. En
algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 11.
En determinadas realizaciones, Z es -C(O)CH2NH-R¢s-R? ("R¢" se divulga como
la SEQ ID NO: 10) unida covalentemente a un oligébmero antisentido de la divulgacion
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en el extremo 5' y/o 3' del oligdmero, donde R? es H, acilo, acetilo, benzoilo o estearoilo
para rematar el extremo amino del Re (SEQ ID NO: 10). En determinadas realizaciones,
R? es acetilo. En estos ejemplos no limitantes, el CPP es —R¢-R? (SEQ ID NO: 10) y el
conector es -C(O)CH2NH-, (es decir, GLY). Este ejemplo particular de Z = -C(O)CH:NH-
Re-R? ("Re" se divulga como la SEQ ID NO: 10) también se ilustra con la siguiente

estructura:

|  Ra

(e}

o |

zT

HN)\ NH,

6

donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo. En algunas
realizaciones, R? es acetilo.
En varias realizaciones, el CPP es -Rs-R? (SEQ ID NO: 10), también se ilustra

como la siguiente formula:

— Q H —
2 e
NH
HN)\NHQ

— -6

donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo. En determinadas
realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, R? es acetilo.

En algunas realizaciones, el CPP es —-(RXR)4-R? (SEQ ID NO: 15), también se

ilustra como la siguiente férmula:

0 Q
H
N N1—R@
ke \”/\/\/\N
N
)
NH /HL
HN NH, HoN NH
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En varias realizaciones, el CPP es —R-(FFR)3-R? (SEQ ID NO: 16), también se

ilustra como la siguiente formula:

HQN\’/NH
HN,
o o
H
N.
N N——R2
H H
o o}

H N/KNH

2!

ZTI

En varias realizaciones, Z se selecciona entre:
-C(O)(CHz)sNH-CPP;

-C(O)(CH2)2NH-CPP;
-C(O)(CH2).NHC(O)(CH2)sNH-CPP;
-C(O)CH2NH-CPP vy la férmula:

as

donde el CPP se une al resto conector mediante un enlace amida en el extremo carboxi

del CPP, y donde el CPP se selecciona entre:

HoN NH

HN
o
H H
NJ N
N N—-R2
H H
o

' , (-R-(FFR)s-R?) (SEQ ID NO: 16),

(o]




L J+ . ((RXR-R®) (SEQ ID NO:  15),

Ra

- T 6 y (-Re-R?) (SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones, R@ es
acetilo.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 any de 5’ a 3’ corresponde a la SEQ
ID NO: 3.

En algunos aspectos, las nucleobases del oligdmero antisentido modificado se
unen a estructuras de anillos morfolino, donde las estructuras de anillos morfolino se
unen mediante enlaces intersubunidades 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 algunos aspectos, las nucleobases del oligdbmero antisentido estan unidas a
un acido peptidonucleico (APN), donde el esqueleto polinucleotidico de azicares fosfato
se reemplaza por un polimero pseudopeptidico flexible al cual se unen las nucleobases.

En algunos aspectos, al menos una de las nucleobases del oligémero antisentido
se une a un acido nucleico bloqueado (ANB), donde la estructura de acido nuclecio
bloqueado es un analogo nucleotidico que se modifica quimicamente, donde el resto de
ribosa tiene un puente extra que une el oxigeno 2’ y el carbono 4’.

En algunos aspectos, al menos una de las nucleobases del oligomero antisentido
se une a un acido nucleico con puente (BNA), donde la conformacion del azicar se
restringe o se bloquea mediante la introduccién de una estructura con puente adicional
en el esqueleto de furanosa. En algunos aspectos, al menos una de las nucleobases del

oligdbmero antisentido se une a un acido nucleico puenteado con 2'-0,4'-C-etileno (ANE).



En algunos aspectos, el oligbmero antisentido modificado puede contener
subunidades de acido nucleico desbloqueado (UNA). Los UNA y los oligdmeros de UNA
son un analogo de ARN en el que el enlace C2'-C3’ de la subunidad ha sido escindido.

En algunos aspectos, el oligdmero antisentido modificado contiene uno o mas
fosforotioatos (o S-oligos), en los cuales uno de los oxigenos que no actuan como
puente se reemplaza por un azufre. En algunos aspectos, el oligdmero antisentido
modificado contiene uno o mas 2' O-Metil, 2' O-MOE, MCE y 2'-F en los cuales el 2’-OH
de la ribosa se sustituye con un grupo metilo, metoxietilo, 2-(N-metilcarbamoil)etilo o
fluoro, respectivamente.

En algunos aspectos, el oligémero antisentido modificado es un triciclo-ADN (tc-
ADN) que es un analogo de ADN restringido en el cual cada nucleétido se modifica
mediante la introduccion de un anillo de ciclopropano para restringir la flexibilidad
conformacional del esqueleto y para optimizar la geometria del esqueleto del angulo de
torsién y.

En varios aspectos, la divulgacién proporciona oligdmeros antisentido de

acuerdo con la Férmula (1):
T
K[Oj/ Nu

N

O=——=P——N(CHj3),

o
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N

O=——=P——N(CHy),

Q Y

100
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o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, donde:
cada Nu es una nucleobase, que tomada en conjunto forma una secuencia de
direccionamiento;

T es un resto seleccionado entre:

© © NH
HO 3 O 2
N
R1
[ j o

N

O——=P——N(CH,),
O=——=P——N(CHa), OH

° L
N o .y ~hw: y el —OH 0 —NH; distal del

resto T esta unido opcionalmente a un péptido que penetra en las células.

(o}

R1'% es hidrogeno o un péptido que penetra en las células;

cada Nu de 1 a ny de 5 a 3 corresponde a las nucleobases de una de las

siguientes:
Sitio de
hibridacion Secuencia dirigida [5’ a 3’] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TATACT TACAGGCTCC [SEQIDNO:2
H50D(+07-16) GAT CCA GTATAC TTACAG GCT CC SEQ ID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CATAC |SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTC AGATCTTCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC TCC |SEQ ID NO: 9
HoN NH, Q o}
N =N SN N \ NH
s L 4&%“% Cr
N N O N N O
donde A es wobe. ,Ces ook ,Gestm yTes .

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5 a 3 corresponde a las
nucleobases de una de las siguientes: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 anyde 5 a 3’ corresponde a la SEQ ID NO: 3.
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En otro aspecto, la divulgacién proporciona oligdmeros antisentido de Férmula

():

[51 [31]
O Nu Nu
o) N/\ o)\ o)\
HO 3 K/N\P/O\)\/N\P/O\)\/NH
7/ \ Vi \
HaC-N ~o HaC—N Ne)
CH; | CH; _n

(n
o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, donde cada Nude 1anyde 5

a 3’ corresponde a las nucleobases de una de las siguientes:

Sitio de
hibridacion Secuencia dirigida [5’ a 3’] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTATAC TTA CAG GCT CC SEQID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQ ID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCT TCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC [SEQID NO: 9
HoN NH, Q 0
N—( SN N N NH
(7L e O
N N~ S0 N N~ ~0
donde A es ol ,Ces - ,Ges~v~Lw yTes ol . En

algunas realizaciones, el —OH distal de la Formula (1) se une a un péptido que penetra
en las células.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5 a 3’ corresponde a las
nucleobases de una de las siguientes: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9. En algunas

realizaciones, cada Nu de 1 anyde 5 a 3’ corresponde a la SEQ ID NO: 3.
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En otro aspecto, la divulgacién proporciona oligdmeros antisentido de Férmula

(:

‘ NH, NH, NH>
(31 HN= HN= HN=
NH NH NH
o) § o) § o) § o)
H H H H H H
HOL)fLK/ N - N_ A N A A
N N N N
H;C— N O HsC— N O}K/ T(\H TO(\H E(\H o) H
CHs CH3 n
HN HN HN
>=NH >=NH >=NH
H,N H,N H,N

(1)
o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, donde cadaNude 1anyde 5 a3
corresponde a las nucleobases de una de las siguientes:

Sitio de
hibridacion Secuencia dirigida [5’ a 3’] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTA TAC TTA CAG GCT CC SEQ ID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQ ID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCT TCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQ ID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC |SEQIDNO:9
HoN N 0}
=N
\ N/) | {%NHZ \fkﬁ
N O N 0]

donde A es ol ,Ces . ,Ges yTes ol . En

algunas realizaciones, el —OH distal de la Férmula (lll) se une a un péptido que penetra
en las células.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 any de 5 a 3’ corresponde a la SEQ
ID NO: 3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona oligdmeros antisentido de Férmula
(IV):
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[51] [31] HN= HN= HN=
NH NH NH
(0] Nu Nu § §
o °N o] o/'ﬁ o] o] £ 0
HO L_N__o N._.O N N N N A
3 R R T S O e g N
H;C-N O H,Cc-N © o H o H o H o H
CHy CHs Jn
HN HN HN .
>=NH >=NH >=NH 6HCI
H,N H,N H,N
(Iv)
donde cada Nu de 1 a n y de 5 a 3’ corresponde a las nucleobases de una de las
siguientes:
Sitio de
hibridaciéon Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG CTCC |SEQID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTA TAC TTA CAG GCT CC SEQ ID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CATAC |SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCT TCTAACTTCCTCT SEQ ID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQ ID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC TCC |SEQ ID NO: 9
HoN NH, Q 0
N SN N \ NH
W L P B¢
N~ N N o N~ N NS0
donde A es b ,Ces ol ,Ges - yTes

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 any de 5’ a 3’ corresponde a la SEQ
ID NO: 3.
En algunas de las realizaciones para la Féormula (IV), el oligdmero antisentido es

acorde a la Formula (IVa).
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(V):

[51

(6]
(6] N
HobfLON\ o
3 P\\O

(Iva)

En otro aspecto, la divulgacién proporciona oligdmeros antisentido de Férmula

(31

\)O\/')“\pxo\)y

v/ N
HoC—N HC-N O 0 o o 0
CH, CHj Jn
HN HN HN
H,N” SNH H,N~ ~NH H,N” SNH
V)
donde cada Nu de 1 a n y de 5 a 3 corresponde a las nucleobases de una de las
siguientes:
Sitio de
hibridaciéon Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C |SEQID NO: 2
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H50D(+07-16) GAT CCAGTATAC TTACAG GCT CC SEQ ID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC [SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTC AGATCTTCTAACTTCCTCT |SEQIDNO:7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQ ID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGATCC AGTATACTT ACA GGC TCC|SEQ ID NO: 9
HoN N 0]
N NH
\_/ | /%NHZ W
N N o N o
donde A es - ,Ces el ,Ges yTes - . En

algunas realizaciones, cada Nu de 1 an y de 5’ a 3’ corresponde a la SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para tratar la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) en un sujeto que lo necesite, donde el sujeto tiene una
mutacion del gen de distrofina que es susceptible de un salto del exéon 50,
comprendiendo el método administrar al sujeto un oligdbmero antisentido de la
divulgacién. La divulgacion también aborda el uso de oligémeros antisentido de la
divulgacioén para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) en un sujeto que lo necesite, donde el sujeto tiene una
mutacion del gen de distrofina que es susceptible de salto del exén 50.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para reestablecer un
marco de lectura de ARNm para inducir la produccion de distrofina en un sujeto que
tiene una mutacion del gen de distrofina que es susceptible de un salto del exén 50,
comprendiendo el método administrar al sujeto un oligdbmero antisentido de la
divulgacion. En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para excluir el exén
50 del preARNm de distrofina durante el procesamiento de ARNm en un sujeto que tiene
una mutacion del gen de distrofina que es susceptible de un salto del exén 50,
comprendiendo el método administrar al sujeto un oligdbmero antisentido de la
divulgacioén. En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método para unir el exén 50,
intrén 49 y/o intron 50 del preARNm de distrofina en un sujeto que tiene una mutacion
del gen de distrofina que es susceptible de un salto del exdén 50, comprendiendo el
método administrar al sujeto un oligémero antisentido de la divulgacion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un oligémero antisentido de la
divulgacioén en la presente para su uso en terapia. En determinadas realizaciones, la

divulgacion proporciona un oligdmero antisentido de la divulgacion para su uso en el
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tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. En determinadas realizaciones, la
divulgacién proporciona un oligdbmero antisentido de la divulgacion para su uso en la
fabricacion de un medicamento para su uso en terapia. En determinadas realizaciones,
la divulgacion proporciona un oligdmero antisentido de la divulgacion para su uso en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la distrofia muscular de
Duchenne.

En otro aspecto, la divulgacion también proporciona kits para tratar la distrofia
muscular de Duchenne (DMD) en un sujeto que lo necesite, donde el sujeto tiene una
mutacion del gen de distrofina que es susceptible de salto del exén 50, donde dichos
kits comprenden al menos un oligdbmero antisentido de la presente divulgacion,
envasado en un recipiente adecuado e instrucciones para su uso.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

Las realizaciones de la presente divulgacion se refieren en general a oligébmeros
antisentido mejorados y métodos de uso de estos, que se disefian especificamente para
que induzcan salto de exones en el gen de distrofina humano. La distrofina desempena
una funcion vital en la funcién muscular y varias enfermedades relacionadas con los
musculos se caracterizan por formas mutadas de este gen. Por tanto, en determinadas
realizaciones, los oligdmeros antisentido mejorados descritos en la presente inducen
salto de exones en formas mutadas del gen de distrofina humano tales como los genes
de distrofina mutados observados en la distrofia muscular de Duchenne (DMD) vy la
distrofia muscular de Becker (BMD).

Debido a eventos de corte y empalme de ARNm aberrantes causados por
mutaciones, estos genes de distrofina humanos mutados expresan una proteina de
distrofina defectuosa o no expresan ninguna distrofina medible en absoluto, una
afeccion que da lugar a varias formas de distrofia muscular. Para remediar esta afeccion,
los oligbmeros antisentido de la presente divulgacién se hibridan con regiones
seleccionadas de un ARNm preprocesado de un gen de distrofina humano mutado,
inducen salto de exones y corte y empalme diferencial en ese ARNm de distrofina con
corte y empalme aberrante de otro modo, y de ese modo permiten que las células
musculares produzcan un transcrito de ARNm que codifique una proteina de distrofina
funcional. En determinadas realizaciones, la proteina de distrofina resultante no es
necesariamente la forma “de origen natural” de la distrofina, sino que es una forma
truncada pero funcional de distrofina.

Al aumentar los niveles de proteina de distrofina funcional en las células

musculares, estas y otras realizaciones relacionadas son utiles en la profilaxis y el
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tratamiento de la distrofia muscular, especialmente aquellas formas de distrofia
muscular tales como la DMD y la BMD que se caracterizan por la expresion de proteinas
de distrofina defectuosas debido a un corte y empalme de ARNm aberrante. Los
oligbmeros antisentido especificos descritos en la presente proporcionan ademas un
mejor direccionamiento a exones especificos de distrofina sobre otros oligémeros, y de
este modo, ofrecen ventajas significativas y practicas sobre métodos alternativos para
tratar formas relevantes de distrofia muscular.

Por tanto, la divulgacion se refiere a oligomeros antisentido o sales
farmacéuticamente aceptables de estos, capaces de unirse a una diana seleccionada
para inducir salto de exones en el gen de distrofina humano, donde los oligémeros
antisentido comprenden una secuencia de bases que es complementaria respecto a una
region diana del exén 50 del pre-ARNm de distrofina disefiado como un sitio de
hibridacion, donde la secuencia de bases y el sitio de hibridacién se seleccionan entre:
Sitio de
hibridaciéon Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQ ID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC
C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCAGTATAC TTACAG GCTCC |SEQIDNO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC |SEQ ID NO:
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT

I

AC SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTC AGATCT TCT AAC TTC CTC T|SEQ ID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC |[SEQ ID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATA CTT ACA GGC

TCC SEQID NO: 9

donde T es timina o uracilo.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5 a 3’ corresponde a las
nucleobases de una de las siguientes: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5’ a 3’ corresponde a las nucleobases de la SEQ
ID NO: 3.

En un aspecto, el oligdbmero antisentido contiene un resto T unido al extremo 5’ del

oligobmero antisentido, donde el resto T se selecciona entre:
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En determinadas realizaciones, el oligdmero antisentido se conjuga con uno o
mas péptidos que penetran en las células (denominados en la presente como “CPP”).
En determinadas realizaciones, se unen uno o mas CPP a un extremo del oligémero
antisentido. En determinadas realizaciones, se une al menos un CPP al extremo 5’ del
oligbmero antisentido. En determinadas realizaciones, se une al menos un CPP al
extremo 3’ del oligbmero antisentido. En determinadas realizaciones, se une un primer
CPP al extremo 5’ y se une un segundo CPP al extremo 3’ del oligémero antisentido.

En algunas realizaciones, el CPP es un péptido rico en arginina. La expresion
“rica en arginina” se refiere a un CPP que tiene al menos 2, y preferentemente 2, 3, 4,
5, 6, 7 u 8 residuos de arginina, cada uno separado opcionalmente por uno o mas
residuos hidréfobos no cargados y que contienen opcionalmente aproximadamente 6-
14 residuos de aminoacidos. Tal como se explica mas adelante, un CPP se une
preferentemente por su extremo carboxi al extremo 3’ y/o 5 de un oligonucledtido
antisentido a través de un conector, que puede ser también uno o mas aminoacidos, y
preferentemente también rematado en su extremo amino con un sustituyente R? con R?
seleccionado entre H, acilo, acetilo, benzoilo o estearoilo. En algunas realizaciones, R®
es acetilo.

Como se observa en la tabla a continuacion, los ejemplos no limitantes de CPP
para su uso en la presente incluyen -(RXR)s-R# (SEQ ID NO: 15), R-(FFR)3-R? (SEQ ID
NO: 16), -B-X-(RXR)s-R? (SEQ ID NO: 17), -B-X-R-(FFR):-R? (SEQ ID NO: 18), -GLY-
R-(FFR)s-R2 (SEQ ID NO: 19), -GLY-Rs-R? (SEQ ID NO: 20), —-Rs-R? (SEQ ID NO: 21),
-GLY-Re-R? (SEQ ID NO: 11) y —Re-R? (SEQ ID NO: 10), donde R? se selecciona entre
H, acilo, benzoilo y estearoilo, y donde R es arginina, X es acido 6-aminohexanoico, B
es B-alanina, F es fenilalanina y GLY (o G) es glicina. Se pretende que el CPP "Rs (SEQ
ID NO: 21)” indique un péptido de cinco (5) residuos de arginina unidos entre si mediante
enlaces amida (y no un unico sustituyente, por ejemplo, R® (SEQ ID NO: 21)). Se
pretende que el CPP "Rs (SEQ ID NO: 10)” indique un péptido de seis (6) residuos de
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arginina unidos entre si mediante enlaces amida (y no un uUnico sustituyente, por
ejemplo, R® (SEQ ID NO: 10)). En algunas realizaciones, R? es acetilo.
Se proporcionan CPP ilustrativos en la Tabla 1 (SEQ ID NO: 10, 11 y 15-21).

Tabla 1: Péptidos que penetran células ilustrativos

Nombre Secuencia SEQ ID NO:

ReG RRRRRRG 11
Re RRRRRR 10
(RXR)4 RXRRXRRXRRXR 15
(RFF)3R RFFRFFRFFR 16
(RXR)4XB RXRRXRRXRRXRXB 17
(RFF)sRXB RFFRFFRFFRXB 18
(RFF)sRG RFFRFFRFFRG 19
RsG RRRRRG 20
Rs RRRRR 21
R es arginina; X es acido 6-aminohexanoico; B es -alanina; F es fenilalanina; G es
glicina.

Los CPP, su sintesis y los métodos para conjugarlos a un oligdémero se describen
adicionalmente en la Publicacién de Solicitud de EE. UU. N.° US 2012/0289457 vy la
Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.°s WO 2004/097017, WO
2009/005793 y WO 2012/150960, cuyas divulgaciones se incorporan a la presente por
referencia en su totalidad.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido antisentido comprende un
sustituyente "Z," definido como la combinacion de un CPP y un conector. El conector
actua como puente entre el CPP en su extremo carboxi y el extremo 3’ y/o el extremo 5’
del oligonucledtido. En varias realizaciones, un oligonucledtido antisentido puede
comprender solamente un CPP unido al extremo 3’ del oligdmero. En ofras
realizaciones, un oligonucleotido antisentido puede comprender solamente un CPP
unido al extremo 5’ del oligémero.

El conector dentro de Z puede comprender, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5
aminoacidos.

En realizaciones particulares, Z se selecciona entre:

C(O)(CH2)sNH-CPP;
C(O)(CH2).NH-CPP;
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNH-CPP;
C(O)CH2NH-CPP vy la férmula:
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donde el CPP se une al resto conector mediante un enlace amida en el extremo
carboxi de CPP.

En varias realizaciones, el CPP es un péptido rico en arginina, tal como se
describe en la presente y se observa en la Tabla 1. En determinadas realizaciones, el
CPP rico en arginina es -Rs-R?, (es decir, cinco residuos de arginina; SEQ ID NO: 21),
donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo. En determinadas
realizaciones, R? es acetilo. En varias realizaciones, el CPP se selecciona entre las SEQ
ID NO: 15, 16 0 21, y el conector se selecciona del grupo constituido por -C(O)(CH.)sNH-
, -C(O)(CH2)2NH-, -C(0O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNH-,

o CPP

[

N

-C(O)CHz2NH- y . En algunas realizaciones, el conector
comprende 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 21 y el conector es Gly. En
algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 20.

En determinadas realizaciones, el CPP rico en arginina es -Rs-R?, (es decir, seis
residuos de arginina; SEQ ID NO: 10), donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo,
benzoilo y estearoilo. En determinadas realizaciones, R® es acetilo. En varias
realizaciones, el CPP se selecciona entre las SEQ ID NO: 10, 15 0 16, y el conector se
selecciona del grupo constituido por -C(O)(CH2)sNH-, -C(O)(CH2).NH-, -
C(O)(CH2)2NHC(O)(CH2)sNH-,

O PP

N/C

-C(O)CH2NH- y . En algunas realizaciones, el conector
comprende 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 10 y el conector es Gly. En
algunas realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 11.
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En determinadas realizaciones, Z es -C(O)CH2NH-R¢s-R? ("R¢" se divulga como
la SEQ ID NO: 10) unida covalentemente a un oligébmero antisentido de la divulgacion
en el extremo 5' y/o 3' del oligdmero, donde R? es H, acilo, acetilo, benzoilo o estearoilo
para rematar el extremo amino del Rs (SEQ ID NO: 10). En determinadas realizaciones,
R? es acetilo. En estos ejemplos no limitantes, el CPP es —Rs-R? (SEQ ID NO: 10) y el
conector es -C(O)CH2NH-, (es decir, GLY). Este ejemplo particular de Z = -C(O)CH:NH-
Re-R? ("Re" se divulga como la SEQ ID NO: 10) también se ilustra con la siguiente

estructura:

| _pa
/\H/\H/ R

(o}

zT

NH

HN NH,

donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo.

En varias realizaciones, el CPP es -Re-R? (SEQ ID NO: 10), también se ilustra

como la siguiente formula:

9 H -
:%/ \\Ra
NH
HN)\NHZ
— -6

donde R? se selecciona entre H, acilo, acetilo, benzoilo y estearoilo. En determinadas
realizaciones, el CPP es la SEQ ID NO: 11. En algunas realizaciones, R? es acetilo.
En algunas realizaciones, el CPP es —(RXR)4-R? (SEQ ID NO: 15), también se

ilustra como la siguiente formula:

o o
N N-Ra
7’( \”/\/\/\N
H
HN)\ NH, HZN/K NH
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En varias realizaciones, el CPP es —R-(FFR)3-R? (SEQ ID NO: 16), también se

ilustra como la siguiente formula:

HN.
o) [e]
H H
NJ N
N N__Ra
H H
¢} o

En varias realizaciones, Z se selecciona entre:
-C(O)(CH2)sNH-CPP;

-C(O)(CH2)2NH-CPP;
-C(O)(CH2)2:NHC(O)(CH2)sNH-CPP;
-C(O)CH2NH-CPP; y la formula:

)

donde el CPP se une al resto conector mediante un enlace amida en el extremo carboxi

del CPP, y donde el CPP se selecciona entre:

HQNYNH
HN
[e] [e]
H H
NJ N
N N—-R2
H H
o o
HN — 13
e , (-R-(FFR)s-R?) (SEQ ID NO: 16),
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o1

L -+, ((RXRs-R®) (SEQ ID NO: 15),

A

HN” “NH,
- ~6 0 (-Re-R?) (SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones, R@ es
acetilo.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 any de 5’ a 3’ corresponde a la SEQ
ID NO. 3.

En algunos aspectos, las nucleobases del oligdmero antisentido modificado se
unen a estructuras de anillos morfolino, donde las estructuras de anillos morfolino se
unen mediante enlaces intersubunidades 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 un aspecto de este tipo, T de cada una de las SEQ ID NO: 1-9 es
preferentemente timina.

En algunos aspectos, las nucleobases del oligdmero antisentido estan unidas a
un acido peptidonucleico (APN), donde el esqueleto polinucleotidico de azucares fosfato
se reemplaza por un polimero pseudopeptidico flexible al cual se unen las nucleobases.

En algunos aspectos, la al menos una de las nucleobases del oligdbmero
antisentido se une a acido nucleico bloqueado (ANB), donde las estructuras de acido
nucleico bloqueado son analogos nucleotidicos que se modifican quimicamente, donde
el resto de ribosa tiene un puente extra que une el oxigeno 2’ y el carbono 4’. En un
aspecto de este tipo, cada nucleobase que se une a un ANB en de cada una de las SEQ
ID NO: 1-9 comprende un grupo 5-metilo.

En algunos aspectos, al menos una de las nucleobases del oligdmero antisentido
se une a un acido nucleico con puente (BNA), donde la conformacion del azucar se
restringe o se bloquea mediante la introduccién de una estructura con puente adicional
en el esqueleto de furanosa. En algunos aspectos, al menos una de las nucleobases del

23



oligébmero antisentido se une a un acido nucleico puenteado con 2'-0,4'-C-etileno (ANE).
En dichos aspectos, cada nucleobase que se une a un BNA o ANE en de cada una de
las SEQ ID NO: 1-9 comprende un grupo 5-metilo.

En algunos aspectos, cuando la quimica del esqueleto lo permite, cada timina
en la SEQ ID NO: 1-9 es uracilo.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en la presente tienen el mismo significado que el que sobreentenderian
normalmente los expertos en la técnica a la cual pertenece la divulgacion. Aunque se
pueden utilizar cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos
descritos en la presente a la hora de llevar a la practica o poner a prueba la presente
divulgacion, se describen los métodos y materiales preferidos. A efectos de la presente
divulgacion, se definen los siguientes términos a continuacion.

. Definiciones

El término “alquilo”, tal como se utiliza en la presente, a menos que se
especifique de otro modo, se refiere a un hidrocarburo lineal o ramificado saturado. En
determinadas realizaciones, el grupo alquilo es un hidrocarburo primario, secundario o
terciario. En determinadas realizaciones, el grupo alquilo incluye de uno a diez atomos
de carbono, es decir, alquilo de C4 a C+o. En determinadas realizaciones, el grupo alquilo
incluye de uno a seis atomos de carbono, es decir, alquilo de C1 a Cs. El término incluye
tanto grupos alquilo sustituidos como no sustituidos, que incluyen grupos alquilo
halogenados. En determinadas realizaciones, el grupo alquilo es un grupo alquilo
fluorinado. Los ejemplos no limitantes de restos con los cuales se puede sustituir el
grupo alquilo se seleccionan del grupo constituido por halégeno (fldor, cloro, bromo o
yodo), hidroxilo, amino, alquilamino, arilamino, alcoxi, ariloxi, nitro, ciano, acido
sulfénico, sulfato, acido fosfonico, fosfato o fosfonato, sin proteger o protegido segun
proceda, conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en
Greene, et al., Protective Groups in Organic Synthesis, John Wiley and Sons, Segunda
Edicion, 1991, incorporada por la presente por referencia. En determinadas
realizaciones, el grupo alquilo se selecciona del grupo constituido por metilo, CF3, CCls,
CFCl,, CF.Cl, etilo, CH.CF3, CF,CF3, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, t-
butilo, pentilo, isopentilo, neopentilo, hexilo, isohexilo, 3-metilpentilo, 2,2-dimetilbutilo y
2,3-dimetilbutilo.

Se pretende que la expresion “susceptible de salto del exéon 507, tal como se
utiliza en la presente en relacion con un sujeto o un paciente, incluya sujetos y pacientes

que tengan una o mas mutaciones en el gen de distrofina que, estando ausente el salto
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del exon 50 del preARNm de distrofina, provoca que el marco de lectura esté desfasado,
con lo cual se altera la traduccion del preARNm y da lugar a una incapacidad del sujeto
0 paciente para producir distrofina funcional o semifuncional. La determinacién de si un
paciente tiene una mutacién en el gen de distrofina que es susceptible de salto de
exones se encuentra dentro del alcance del experto en la técnica (remitase, por ejemplo,
a 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.).

El término “oligobmero”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a una
secuencia de subunidades unida por enlaces intersubunidades. En determinados casos,
el término “oligdmero” se utiliza en referencia a un “oligdmero antisentido”. Para los
“oligbmeros antisentido”, cada subunidad esta constituida por: (i) un azicar de ribosa o
un derivado de este; y (ii) una nucleobase unida a este, de modo que el orden de los
restos de apareamiento de bases forma una secuencia de bases que es complementaria
a una secuencia diana en un acido nucleico (habitualmente un ARN) mediante
apareamiento de bases de Watson-Crick, para formar un heteroduplex de acido
nucleico:oligdmero dentro de la secuencia diana con la condicién de que la subunidad,
la unién intersubunidad, o ambas, no se encuentran presentes en la naturaleza. En
determinadas realizaciones, el oligémero antisentido es un oligémero fosforodiamidato
morfolino (PMOQO). En otras realizaciones, el oligdmero antisentido es un 2'-O-
metilfosforotioato. En otras realizaciones, el oligdmero antisentido de la divulgacién es
un acido peptidonucleico (APN), un acido nucleico bloqueado (ANB) o un acido nucleico
con puente (BNA) tal como un acido nucleico con un puente 2'-0,4'-C-etileno (ANE). En
la presente se describen realizaciones ilustrativas adicionales.

Los términos “complementario” y “complementariedad” se refieren a dos o mas
oligdbmeros (es decir, que comprenden cada uno una secuencia de nucleobases) que se
relacionan entre si mediante las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick. Por

ejemplo, la secuencia de nucleobases "T-G-A (5'>3')," es complementaria a la
secuencia de nucleobases "A-C-T (3'> 5')”. La complementariedad puede ser “parcial’”,
en la cual no todas las nucleobases de una secuencia de nucleobases determinada se
aparean con la otra secuencia de nucleobases de acuerdo con las reglas de
apareamiento de bases. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la complementariedad
entre una secuencia de nucleobases determinada y la otra secuencia de nucleobases
puede ser de aproximadamente un 70 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente
un 80 %, aproximadamente un 85 %, aproximadamente un 90 % o aproximadamente

un 95 %. O, puede haber una complementariedad “completa” o “perfecta” (100 %) entre
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una secuencia de nucleobases determinada y la otra secuencia de nucleobases, para
continuar el ejemplo. El grado de complementariedad entre las secuencias de
nucleobases tienen efectos significativos sobre la eficiencia y la fuerza de hibridacion
entre las secuencias.

Las expresiones “cantidad eficaz” y “cantidad terapéuticamente eficaz” se
utilizan de forma intercambiable en la presente y se refieren a una cantidad de
compuesto terapéutico, tal como un oligébmero antisentido administrado a un sujeto
mamifero en forma de dosis Unicas o como parte de una serie de dosis, que es eficaz
para producir un efecto terapéutico deseado. Para un oligémero antisentido, este efecto
se consigue normalmente inhibiendo la traduccién o el procesamiento de corte y
empalme natural de una secuencia diana seleccionada, o produciendo una cantidad
clinicamente significativa de distrofina (significacion estadistica).

En algunas realizaciones, una cantidad eficaz es de aproximadamente 1 mg/kg
a aproximadamente 200 mg/kg de una composicion que incluye un oligdbmero
antisentido durante un periodo de tiempo para tratar al sujeto. En algunas realizaciones,
una cantidad eficaz es de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg de
una composicion que incluye un oligdmero antisentido para aumentar el nimero de
fibras positivas para distrofina en un sujeto. En determinadas realizaciones, una
cantidad eficaz es de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg de una
composicion que incluye un oligdbmero antisentido para estabilizar, mantener o mejorar
la distancia de paseo, por ejemplo, en una prueba de 6 minutos caminando (6MWT), en
un paciente respecto a un igual sano.

Los términos “mejorar” o “‘que mejora” o “aumentar” o “‘que aumenta’ o
“estimular” o “que estimula” se refieren generalmente a la capacidad de uno o mas
oligbmeros antisentido o composiciones farmacéuticas de cualquiera de los anteriores
para producir o causar una respuesta fisiolégica mayor (es decir, efectos posteriores)
en una célula o un sujeto, en comparacion con la respuesta causada por un oligémero
que no es antisentido o un compuesto de control. Una respuesta fisiologica mayor puede
incluir una expresion mayor de una forma funcional de una proteina de distrofina o una
actividad bioloégica mayor relacionada con la distrofina en tejido muscular, entre otras
respuestas claras a partir de la comprension de la técnica y la descripcion de la presente.

Tal como se utilizan en la presente, los términos “funciéon” y “funcional” y
similares se refieren a una funcién biolégica, enzimatica o terapéutica.

Una proteina de distrofina “funcional” se refiere generalmente a una proteina de

distrofina que tiene una actividad bioldgica suficiente para reducir la degradacion
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progresiva del tejido muscular que es por lo demas caracteristica de la distrofia
muscular, habitualmente en comparacion con la forma alterada o “defectuosa” de la
proteina de distrofina que se encuentra presente en determinados sujetos con DMD o
BMD. Como ejemplo, la actividad relacionada con la distrofina en cultivos de musculo in
vitro se puede medir de acuerdo con el tamafio de los miotubos, la organizacion (o
desorganizacién) miofibrilar, actividad contractil y el agrupamiento espontaneo de
receptores de acetilcolina (remitase, por ejemplo, a Brown et al., Journal of Cell Science.
112:209-216, 1999). Los modelos animales también son fuentes valiosas para estudiar
la patogénesis de la enfermedad y proporcionar un medio para evaluar la actividad
relacionada con la distrofina. Dos de los modelos animales mas ampliamente utilizados
para la investigacion de la DMD son el ratdon mdx y el perro con distrofia muscular golden
retriever (GRMD), ambos de los cuales son negativas para distrofina (remitase, por
ejemplo, a Collins & Morgan, Int J Exp Pathol 84: 165-172, 2003). Se pueden utilizar
estos y otros modelos animales para medir la actividad funcional de varias proteinas de
distrofina. Se incluyen formas truncadas de distrofina tales como aquellas formas que
se producen después de la administracion de determinados oligémeros antisentido de
salto de exones de la presente divulgacion.

Las expresiones “apareamiento incorrecto” o “apareamientos incorrectos” se
refieren a una o mas nucleobases (ya sean contiguas o separadas) en una secuencia
de nucleobases oligomérica que no estan apareadas con un preARNm diana de acuerdo
con las reglas de apareamiento de bases. Aunque a menudo se desea una
complementariedad perfecta, algunas realizaciones pueden incluir uno o mas, pero
preferentemente 6, 5, 4, 3, 2 o 1 apareamientos incorrectos con respecto al preARNm
diana. Se incluyen variaciones en cualquier ubicacion dentro del oligémero. En
determinadas realizaciones, los oligobmeros antisentido de la divulgacion incluyen
variaciones en la secuencia de nucleobases préximas a los extremos, variaciones en el
interior, y si se encuentran presentes, estan habitualmente en aproximadamente 6, 5, 4,
3, 2 0 1 subunidades del extremo 5' y/o 3’. En determinadas realizaciones, se pueden
eliminar una, dos o tres nucleobases y proporcionar aun una union correcta.

Los términos y expresiones “morfolino”, “oligémero morfolino” y “PMO” se
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refieren a un oligdmero fosforodiamidato morfolino de la siguiente estructura general:

’[[ojm

N
HiC_ )
N—P=
HC
K[Oj/Nu

N

y como se describe en la Figura 2 de Summerton, J., et al., Antisense & Nucleic Acid
Drug Development, 7: 187-195 (1997). Los morfolinos descritos en la presente incluyen
todos los estereocisémeros y tautomeros de la estructura general anterior. La sintesis,
estructuras y caracteristicas de unién de los oligémeros de morfolino se detallan en las
Patentes de EE. UU. N.°s: 5 698 685; 5 217 866; 5 142 047; 5 034 506; 5 166 315; 5 521
063; 5 506 337; 8 076 476; y 8 299 206; todas las cuales se incorporan a la presente
por referencia.

En determinadas realizaciones, un morfolino se conjuga en el extremo 5’ o0 3’ del
oligbmero con un resto “cola” para aumentar su estabilidad y/o solubilidad. Las colas

ilustrativas incluyen:

0] (0]
Ho/%\/ }?]/ o NH,
N
HsC
() o

N
O=—P——N(CH3),

O=——P——N(CHz),

| 5

0.
N o y . El —OH 0 —NH; distal del resto T

esta unido opcionalmente a un péptido que penetra en las células.

OH

De los restos de cola ilustrativos anteriores, “TEG” 0 “EG3” se refiere al siguiente

resto de cola:
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O=—=P——N(CHa)>

O.

Y

De los restos de cola ilustrativos anteriores, “GT” se refiere al siguiente resto de

O NH,

O:P_N(CH3)2

Y

Tal como se utilizan en la presente, las expresiones "-G-Rs (SEQ ID NO: 20)"y

0]

"-G-Rs-Ac (SEQ ID NO: 20)" se utilizan de forma intercambiable y se refieren a un resto
peptidico conjugado con un oligdbmero antisentido de la divulgacion. En varias
realizaciones, “G” representa un residuo de glicina conjugado con "Rs (SEQ ID NO: 21)"
mediante un enlace amida, y cada "R" representa un residuo de arginina conjugados
entre si mediante enlaces amida de modo que "Rs (SEQ ID NO: 21)" se refiere a cinco
(5) residuos de arginina conjugados entre si mediante enlaces amida. Los residuos de
arginina pueden tener cualquier configuracion estereoquimica, por ejemplo, los residuos
de arginina pueden ser residuos de L-arginina, residuos de D-arginina o una mezcla de
residuos de D- y L-arginina. En determinadas realizaciones, "-G-Rs (SEQ ID NO: 20)" o
"-G-Rs-Ac (SEQ ID NO: 20)" esta unido al —-OH o NH; distal del resto de “cola”. En
determinadas realizaciones, "-G-Rs (SEQ ID NO: 20)" 0 "-G-Rs-Ac (SEQ ID NO: 20)" se
conjuga con el nitrégeno del anillo morfolino de la subunidad morfolino mas en 3’ de un

oligémero antisentido PMO de la divulgacién. En algunas realizaciones, "-G-Rs (SEQ ID
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NO: 20)" o "-G-Rs-Ac (SEQ ID NO: 20)" se conjuga con el extremo 3’ de un oligémero

antisentido de la divulgacion y tiene la siguiente formula:

YNHE HNYNHQ

2 H E/I/O H ?)/O H

HoN"SNH  HNTSNH HoN” SNH

HN

, 0 una sal farmacéuticamente
aceptable de este o
HN.__NH, HN.__NH;
NH NH

o B ;/I/o H ?)/o H
* 5HCI
HN HN HN
A A A

HoN"SNH  HoNTSNH HoNT SNH

Tal como se utilizan en la presente, las expresiones "-G-Rs (SEQ ID NO: 11)"y
"-G-Re-Ac (SEQ ID NO: 11)"y "ReG (SEQ ID NO: 11)" se utilizan de forma intercambiable
y se refieren a un resto peptidico conjugado con un oligdmero antisentido de la
divulgacion. En varias realizaciones, “G” representa un residuo de glicina conjugado con
"Re (SEQ ID NO: 10)" mediante un enlace amida, y cada "R" representa un residuo de
arginina conjugados entre si mediante enlaces amida de modo que "Rs (SEQ ID NO:
10)" se refiere a seis (6) residuos de arginina conjugados entre si mediante enlaces
amida. Los residuos de arginina pueden tener cualquier configuracion estereoquimica,
por ejemplo, los residuos de arginina pueden ser residuos de L-arginina, residuos de D-
arginina o una mezcla de residuos de D- y L-arginina. En determinadas realizaciones, "-
G-Rs (SEQ ID NO: 11)" 0 "-G-Re-Ac (SEQ ID NO: 11)" esta unido al -OH o —NH distal
del resto de “cola”. En determinadas realizaciones, "-G-Rs (SEQ ID NO: 11)" 0 "-G-Re-
Ac (SEQ ID NO: 11)" se conjuga con el nitrdgeno del anillo morfolino de la subunidad

morfolino mas en 3’ de un oligébmero antisentido PMO de la divulgacion. En algunas
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realizaciones, "-G-Rs (SEQ ID NO: 11)" 0 "-G-Re-Ac (SEQ ID NO: 11)" se conjuga con

el extremo 3’ de un oligdbmero antisentido de la divulgacion y tiene la siguiente formula:
YNHQ HNYNHQ HNYNHQ

)/NH NH NH
O Z 0 E/,/o /,/

= N B
N TN

HN

N A N
'(’H‘\”/\N \n/\m N)J\
(o] (o) le} H H
HN HN HN
H,N” SNH HQN/KNH HQN/KNH o
AN NH2 HN__NH, HNYNHz
)/NH NH NH
o EgiNo) _/f )/
N N
SSRASRese e
.6HCI

HZN/KNH HZN/KNH A

Los términos y expresiones “nucleobase” (Nu), “resto de apareamiento de bases”

H,N"SNH

o0 “base” se utilizan de forma intercambiable para referirse a una base de purina o
pirimidina que se encuentra en ADN o ARN presente en la naturaleza o “nativo” (por
ejemplo, uracilo, timina, adenina, citosina y guanina), asi como analogos de estas
purinas y piridiminas presentes en la naturaleza. Estos analogos pueden conferir
propiedades mejoradas al oligdbmero tales como afinidad de unién. Los analogos
ilustrativos incluyen hipoxantina (el componente basico de la inosina); 2,6-
diaminopurina; 5-metilcitosina; pirimidinas modificadas con C5-propinilo; 10-(9-
(aminoetoxi)fenoxazinilo) (abrazadera en forma de G) y similares.

Algunos ejemplos adicionales de restos de apareamiento de bases incluyen, sin
caracter limitante, uracilo, timina, adenina, citosina, guanina e hipoxantina (inosina) que
tienen sus respectivos grupos amino protegidos por grupos protectores acilo, 2-
fluorouracilo, 2-fluorocitosina, 5-bromouracilo, 5-yodouracilo, 2,6-diaminopurina,
azacitosina, analogos de pirimidina tales como pseudoisocitosina y pseudouracilo y
otras nucleobases modificadas tales como purinas sustituidas en 8, xantina o
hipoxantina (siendo las dos ultimas los productos de degradacién naturales). Las
nucleobases modificadas divulgadas en: Chiu y Rana, RNA, 2003, 9, 1034-1048;
Limbach et al. Nucleic Acids Research, 1994, 22, 2183-2196; y Revankar y Rao,
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Comprehensive Natural Products Chemistry, vol. 7, 313; también se contemplan, cuyo
contenido se incorpora a la presente por referencia.

Algunos ejemplos de restos de apareamiento de bases adicionales incluyen, sin
caracter limitante, nucleobases de tamafo expandido en las que se han afiadido uno o
mas anillos de benceno. Las sustituciones de bases de acidos nucleicos descritas en:
el catalogo 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; e Hirao, I., Curr. Opin. Chem. Biol., 2006, 10, 622-627; cuyo
contenido se incorpora a la presente por referencia, se contemplan como utiles en los
oligbmeros antisentido descritos en la presente. Los ejemplos de nucleobases de
tamafo expandido incluyen los que se muestran a continuacién, asi como formas

tautoméricas de estas.

NH, 0 o
N SN N NH NH
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Las frases “administracion parenteral” y “administrado por via parenteral”, tal
como se utilizan en la presente se refieren a modos de administracion distintos de la
administracion enteral y tépica, habitualmente mediante inyeccion, e incluye, sin
limitacién, inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal,
subcutanea, subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e
intraesternal.

Tal como se utiliza en la presente, un conjunto de paréntesis utilizado dentro de
una férmula estructural indica que el rasgo estructural entre paréntesis se repite. En
algunas realizaciones, los paréntesis utilizados pueden ser “[“ 'y ”]”, y en determinadas
realizaciones, los paréntesis utilizados para indicar rasgos estructurales que se repiten
pueden ser “(“y”)”. En algunas realizaciones, el nimero de iteraciones de repeticion del
rasgo estructural entre paréntesis es el nimero indicado fuera de los paréntesis tal como
2,3,4,5, 6, 7y asi sucesivamente. En varias realizaciones, el numero de iteraciones
de repeticion del rasgo estructural entre paréntesis se indica con una variable indicada
fuera de los paréntesis tal como “Z”.

Tal como se utiliza en la presente, un enlace recto o un enlace ondulado dibujado
hacia un atomo de carbono o fésforo quiral dentro de una férmula estructural indica que
la estereoquimica del carbono o el fosforo quiral no esta definida y se pretende que
incluya todas las formas del centro quiral y/o mezclas de estas. Algunos ejemplos de

dichas ilustraciones se representan a continuacion.

b

N
-— > 3

N O=—P——N(CHy), \N/FI\ o
L 0

La frase “farmacéuticamente aceptable” se refiere a que la sustancia o
composicion debe ser compatible, desde un punto de vista quimico y/o toxicoldgico, con
los demas ingredientes que comprende una formulacién y/o el sujeto que esta siendo
tratado con ella.

La frase “portador farmacéuticamente aceptable”, tal como se utiliza en la
presente, se refiere a un relleno, diluyente, material encapsulante o adyuvante de

formulacién de cualquier tipo liquido, semisodlido o solido inerte y atéxico. Algunos
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ejemplos de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente
aceptables son: azucares tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones tales como
almidén de maiz y almidon de patata; celulosa y sus derivados tales como
carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo;
malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras de supositorios;
aceites tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon, 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 y laurato de etilo; agar; agentes
tamponantes tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico;
agua sin pirégenos; solucion salina isotdnica; solucion de Ringer; alcohol etilico;
soluciones de tampon fosfato; lubricantes compatibles atoxicos tales como laurilsulfato
sodico y estearato magnésico; agentes colorantes; agentes de liberacion; agentes de
recubrimiento; agentes edulcorantes; agentes saborizantes, agentes aromatizantes;
conservantes; y antioxidantes; segun el criterio del formulador.

El término “restauracion” en relacion con la sintesis o produccion de distrofina se
refiere por lo general a la produccion de una proteina de distrofina que incluye formas
truncadas de distrofina en un paciente con distrofia muscular después del tratamiento
con un oligémero antisentido descrito en la presente. El porcentaje de fibras positivas
para distrofina en un paciente después del tratamiento se puede determinar mediante
una biopsia muscular utilizando técnicas conocidas. Por ejemplo, se puede realizar una
biopsia muscular de un musculo adecuado tal como el musculo biceps braquial en un
paciente.

El analisis del porcentaje de fibras positivas para distrofina se puede llevar a
cabo antes del tratamiento y/o después del tratamiento o en momentos a lo largo de la
duracion del tratamiento. En algunas realizaciones, una biopsia posterior al tratamiento
se realiza en el musculo contralateral de la biopsia anterior al tratamiento. El analisis de
la expresion de la distrofina anterior y posterior al tratamiento se puede llevar a cabo
utilizando cualquier ensayo adecuado para la distrofina. En algunas realizaciones, la
deteccién inmunohistoquimica se lleva a cabo en secciones de tejido de la biopsia
muscular utilizando un anticuerpo que es un marcador para la distrofina tal como un
anticuerpo monoclonal o policlonal. Por ejemplo, se puede utilizar el anticuerpo
MANDYS106, que es un marcador muy sensible para la distrofina. Se puede utilizar
cualquier anticuerpo secundario adecuado.

En algunas realizaciones, el porcentaje de fibras positivas para distrofina se

calcula dividiendo el numero de fibras positivas por el numero total de fibras contado.
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Las muestras musculares normales tienen un 100 % de fibras positivas para distrofina.
Por lo tanto, el porcentaje de fibras positivas para distrofina se puede expresar como
porcentaje del normal. Para controlar la presencia de niveles traza de distrofina en el
musculo antes del tratamiento, asi como fibras revertientes, se puede fijar un valor basal
utilizando secciones de musculos antes del tratamiento de un paciente cuando se
cuentan las fibras positivas para distrofina en los musculos después del tratamiento.
Esto se puede utilizar como un umbral para contar fibras positivas para distrofina en
secciones de musculos después del tratamiento en ese paciente. En otras realizaciones,
también se pueden utilizar secciones de tejido tefidas con anticuerpos para la
cuantificacion de la distrofina utilizando el software de andlisis de imagen Bioquant
(Bioguant Image Analysis Corporation, Nashville, TN). La intensidad de la sefal de
fluorescencia de distrofina total se puede indicar como un porcentaje del normal.
Ademas, el analisis de inmunotransferencia de Western con anticuerpos antidistrofina
monoclonales o policlonales se puede utilizar para determinar el porcentaje de fibras
positivas para distrofina. Por ejemplo, se puede utilizar el anticuerpo antidistrofina NCL-
Dys1 de Leica Biosystems. También se puede analizar el porcentaje de fibras positivas
para distrofina determinando la expresion de los componentes del complejo de
sarcoglicanos (B,y) y/o NOS neuronales.

En algunas realizaciones, el tratamiento con un oligdmero antisentido de la
divulgacion ralentiza o reduce la disfuncidon y/o fallo progresivos de los musculos
respiratorios que se esperaria en pacientes con DMD sin tratamiento. En algunas
realizaciones, el tratamiento con un oligdmero antisentido de la divulgacion puede
reducir o eliminar la necesidad de asistencia de ventilacion que se esperaria sin
tratamiento. En algunas realizaciones, las medidas de la funcion respiratoria para seguir
la evolucion de la enfermedad, asi como la evaluacion de las intervenciones terapéuticas
potenciales, incluyen la presion de inspiracion maxima (PIM), presién de espiracion
maxima (PEM) y capacidad vital forzada (CVF). La PIM y la PEM miden el nivel de
presion que una persona puede generar durante la inhalacion y la exhalacion,
respectivamente, y son medidas sensibles de fuerza muscular respiratoria. La PIM es
una medida de la debilidad muscular del diafragma.

En algunas realizaciones, la PEM puede reducirse antes de que se produzcan
cambios en otras pruebas de la funcion pulmonar, que incluyen PIM y CVF. En
determinadas realizaciones, la PEM puede ser un indicador temprano de la disfuncién
respiratoria. En determinadas realizaciones, la CVF se puede utilizar para medir el

volumen total de aire exhalado durante la exhalacion forzada después de la inspiracion
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maxima. En pacientes con DMD, la CVF aumenta de forma simultanea con el
crecimiento fisico hasta los primeros afios de la adolescencia. Sin embargo, a medida
que el crecimiento se ralentiza o se atrofia por la progresion de la enfermedad, y la
debilidad muscular progresa, la capacidad vital entra en una fase descendente y se
reduce a una velocidad promedio de aproximadamente un 8 a un 8,5 por ciento por afio
después de 10 a 12 afios de edad. En determinadas realizaciones, el porcentaje de PIM
predicho (PIM ajustado para el peso), el porcentaje de PEM predicho (PEM ajustado
para la edad) y porcentaje de CVF predicho (CVF ajustado para la edad y la altura) son
analisis de apoyo.

Los términos “sujeto” y “paciente”, tal como se utilizan en la presente, incluyen
cualquier animal que presenta un sintoma o se encuentra en riesgo de presentar un
sintoma, que se puede tratar con un oligémero antisentido de la divulgacion 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 (o pacientes) adecuados incluyen animales de laboratorio
(tales como ratoén, rata, conejo o cerdo de guinea), animales de granja y animales
domésticos o mascotas (tales como un gato o 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 mutacion del gen de distrofina
que es susceptible de salto del exén 50.

Las frases “administracién sistémica’, “administrado sistémicamente”,
“administracion periférica” y “administrado periféricamente”, tal como se utilizan en la
presente, se refieren a la administracion de un compuesto, farmaco u otro material que
no sea directamente en el sistema nervioso central, de modo que entra en el sistema
del paciente y, por tanto, esta sujeto al metabolismo y otros procesos similares, por
ejemplo, administracién subcutanea.

La frase “secuencia dirigida” o “secuencia de bases” se refiere a una secuencia
de nucleobases de un oligébmero que es complementario a una secuencia de nucleotidos
en un preARNm diana. En algunas realizaciones de la divulgacion, la secuencia de
nucledtidos en el preARNm diana es un sitio de hibridacion del exén 50, intron 49 y/o
intron 50 en el preARNm de distrofina disefiado como H50D(+04-18), H50D(+07-18),
H50D(+07-16), H50D(+07-17), H50A(-19+07), H50D(+07-15), H50A(-02+23),
H50D(+06-18) o H50D(+07-20). En una realizacion, el sitio de hibridacion utilizado como
diana por el oligdmero antisentido descrito en la presente es H50D(+07-16).

El “tratamiento” de un sujeto (por ejemplo, un mamifero tal como un ser humano)

36



0 una célula es cualquier tipo de intervencién utilizado en un intento de alterar el curso
natural del sujeto o célula. El tratamiento incluye, sin caracter limitante, la administracion
de un oligdbmero o una composicion farmacéutica de este, y se puede llevar a cabo de
forma profilactica o posterior al inicio de un evento patolégico o al contacto con un agente
etiolégico. El tratamiento incluye cualquier efecto deseable sobre los sintomas o la
patologia de una enfermedad o afeccion asociada con la proteina de distrofina, como
en determinadas formas de distrofia muscular y puede incluir, por ejemplo, cambios o
mejoras minimos en uno o mas marcadores medibles de la enfermedad o afeccién que
se esta tratando. También se incluyen tratamientos “profilacticos”, que se pueden dirigir
a reducir la tasa de progresion de la enfermedad o afeccidn que se esta tratando, lo que
retrasa la aparicion de esa enfermedad o afeccion, o reduce la gravedad de su aparicion.
El término “tratamiento” o “profilaxis” no indica necesariamente erradicacion, cura o
prevencion completa de la enfermedad o afeccion, o de los sintomas asociados con ella.

En algunas realizaciones, el tratamiento con un oligdmero antisentido de la
divulgacién aumenta la produccién de distrofina novedosa, retrasa la progresion de la
enfermedad, ralentiza o reduce la pérdida de ambulacién, reduce la inflamacién
muscular, reduce el dafio muscular, mejora la funcién muscular, reduce la pérdida de
funcion pulmonar y/o mejora la regeneracion muscular que se esperaria sin tratamiento.
En algunas realizaciones, el tratamiento mantiene, retrasa o ralentiza la progresion de
la enfermedad. En algunas realizaciones, el tratamiento mantiene la ambulaciéon o
reduce la pérdida de ambulacion. En algunas realizaciones, el tratamiento mantiene la
funcion pulmonar o reduce la pérdida de funcion pulmonar. En algunas realizaciones, el
tratamiento mantiene o aumenta una distancia de paseo estable en un paciente, como
se mide, por ejemplo, con la prueba de 6 minutos caminando (6MWT). En algunas
realizaciones, el tratamiento mantiene o reduce el tiempo para caminar/correr 10 metros
(es decir, la prueba de caminar/correr 10 metros). En algunas realizaciones, el
tratamiento mantiene o reduce el tiempo para llegar a la posicion erguida desde posicion
supina (es decir, tiempo para llegar a la posicion erguida). En algunas realizaciones, el
tratamiento mantiene o reduce el tiempo para subir cuatro escalones estandar (es decir,
prueba para subir cuatro escalones). En algunas realizaciones, el tratamiento mantiene
o reduce la inflamacién muscular en el paciente, tal como se mide, por ejemplo, con RMI
(por ejemplo, RMI de los musculos de la pierna). En algunas realizaciones, RMI mide el
T2 ylo la fraccion de grasa para identificar la degeneracion muscular. La RMI puede
identificar cambios en la estructura y composicion muscular provocados por inflamacion,

edema, dafio muscular e infiltracion de grasa.
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En algunas realizaciones, el tratamiento con un oligdbmero antisentido de la
divulgaciéon aumenta la produccion de distrofina novedosa y ralentiza o reduce la pérdida
de ambulacidon que se esperaria sin tratamiento. Por ejemplo, el tratamiento puede
estabilizar, mantener, mejorar o aumentar la capacidad para caminar (por ejemplo,
estabilizacion de la ambulacién) en el sujeto. En algunas realizaciones, el tratamiento
mantiene o aumenta una distancia de paseo estable en un paciente, medida, por
ejemplo, mediante la prueba de 6 minutos caminando (6MWT), descrita por McDonald,
et al. (Muscle Nerve, 2010; 42:966-74, incorporado a la presente por referencia). Un
cambio en la distancia de 6 minutos caminando (6MWD) se puede expresar como un
valor absoluto, un cambio porcentual o un cambio en el valor de % predicho. El
desemperfio de un paciente con DMD en la 6MWT respecto al desempefio habitual de
un igual sano se puede determinar calculando un valor de % predicho. Por ejemplo, el
% predicho de 6MWD se puede calcular utilizando la siguiente ecuacion para los
hombres: 196,72 + (39,81 x edad) — (1,36 x edad?) + (132,28 x altura en metros). Para
las mujeres, el % predicho de 6MWD se puede calcular utilizando la siguiente ecuacion:
188,61 + (51,50 x edad) — (1,86 x edad?) + (86,10 x altura en metros) (Henricson et al.
PLoS Curr., 2012, version 2, incorporado a la presente por referencia).

Puede tener lugar una pérdida de funcién muscular en pacientes con DMD frente
a los antecedentes de crecimiento y desarrollo infantil normales. De hecho, los nifios
mas jovenes con DMD pueden mostrar un aumento en la distancia caminada durante el
6MWT durante el transcurso de aproximadamente 1 afio a pesar del deterioro muscular
progresivo. En algunas realizaciones, la 6MWD de los pacientes con DMD se compara
con sujetos de control con un desarrollo habitual y con datos normativos existentes de
sujetos con edad y sexo equiparados. En algunas realizaciones, se puede contabilizar
el crecimiento y desarrollo normal utilizando una ecuacién basada en la edad y la altura
ajustada a los datos normativos. Dicha ecuacion se puede utilizar para convertir 6MWD
en un valor de porcentaje predicho (% predicho) en sujetos con DMD. En determinadas
realizaciones, el analisis de los datos de % de 6MWD predicho representa un método
para contabilizar el crecimiento y desarrollo normales, y puede mostrar que los
progresos en la funcién a edades tempranas (por ejemplo, menores o iguales a una
edad de 7) representan capacidades que son estables en lugar de mejoradas en
pacientes con DMD (Henricson et al. PLoS Curr., 2012, versioén 2, incorporado a la
presente por referencia).

Se propuso y se publicé un sistema de nomenclatura de moléculas antisentido

para distinguir entre las diferentes moléculas antisentido (remitase a Mann et al., (2002)
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J Gen Med 4, 644-654). Esta nomenclatura se volvio especialmente relevante al evaluar
varias moléculas antisentido ligeramente diferentes, todas dirigidas a la misma regién
diana, tal como se muestra a continuacion:
H#A/D(x:y).

La primera letra designa la especie (por ejemplo, H: humana, M: murina, C: canina).
"#" designa el numero de exdn de distrofina diana. "A/D" indica el sitio de corte y
empalme dador o aceptor al comienzo y al final del exén, respectivamente. (x y)

representa las coordenadas de hibridacion en las que o0 “+” indican secuencias
intrénicas o exodnicas, respectivamente. Por ejemplo, A(-6+18) indicaria las ultimas 6
bases del intron que precede al exén diana y las primeras 18 bases del exdn diana. El
sitio de corte y empalme mas préximo seria el aceptor, de modo que estas coordenadas
estarian precedidas por una “A". Las coordenadas de hibridacion descriptoras en el sitio
de corte y empalme dador podria ser D(+2-18), en las que las 2 ultimas bases exonicas
y las 18 primeras bases intrénicas corresponden al sitio de hibridacion de la molécula
antisentido. Las coordenadas de hibridacion totalmente exdnicas que estarian
representadas por A(+65+85), que es el sitio entre el 65.° y el 85.° nucledtido del inicio
de ese exon.

Il. Oligédmeros antisentido

A. Oligémeros antisentido disefiados para inducir el salto del exén 50

En determinadas realizaciones, los oligdmeros antisentido de la divulgacién son
complementarios a una region diana del exon 50, intrén 49 y/o intron 50 del gen de
distrofina e inducen salto del exon 50. En particular, la divulgacion se refiere a
oligébmeros antisentido complementarios a una region diana del exén 50, intrén 49 y/o
intron 50 del preARNm de distrofina designado como sitio de hibridacién. En algunas
realizaciones, el sitio de hibridacion se selecciona entre H50D(+04-18), H50D(+07-18),
H50D(+07-16), H50D(+07-17), H50A(-19+07), H50D(+07-15), H50A(-02+23),
H50D(+06-18) o H50D(+07-20). En algunas realizaciones, el sitio de hibridacion es
H50D(+07-16).

Los oligdbmeros antisentido de la divulgacién tienen como diana el preARNm de
distrofina e inducen salto del exon 50, de modo que se salta o se excluye del transcrito
de ARNm cortado y empalmado maduro. Al saltar el exén 50, el marco de lectura
alterado se restablece como una mutacion dentro del marco. Aunque la DMD
comprende varios subtipos genéticos, los oligdbmeros antisentido de la divulgacion se

disefiaron especificamente para saltar el exdn 50 del preARNm de distrofina. Las
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mutaciones de DMD susceptibles de salto del exén 50 comprenden un subgrupo de
pacientes con DMD (4 %).

La secuencia de nucleobases de un oligébmero antisentido que induce salto del
ex6n 50 se disefia para que sea complementaria a una secuencia diana especifica
dentro del exén 50, intrén 49 y/o intron 50 del preARNm de distrofina. En algunas
realizaciones, un oligdmero antisentido es un PMO en el que cada anillo de morfolino
del PMO esta unido a una nucleobase que incluye, por ejemplo, las nucleobases que se
encuentran en el ADN (adenina, citosina, guanina y timina).

B. Caracteristicas quimicas de los oligémeros

Los oligdbmeros antisentido de la divulgacion pueden emplear una serie de
quimicas de oligbmeros antisentido. Los ejemplos de quimicas de oligdbmeros incluyen,
sin limitacion, oligémeros morfolino, oligdmeros modificados con fosforotioato,
oligbmeros con modificacion 2'-O-metilo, acido peptidonucleico (APN), acido nucleico
blogueado (ANB), oligémeros de fosforotioato, oligdmeros con modificacion 2'-O-MOE,
oligbmero con modificacion 2’ fluoro, acidos nucleicos con puente de 2'0,4'C-etileno
(ANE), triciclo-ADN, subunidades fosforotioato de ftriciclo-ADN, oligdmeros con
modificacion 2'-O-[2-(N-metilcarbamoil)etilo], que incluyen combinaciones de cualquiera
de los anteriores. Se pueden combinar las quimicas con modificacion fosforotioato y 2'-
O-Me para generar un esqueleto de 2'-O-Me-fosforotioato. Remitase, por ejemplo, a las
Publicaciones PCT N.°s WO/2013/112053 y WO/2009/008725, que se incorporan por la
presente por referencia en su totalidad. Tal como permite la quimica utilizada, cada T
en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-9 puede ser uracilo. Tal como permite la quimica
utilizada, las nucleobases relevantes en cualquiera de las SEQ ID NO: 1-9 pueden
comprender un grupo 5-metilo. Las realizaciones ilustrativas de las quimicas de los
oligémeros de la divulgacién se describen adicionalmente a continuacion.

1. Acidos peptidonucleicos (APN)

Los acidos peptidonucleicos (APN) son analogos de ADN en los que el esqueleto
es estructuralmente homomorfo con un esqueleto de desoxirribosa, constituido por
unidades de N-(2-aminoetil)glicina a las que se unen bases de pirimidina o purina. Los
APN que contienen bases de pirimidina y purina naturales se hibridan con oligémeros
complementarios que obedecen a las reglas de apareamiento de bases de Watson-
Crick, e imitan al ADN en cuanto al reconocimiento de pares de bases. El esqueleto de
los APN esta formado por enlaces peptidicos en lugar de enlaces fosfodiéster, lo que
los hace muy adecuados para aplicaciones antisentido (remitase a la estructura a

continuacion). El esqueleto no esta cargado, lo cual da lugar a duplex de APN/ADN o
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APN/ARN que presentan una estabilidad térmica superior a la normal. Los APN no son
reconocidos por las nucleasas ni las proteasas. Un ejemplo no limitante de APN se

representa a continuacion.

N
HN

B
Unidad de I |
repeticion <

APN

A pesar de un cambio estructural radical respecto a la estructura natural, los APN
son capaces de unirse con especificidad de secuencia en forma de hélice al ADN o ARN.
Las caracteristicas de los APN incluyen una afinidad de unién elevada respecto a ADN
o ARN complementario, un efecto desestabilizante causado por un apareamiento
incorrecto de una sola base, resistencia a nucleasas y proteasas, hibridacion con ADN
o ARN independiente de la concentracion de sales y formacién de triplex con ADN
homopurinico. PANAGENE™ ha desarrollado sus monémeros de APN con Bts propios
(Bts; grupo benzotiazol-2-sulfonilo) y un proceso de oligomerizacion propio. La
oligomerizacion de APN utilizando monémeros de APN con Bts se compone de ciclos
repetitivos de desproteccion, acoplamiento y rematado. Los APN se pueden producir
sintéticamente utilizando cualquier técnica conocida en la técnica. Remitase, por
ejemplo, a las Pat. de EE. UU. N.°s: 6 969 766; 7 211 668; 7 022 851; 7 125 994; 7 145
006 y 7 179 896. Remitase también a las Pat. de EE. UU. N.°s: 5 539 082; 5 714 331 y
5 719 262 para la preparacion de APN. Se puede encontrar mas contenido sobre
compuestos de APN 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 (ANB)

Los oligomeros antisentido también pueden contener subunidades de “acido
nucleico bloqueado” (ANB). Los “ANB” son un miembro de una clase de modificaciones
denominada acido nucleico con puente (BNA). EI BNA se caracteriza por un enlace
covalente que bloquea la conformacion del anillo de ribosa en un pliegue de azucar C30-

endo (northern). Para el ANB, el puente esta constituido por un metileno entre las
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posiciones 2'-O y la 4'-C. EI ANB mejora la preorganizacion del esqueleto y el
apilamiento de bases para aumentar la hibridacion y la estabilidad térmica.

Las estructuras de los ANB se pueden encontrar, 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 incorporan por la presente por
referencia en su totalidad. Un ejemplo no limitante de ANB se representa a continuacion.
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Los oligdmeros antisentido de la divulgaciéon pueden incorporar uno o mas ANB;
en algunos casos, los oligdmeros antisentido pueden estar constituidos completamente
por ANB. Se describen métodos para la sintesis de subunidades de nucledsidos de ANB
individuales y su incorporacion en los oligdmeros, por ejemplo, en las Pat. de EE. UU.
Nos, 7 572 582; 7 569 575; 7 084 125; 7 060 809; 7 053 207; 7 034 133; 6 794 499 y 6
670 461; cada una de las cuales se incorpora por referencia en su totalidad. Los
conectores intersubunidades habituales incluyen restos fosfodiéster y fosforotioato;
como alternativa, se pueden emplear conectores que no contengan fésforo. Algunas
realizaciones adicionales incluyen un ANB que contiene un oligdmero antisentido donde
cada subunidad de ANB esta separada por una subunidad de ADN. Ciertos oligdmeros
antisentido se componen de subunidades de ANB y ADN alternas donde el conector

intersubunidades es fosforotioato.
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Los acidos nucleicos con puente 2'0,4'C-etileno (ANE) son otro miembro de la

clase de los BNA. Un ejemplo no limitante se representa a continuacion.
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Se describen oligémeros de ANE y su preparacion en Obika et al., Tetrahedron
Lett (1997) 38 (50): 8735, que se incorpora por la presente por referencia en su totalidad.
Los oligbmeros antisentido de la divulgacion pueden incorporar una o mas subunidades
de ANE.

3. Acido nucleico desbloqueado (UNA)

Los oligdmeros antisentido también pueden contener subunidades de acido
nucleico desbloqueado (UNA). Los UNA vy los oligdmeros de UNA son un analogo de
ARN en el que el enlace C2'-C3’ de la subunidad ha sido escindido. Mientras que el ANB
esta restringido desde el punto de vista conformacional (respecto al ADN y ARN), el
UNA es muy flexible. Se divulgan UNA, por ejemplo, en el documento WO 2016/070166.

Un ejemplo no limitante de un UNA se representa a continuacion.
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Los conectores intersubunidades habituales incluyen restos fosfodiéster y
fosforotioato; como alternativa, se pueden emplear conectores que no contengan
fésforo.

4. Fosforotioatos
Los “fosforotioatos” (o S-oligos) son una variante de ADN normal en la que uno
de los oxigenos que no forman puentes se reemplaza por un azufre. Un ejemplo no

limitante de un fosforotioato se representa a continuacion.
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La sulfurizacion del enlace internucleétido reduce la accion de las endo- y
exonucleasas que incluyen ADN POL 1 exonucleasa de 5’ a 3’ y de 3’ a &, nucleasas
S1 y P1, RNasas, nucleasas séricas y fosfodiesterasa de veneno de serpiente. Los
fosforotioatos se preparan por dos vias principales: mediante la accién de una solucion
de azufre elemental en disulfuro de carbono en un fosfonato de hidrégeno o mediante
el método de sulfurizar triesteres de fosfito con disulfuro de tetraetiltiuram (TETD) o0 1,1-
diéxido de 3H-1,2-benzoditiol-3-ona (BDTD) (remitase, por ejemplo, a lyer et al., J. Org.
Chem. 55, 4693-4699, 1990, que se incorpora por la presente por referencia en su
totalidad). Los ultimos métodos evitan el problema de la insolubilidad del azufre
elemental en la mayoria de disolventes organicos y la toxicidad del disulfuro de carbono.
Los métodos con TETD y BDTD también proporcionan fosforotioatos de pureza mas
elevada.

5. Subunidades de triciclo-ADN vy triciclo-fosforotioato

Los triciclo-ADN (tc-ADN) son una clase de analogos de ADN restringido en los
cuales cada nucledtido se modifica mediante la introduccion de un anillo de ciclopropano
para restringir la flexibilidad conformacional del esqueleto y para optimizar la geometria
del esqueleto del angulo de torsion y. Los tc-ADN que contienen adenina y timina
homobasicos forman pares de bases A-T extraordinariamente estables con ARN
complementarios. Se describen ftriciclo-ADN y su sintesis en la Publicacion de la
Solicitud de Patente Internacional N.° WO 2010/115993, que se incorpora por la
presente por referencia en su totalidad. Los oligdmeros antisentido de la divulgacion
pueden incorporar una 0 mas subunidades de triciclo-ADN; en algunos casos, los
oligbmeros antisentido pueden estar constituidos completamente por subunidades de
triciclo-ADN.
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Las subunidades de triciclo-fosforotioato son subunidades de triciclo-ADN con
enlaces intersubunidades fosforotioato. Se describen subunidades de ftriciclo-
fosforotioato y su sintesis en la Publicacion de la Solicitud de Patente Internacional N.°
WO 2013/053928, que se incorpora por la presente por referencia en su totalidad. Los
oligémeros antisentido de la divulgaciéon pueden incorporar una o mas subunidades de
triciclo-ADN; en algunos casos, los oligdmeros antisentido pueden estar constituidos
completamente por subunidades de triciclo-ADN. Un ejemplo no limitante de una

subunidad de triciclo-ADN/triciclo-fosforotioato se representa a continuacion.

triciclo-ADN
6. Oligémeros 2'-O-metilo, 2'-O-MOE y 2'-F

Las moléculas de “oligdmero 2’-O-Me” portan un grupo metilo en el residuo 2’-

OH de la molécula de ribosa. Los 2’-O-Me-ARN muestran el mismo comportamiento (o
uno similar) que el ADN, pero estan protegidos contra la degradacién con nucleasas.
También se pueden combinar 2’-O-Me-ARN con oligémeros fosforotioato (PTO) para
una estabilizacion adicional. Los oligdmeros 2'0-Me (fosfodiéster o fosforotioato) se
pueden sintetizar de acuerdo con técnicas rutinarias de la técnica (remitase, por

ejemplo, a Yoo et al., Nucleic Acids Res. 32:2008-16, 2004, que se incorpora por la
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presente por referencia en su totalidad). Un ejemplo no limitante de un oligémero 2°0O-

Me se representa a continuacion.
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Los oligomeros 2’-O-metoxietilo (2'-O-MOE) portan un grupo metoxietilo en el
residuo 2’-OH de la molécula de ribosa y se discuten en Martin et al., Helv. Chim. Acta,
78, 486-504, 1995, que se incorpora por la presente por referencia en su totalidad. Un
ejemplo no limitante de una subunidad 2’-O-MOE se representa a continuacion.
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Los oligdmeros 2’-Fluoro (2’-F) tienen un radical fluoro en la posiciéon 2’ en lugar

del 2’-OH. Un ejemplo no limitante de un oligdmero 2’-F se representa a continuacion.

2'-F
Se describen adicionalmente oligdbmeros 2’-fluoro en el documento WO

2004/043977, que se incorpora por la presente por referencia en su totalidad.
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Oligomeros 2’-O-metilo, 2’-O-MOE y 2’-F pueden comprender también uno o

mas enlaces fosforotioato (PS), tal como se representa a continuacion.

3 s 3
O  OCHj4 O O <N O F
0=b—s o=f:>—s- OCH, O=E:’—S
Ow O o B Ov
O OCH, N 0
2'-O-Metilo PS 2'-O-MOE PS 2'-F PS

Ademas, los oligdmeros 2'-O-metilo, 2'-O-MOE y 2'-F pueden comprender
enlaces intersubunidades PS a lo largo de todo el oligémero, por ejemplo, como en el

oligdmero 2’-O-metilo PS drisapersen representado a continuacion.
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Como alternativa, los oligdmeros 2’-O-metilo, 2-O-MOE y/o 2-F pueden
comprender enlaces PS en los extremos del oligdmero, tal como se representa a

continuacion.

donde:

R es CH>.CH>OCH3 (metoxietilo o MOE); y

X, Y y Z denotan el numero de nucleétidos contenidos dentro de cada una de las
regiones designadas ala 5’, hueco central y ala 3’, respectivamente.

Los oligdmeros antisentido de la divulgacion pueden incorporar una o mas
subunidades 2'-O-metilo, 2'-O-MOE y 2'-F y pueden utilizar cualquiera de los enlaces
intersubunidades descritos en la presente. En algunos casos, un oligdmero antisentido
de la divulgacion puede estar compuesto de subunidades completamente 2'-O-metilo,
2'-O-MOE o 2'-F. Una realizacion de un oligdmero antisentido de la divulgaciéon se

compone enteramente de subunidades 2'-O-metilo.
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7. Oligémeros 2'-0O-[2-(N-metilcarbamoil)etilo] (MCE)
Los MCE son otro ejemplo de ribonucledsidos con modificacion 2°-O utiles en los
oligbmeros antisentido de la divulgacion. En la presente, el 2’-OH se derivatiza a un
resto 2-(N-metilcarbamoil)etilo para aumentar la resistencia de nucleasas. Un ejemplo

no limitante de un oligémero MCE se representa a continuacion.

Los MCE y su sintesis se describen en Yamada et al., J. Org. Chem. (2011) 76(9):3042-
53, que se incorpora por la presente por referencia en su totalidad. Los oligdmeros
antisentido de la divulgacion pueden incorporar una o mas subunidades de MCE.
8. Oligémeros estereoespecificos
Los oligdmeros estereoespecificos son aquellos en los que la estereoquimica de

cada enlace que contiene fésforo es fijada por el método de sintesis, de modo que se
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produce un oligémero en esencia estereoquimicamente puro. Un ejemplo no limitante

de un oligdmero estereoespecifico se representa a continuacion.
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En el ejemplo anterior, cada fosforo del oligébmero tiene la misma configuracion
estereoquimica. Algunos ejemplos adicionales incluyen los oligobmeros descritos en la
presente. Por ejemplo, los oligdbmeros basados en ANB, ANE, triciclo-ADN, MCE, 2’-O-
metilo, 2’-O-MOE, 2°’F y morfolino se pueden preparar con enlaces internucledsidos que
contienen fésforo estereoespecificos tales como, por ejemplo, fosforotioato,
fosfodiéster, fosforamidato, fosforodiamidato u otros enlaces internucledsidos que
contienen fésforo. Los oligébmeros estereoespecificos, métodos de preparacion, sintesis
controlada quiral, disefio quiral y auxiliares quirales para su uso en la preparacion de
dichos oligdmeros se detallan, por ejemplo, en los documentos W02017192664,
W02017192679, WO2017062862, WO2017015575, WO2017015555, W0O2015107425,
W02015108048, W0O2015108046, WO2015108047, W0O2012039448, W0O2010064146,
W02011034072, W02014010250, W02014012081, W020130127858 y
W02011005761, cada uno de los cuales se incorpora por la presente por referencia en
su totalidad.

Los oligdbmeros estereoespecificos pueden tener enlaces internucledsidos que
contienen fosforo en una configuraciéon Re 0 Sp. Los enlaces que contienen fosforos
quirales en los que la configuracion estereoquimica de los enlaces esta controlada se
denominan “estereoquimicamente puros”, mientras que los enlaces que contienen
foésforos quirales en los que la configuracion estereoquimica de los enlaces no esta
controlada se denominan “estereoquimicamente aleatorios”. En determinadas
realizaciones, los oligdmeros de la divulgacion comprenden una pluralidad de enlaces
estereoquimicamente puros y aleatorios, de modo que el oligdbmero resultante tiene

subunidades estereoquimicamente puras en posiciones preespecficadas del oligémero.

50



Un ejemplo de la ubicacién de las subunidades estereoquimicamente puras se
proporciona en la publicacion de solicitud de patente internacional numero WO
2017/062862 A2 en las Figuras 7A y 7B. En una realizacion, todos los enlaces que
contienen fosforos quirales en un oligdbmero son estereoquimicamente aleatorios. En
una realizacion, todos los enlaces que contienen fésforos quirales en un oligémero son
estereoquimicamente puros.

En una realizaciéon de un oligbmero con n enlaces que contienen fésforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), los n enlaces que contienen
fosforos quirales en el oligbmero son estereoquimicamente aleatorios. En una
realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es
un numero entero de 1 o superior), los n enlaces que contienen fésforos quirales en el
oligbmero son estereoquimicamente puros. En una realizacién de un oligdbmero con n
enlaces que contienen fosforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior),
al menos un 10 % (respecto al numero entero mas préoximo) de los n enlaces que
contienen fésforo en el oligébmero son estereoquimicamente puros. En una realizacion
de un oligébmero con n enlaces que contienen fosforos quirales (donde n es un nimero
entero de 1 o superior), al menos un 20 % (respecto al nUmero entero mas proximo) de
los n enlaces que contienen fésforo en el oligdmero son estereoquimicamente puros.
En una realizacion de un oligdmero con n enlaces que contienen fosforos quirales
(donde n es un nuamero entero de 1 o superior), al menos un 30 % (respecto al nimero
entero mas proximo) de los n enlaces que contienen fosforo en el oligdmero son
estereoquimicamente puros. En una realizacion de un oligébmero con n enlaces que
contienen fésforos quirales (donde n es un nimero entero de 1 o superior), al menos un
40 % (respecto al numero entero mas proximo) de los n enlaces que contienen fosforo
en el oligdbmero son estereoquimicamente puros. En una realizacién de un oligobmero
con n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un nimero entero de 1 o
superior), al menos un 50 % (respecto al numero entero mas proximo) de los n enlaces
que contienen fésforo en el oligdbmero son estereoquimicamente puros. En una
realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es
un nuamero entero de 1 o superior), al menos un 60 % (respecto al nimero entero mas
proximo) de los n enlaces que contienen fésforo en el oligdbmero son
estereoquimicamente puros. En una realizacion de un oligbmero con n enlaces que
contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), al menos un
70 % (respecto al numero entero mas proximo) de los n enlaces que contienen fosforo

en el oligdbmero son estereoquimicamente puros. En una realizacién de un oligomero
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con n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un nimero entero de 1 o
superior), al menos un 80 % (respecto al numero entero mas proximo) de los n enlaces
que contienen fésforo en el oligdbmero son estereoquimicamente puros. En una
realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es
un numero entero de 1 o superior), al menos un 90 % (respecto al nimero entero mas
proximo) de los n enlaces que contienen fésforo en el oligdmero son
estereoquimicamente puros.

En una realizacion de un oligbmero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
2 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacién estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligdbmero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o
superior), el oligdbmero contiene al menos 3 enlaces que contienen fdsforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientaciéon estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
4 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacion estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o
superior), el oligbmero contiene al menos 5 enlaces que contienen fosforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
6 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacién estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un nudmero entero de 1 o
superior), el oligdbmero contiene al menos 7 enlaces que contienen fdsforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
8 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacion estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o
superior), el oligdbmero contiene al menos 9 enlaces que contienen fdsforo

estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
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decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
10 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacién estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un nuimero entero de 1 o
superior), el oligbmero contiene al menos 11 enlaces que contienen fosforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
12 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacién estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligdbmero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o
superior), el oligdbmero contiene al menos 13 enlaces que contienen fosforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
14 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacion estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o
superior), el oligébmero contiene al menos 15 enlaces que contienen foésforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacién de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
16 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacién estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un nudmero entero de 1 o
superior), el oligdbmero contiene al menos 17 enlaces que contienen fosforo
estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
18 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacion estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp). En una realizacidon de un oligémero con
n enlaces que contienen fésforos quirales (donde n es un numero entero de 1 o
superior), el oligdbmero contiene al menos 19 enlaces que contienen fosforo

estereoquimicamente puros contiguos de la misma orientacion estereoquimica (es
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decir, Sp 0 Rp). En una realizacion de un oligémero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
20 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacién estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp).

En una realizaciéon de un oligbmero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
2 enlaces que contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacion estereoquimica (es decir, Sp 0 Rp) y al menos 2 enlaces que contienen
fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la otra orientacion estereoquimica. Por
ejemplo, el oligbmero puede contener al menos 2 enlaces que contienen fosforo
estereoquimicamente puros contiguos de la orientacién Sp y al menos 2 enlaces que
contienen fosforo estereoquimicamente puros contiguos de la orientacion Re.

En una realizacion de un oligdbmero con n enlaces que contienen fosforos
quirales (donde n es un numero entero de 1 o superior), el oligémero contiene al menos
2 enlaces que contienen fésforo estereoquimicamente puros contiguos de la misma
orientacion estereoquimica en un patron alterno. Por ejemplo, el oligdmero puede
contener los siguientes en orden: 2 o mas Rp,2 0 mas Sp y 2 0 mas Rp, etc.

9. Oligémeros morfolino
Las realizaciones ilustrativas de la divulgacion se refieren a los oligdmeros

fosforodiamidato morfolino de la siguiente estructura general:

N
HiC_ )
N—P=0
HC
K[Oj/ Nu

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 descritos en la
presente incluyan todos los estereoisomeros y tautémeros de la estructura general
anterior. La sintesis, estructuras y caracteristicas de unién de los oligbmeros de
morfolino se detallan en las Patentes de EE. UU. N.°s: 5 698 685; 5 217 866; 5 142 047;
5 034 506; 5 166 315; 5 521 063; 5 506 337; 8 076 476; y 8 299 206, todas las cuales
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se incorporan a la presente por referencia.
En determinadas realizaciones, un morfolino se conjuga en el extremo 5’ o 3’ del
oligbmero con un resto “cola” para aumentar su estabilidad y/o solubilidad. Las colas

ilustrativas incluyen:

/|:/\/O ©
HO
3 o NH,
N
HsC
[ j \N

N

O==P—N(CHy), O N(CHa)

OH

~ 0yl

y el —OH o —NH; distal del resto “cola” esta unido opcionalmente a un péptido que
penetra en las células.
En varios aspectos, la divulgacién proporciona oligdmeros antisentido de

acuerdo con la Formula (l):
T
K{Oj/Nu

N

O=——=P——N(CH3),

o
I

N

O=——=P——N(CH3)2

Q \

i;r"“

100

U

o una sal farmacéuticamente aceptable de estos, donde:
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cada Nu es una nucleobase que tomada en conjunto forma una secuencia de
direccionamiento;

T es un resto seleccionado entre:

0] (0]
HO 3 0 NH;

N

1
[ R\T

N

O——=P——N(CH
O=—=P——N(CHs), (CHy), oH
o (0]

\f ; \f; Y WL; y el -OH o —NH; distal del

resto T esta unido opcionalmente a un péptido que penetra en las células;
R'% es hidrogeno o un péptido que penetra en las células;

cada Nu de 1 anyde5 a3 corresponde a las nucleobases de una de las

siguientes:
Sitio de
hibridacién Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTA TAC TTA CAG GCT CC SEQID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQ ID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCT TCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC |SEQID NO:9
HN NH, Q 0
N—C SN N \ NH
LAy KA 4&/““2 fi
N N 0] N N 0]
donde A es b ,Ces ol ,GeswLw yTes ol

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a ny de 5 a 3’ corresponde a una de
las siguientes: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID
NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8 o SEQ ID NO. 9. En algunas realizaciones, cada
Nude 1anyde5 a3 corresponde ala SEQ ID NO. 3.
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.

O=——=P——N(CHa),

(6]
En varias realizaciones, T es \f’ ; y el —OH distal del resto

T esta unido opcionalmente a un péptido que penetra en las células.

En varias realizaciones, R'% es hidrégeno. En varias realizaciones mas, R'% es
un péptido que penetra en las células. En varias realizaciones, R'% es —R® (SEQ ID NO:
21). En varias realizaciones, R'® es -G-R® (SEQ ID NO: 20). En varias realizaciones,
R0 es —R® (SEQ ID NO: 10). En varias realizaciones diferentes, R'% es -G-R® (SEQ ID
NO: 11).

En algunas realizaciones, un oligdmero antisentido de Férmula (I) se encuentra
en su forma de base libre. En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de
Férmula (1) es una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones,
un oligémero antisentido de Formula (I) es una sal de HCI (acido clorhidrico) de este.
En determinadas realizaciones, la sal de HCI es una sal 1HCI, 2HCI, 3HCI, 4HCI, 5HCI

o 6HCI. En determinadas realizaciones, la sal de HCI es una sal 6HCI.

]

O=—=P——N(CHg),

O.
En varias realizaciones, T es oY ; y el =OH distal del resto T

esta unido opcionalmente a un péptido que penetra en las células, y R'® es un péptido

que penetra en las células.
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En varias realizaciones, T es \; , ¥ R'%0 es un péptido que
0. (o]
Ho/f\/ }?’/
[Nj
N

O==P——N(CHg),

penetra en las células.

@)

En varias realizaciones, T es o , Yy R'% es -G-R% (SEQ ID

NO: 20).

O=—=P——N(CH3),

o]

En varias realizaciones, T es oY , ¥ R es -G-R® (SEQ ID
NO: 11).
En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de la divulgacién es acorde

a la Férmula (I1):
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(51 [31]

Nu Nu

xS )
HsC—N" "0 HaC—N ~o

CHS L CH3 Jn
(n

o una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde cadaNude 1anyde 5 a

3’ corresponde a las nucleobases de una de las siguientes:

Sitio de
hibridacién Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTATAC TTA CAG GCT CC SEQID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCTTCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC |SEQID NO:9
HoN NH, Q 0
N N SN N \ NH
HY L e X
N N @) N N 0O
donde A es ool ,Ces - ,Geswlm yTes ol . En

algunas realizaciones, el —OH distal de la Formula (Il) se une a un péptido que penetra
en las células.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5" a 3’ corresponde a una de
las siguientes: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID
NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8 o SEQ ID NO. 9. En algunas realizaciones, cada
Nu de 1anyde 5 a3 corresponde a la SEQ ID NO. 3.

En algunas realizaciones, un oligdmero antisentido de Férmula (ll) se encuentra
en su forma de base libre. En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de
Férmula (lI) una forma de sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas
realizaciones, un oligébmero antisentido de Formula (Il) es una sal de HCI (acido
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clorhidrico) de este. En determinadas realizaciones, la sal de HCl es una sal 1HCI, 2HCI,
3HCI, 4HCI, 5HCI o 6HCI. En determinadas realizaciones, la sal de HCI es una sal 6HCI.
En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de la divulgacién es acorde

a la Férmula (lll):

' NH, NH, NH,
[31 HN=( HN=( HN=(
NH NH NH
e by
N N N N
HsC N "o HyC-N o T?H f” KH KH
CHs CH3 n
HN HN HN
»=NH =NH >=NH
HoN HoN HoN

(1)
0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde cada Nude 1Tanyde 5 a 3

corresponde a las nucleobases de una de las siguientes:

Sitio de
hibridacién Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQ ID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC C [SEQID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTA TAC TTA CAG GCT CC SEQ ID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC |SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCTTCTAACTTCCTCT |SEQIDNO:7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQ ID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGATCC AGT ATACTT ACA GGC TCC|SEQ ID NO: 9

HoN N 0]

=N
W | {L pw 1*)%
N N o N o

donde A es ool ,Ces - ,Ges yTes ol . En

algunas realizaciones, el —OH distal de la Férmula (lll) se une a un péptido que penetra
en las células.

En algunas realizaciones, el —OH distal de la Férmula (IIl) se une opcionalmente
a un péptido que penetra en las células.
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En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5" a 3’ corresponde a una de
las siguientes: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8 o SEQ ID NO. 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 anyde 5 a 3’ corresponde a la SEQ ID NO. 3.

En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de Férmula (lll) se encuentra
en forma de base libre. En algunas realizaciones, un oligdmero antisentido de Férmula
(I) es una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, un
oligomero antisentido de Férmula (Ill) es una sal de HCI (acido clorhidrico) de este. En
determinadas realizaciones, la sal de HCI es una sal 6HCI.

En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de la divulgacién es acorde

a la Férmula (1V):

- HN:<NH2 HN:<NH2 HN:<NH2
NH NH NH
hq DI
L)fL o yw Loy Loy Lo
HO tc/r:l SV X S H)?NKHJ?/NK& N I ”)K
CHs CHs Jn
HN>:NH HN>:NH HN>:NH .6HC|
HoN H.N H,N
(V)
donde cada Nu de 1 a ny de 5 a 3’ corresponde a las nucleobases de una de las
siguientes:
Sitio de
hibridacién Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTA TAC TTA CAG GCT CC SEQID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQ ID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCT TCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC |SEQID NO:9
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H,

N NH,
=N
N N
LA ﬁ/&
N~ N N
donde A es - ,Ces -

En algunas realizaciones, el —OH distal de la Férmula (IV) se une opcionalmente

Q 0
N{'}H\ NH
) /~NH, |
AN N N/J*o
XL L°

,Ges yTes

a un péptido que penetra en las células.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5" a 3’ corresponde a una de
las siguientes: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8 o SEQ ID NO. 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 anyde 5 a 3’ corresponde a la SEQ ID NO. 3.

En algunas realizaciones, que incluyen, por ejemplo, algunas realizaciones de

Férmula (1V), el oligdmero antisentido es acorde a la Férmula (IVa):
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En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de la divulgacién es acorde

ala Formula (V):

HN NH2 HN,NH>

NH NH
H H
HoJ;\)])L N O
HaC— N HzC— N O o N
CH3 CH3

2 2 2
V)
0 una sal farmacéuticamente aceptable de este, donde cada Nude 1Tanyde 5 a3

corresponde a las nucleobases de una de las siguientes:

Sitio de
hibridacion Secuencia dirigida [5’ a 3’] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTATAC TTA CAG GCT CC SEQID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTCC SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCTTCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC [SEQID NO: 9
H,N N e}
=N
\ N/) | {/)\NHZ | i
O N O

donde A es ol ,Ces Wlm , Ges yTes ol . En

algunas realizaciones, el —OH distal de la Féormula (IV) se une a un péptido que penetra
en las células.

En algunas realizaciones, el —OH distal de la Férmula (V) se une opcionalmente
a un péptido que penetra en las células.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5" a 3’ corresponde a una de
las siguientes: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
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NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8 o SEQ ID NO. 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 anyde 5 a 3’ corresponde a la SEQ ID NO. 3.

En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de Férmula (V) se encuentra
en forma de base libre. En algunas realizaciones, un oligdmero antisentido de Férmula
(V) es una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, un
oligdbmero antisentido de Formula (V) es una sal de HCI (acido clorhidrico) de este. En
determinadas realizaciones, la sal de HCI es una sal 5HCI.

En algunas realizaciones, un oligémero antisentido de la divulgacién es acorde

a la Férmula (VI):

[51 HN NH2 HN NH2

(0] N Nu NH NH
(0] N
HOL)ﬁ @ 0 § §
s TR m”N T
ch*N O HaC— N O o N
CHs CH * 5HCI

(V1)

donde cada Nu de 1 a n y de 5 a 3’ corresponde a las nucleobases de una de las

siguientes:
Sitio de
hibridaciéon Secuencia dirigida [5’ a 3] SEQID NO:
H50D(+04-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG C SEQ ID NO: 1
H50D(+07-18) GGG ATC CAG TAT ACT TACAGG CTC C SEQ ID NO: 2
H50D(+07-16) GAT CCA GTATAC TTA CAG GCT CC SEQID NO: 3
H50D(+07-17) GGA TCC AGT ATACTT ACA GGC TCC SEQ ID NO: 4
H50A(-19+07) ACT TCC TCT TTA ACA GAA AAG CAT AC SEQID NO: 5
H50D(+07-15) ATC CAG TAT ACT TACAGG CTCC SEQ ID NO: 6
H50A(-02+23) GAG CTCAGATCTTCTAACTTCCTCT SEQID NO: 7
H50D(+06-18) GGG ATC CAG TAT ACT TAC AGG CTC SEQID NO: 8
H50D(+07-20) ATG GGA TCC AGT ATACTT ACAGGC TCC |SEQID NO:9
HoN N 0]
=N
\ | Aﬁ\/)\NHZ \fl\i

N N o N

donde A es vl ,Ces Ges yTes ok
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En algunas realizaciones, el —OH distal de la Férmula (VI) se une opcionalmente
a un péptido que penetra en las células.

En algunas realizaciones, cada Nu de 1 a n y de 5" a 3’ corresponde a una de
las siguientes: SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID
NO. 5, SEQ ID NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8 o SEQ ID NO. 9. En algunas
realizaciones, cada Nu de 1 anyde 5 a 3’ corresponde a la SEQ ID NO. 3.

10. Modificaciones y sustituciones de nucleobases

En determinadas realizaciones, los oligémeros antisentido de la divulgacion se
componen de nucleobases de ARN y nucleobases de ADN (a menudo denominadas 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 varias
realizaciones, los oligémeros antisentido de la divulgacién se componen de citosina (C),
guanina (G), timina (T), adenina (A), 5-metilcitosina (5mC), uracilo (U) e hipoxantina (1).

En determinadas realizaciones, se pueden modificar o sustituir una o mas bases
de ARN o bases de ADN en un oligdmero con una base que no sea una base de ARN
0 una base de ADN. Los oligbmeros que contienen una base modificada o sustituida
incluyen oligbmeros en los que una o mas de las bases de purina o pirimidina
encontradas mas comunmente en los acidos nucleicos se reemplazan por bases menos
comunes o artificiales.

Las bases de purina comprenden un anillo de pirimidina fusionado con un anillo

de imidazol, tal como se describe mediante la siguiente formula general.

GSIZJ
1IN
L
2\N"*NQ
3 H
Purina

La adenina y la guanina son las dos nucleobases de purina que se encuentran mas
habitualmente en los acidos nucleicos. Otras purinas naturales incluyen, sin caracter

limitante, Né-metiladenina, N2-metilguanina, hipoxantina y 7-metilguanina.
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Las bases de pirimidina comprenden un anillo de pirimidina de seis miembros,

tal como se describe mediante la siguiente formula general.

4
57 >N3

2
65\ 2
1

Nucleo de
pirimidina

La citosina, el uracilo y la timina son las bases de pirimidina que se encuentran mas
habitualmente en los acidos nucleicos. Otras pirimidinas naturales incluyen, sin caracter
limitante, 5-metilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, pseudouracilo y 4-tiouracilo. En una
realizacion, los oligdmeros descritos en la presente contienen bases de timina en lugar
de uracilo.

Otras bases adecuadas incluyen, sin caracter limitante: 2,6-diaminopurina, acido
orético, agmatidina, lisidina, 2-tiopirimidinas (por ejemplo, 2-tiouracilo, 2-tiotimina),
abrazadera en forma de G y sus derivados, pirimidinas sustituidas en posicion 5 (por
ejemplo, 5-halouracilo, 5-propiniluracilo, 5-propinilcitosina, 5-aminometiluracilo, 5-
hidroximetiluracilo, 5-aminometilcitosina, 5-hidroximetilcitosina, Super 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 N4-
etilcitosina o derivados de estas; N2-ciclopentilguanina (cPent-G), N2-ciclopentil-2-
aminopurina (cPent-AP) y N2-propil-2-aminopurina (Pr-AP), pseudouracilo, o derivados
de estas; y bases universales o degeneradas, como 2,6-difluorotolueno o bases
ausentes como sitios abasicos (por ejemplo, 1-desoxirribosa 1,2-didesoxirribosa, I-
desoxi-2-O-metilribosa; o derivados de pirrolidina en los que el oxigeno del anillo ha sido
reemplazado con nitrégeno (azarribosa)). Se pueden encontrar ejemplos de derivados
de Super A, Super Gy Super T en la Patente de EE. UU. 6 683 173 (Epoch Biosciences),
que se incorpora a la presente en su totalidad por referencia. Se mostré que cPent-G,
cPent-AP y Pr-AP reducian los efectos inmunoestimuladores cuando se incorporaban
en un ARNpi (Peacock H. et al., J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 9200). El pseudouracilo
es una version isomerizada natural del uracilo, con un C-glucésido en lugar del N-
glucosido normal como en la uridina. EI ARNm sintético que contiene pseudouridina
puede tener un perfil de seguridad mejorado en comparacién con un mPvNa que
contiene uridina (documento WO 2009127230, incorporado a la presente en su totalidad

por referencia).
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Determinadas nucleobases son particularmente Utiles para aumentar la afinidad
de union de los oligdmeros antisentido de la divulgacion. Estas incluyen pirimidinas
sustituidas en posicion 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas en N-2, N-6 y O-6, que
incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha mostrado
que las sustituciones con 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido
nucleico en 0,6-1,2 °C y son actualmente sustituciones de bases preferidas, incluso mas
particularmente cuando se combinan con modificaciones de azucares 2'-O-metoxietilo.
Algunas nucleobases modificadas ilustrativas adicionales incluyen aquellas en las que
se reemplaza al menos un atomo de hidrégeno de la nucleobase con fluor.

11. Sales farmacéuticamente aceptables de oligomeros antisentido

Determinadas realizaciones de los oligdbmeros antisentido descritos en la
presente pueden contener un grupo funcional basico tal como amino o alquilamino y
son, por tanto, capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables con acidos
farmacéuticamente aceptables. La expresion “sales farmacéuticamente aceptables”, a
este respecto, se refiere a las sales de adicion de acidos inorganicos y organicos
atoxicas de los oligdmeros antisentido de la presente divulgacion. Estas sales se pueden
preparar in situ en el proceso de fabricacién del vehiculo de administracién o de la forma
farmaceéutica, o haciendo reaccionar por separado un oligémero antisentido purificado
de la divulgacion en su forma de base libre con un acido organico o inorganico
adecuado, y aislar la sal asi formada durante la purificacion 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. (Remitase, por ejemplo, a Berge et al. (1977)
"Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci. 66:1-19).

Las sales farmacéuticamente aceptables de los oligdmeros antisentido objeto
incluyen las sales atoxicas convencionales o sales de amonio cuaternario de los
oligbmeros antisentido, por ejemplo, de acidos organicos o inorganicos atoxicos. Por
ejemplo, dichas sales atoxicas convencionales incluyen aquellas derivadas de acidos
inorganicos tales como clorhidrico, bromhidrico, sulfurico, sulfamico, fosférico, nitrico y
similares; y las sales preparadas a partir de acidos organicos tales como acético,
propidnico, succinico, glicélico, estearico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascorbico,
palmitico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutdmico, benzoico, salicilico,
sulfanilico,  2-acetoxibenzoico, fumarico, toluenosulfénico, = metanosulfonico,

etanodisulfénico, oxalico, isotidnico y similares.
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En determinadas realizaciones, los oligdbmeros antisentido de la presente
divulgaciéon pueden contener uno o mas grupos funcionales acidos y, por tanto, son
capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables con bases farmacéuticamente
aceptables. La expresion “sales farmacéuticamente aceptables” en estos casos se
refiere a las sales de adicion de bases inorganicas y organicas relativamente atoxicas
de los oligdbmeros antisentido de la presente divulgacion. Estas sales se pueden
preparar a su vez in situ en el proceso de fabricacion del vehiculo de administracion o
de la forma farmacéutica, o haciendo reaccionar por separado el oligémero antisentido
purificado en su forma de acido libre con una base adecuada tal como el hidréxido,
carbonato o bicarbonato de un cation metalico farmacéuticamente aceptable, con
amoniaco o con una amina primaria, secundaria o terciaria organica farmacéuticamente
aceptable. Las sales alcalinas o alcalinotérreas representativas incluyen las sales de
litio, sodio, potasio, calcio, magnesio y aluminio, y similares. Las aminas organicas
representativas utiles para la formacion de sales de adiciéon de bases incluyen etilamina,
dietilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina y similares.
(Remitase, por ejemplo, a Berge et al., supra).

lll. Formulaciones y modos de administracion

En determinadas realizaciones, la presente divulgacién proporciona
formulaciones o composiciones farmacéuticas adecuadas para el suministro terapéutico
de oligbmeros antisentido, tal como se describe en la presente. Por tanto, en
determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona composiciones
farmacéuticamente aceptables que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz
de uno o mas de los oligdmeros antisentido descritos en la presente, formulados junto
con uno o mas portadores (aditivos) y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables.
Aunque es posible que un oligébmero antisentido de la presente divulgacién se administre
solo, es preferible administrar el oligdmero antisentido como una formulacion
(composiciéon) farmacéutica. En una realizacion, el oligdbmero antisentido de la
formulacién es acorde a la Férmula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable de esta.

Algunos métodos para el suministro de moléculas de &cido nucleico, que se
pueden aplicar a los oligémeros antisentido de la presente divulgacion, 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.,
PCT WO 94/02595. Estos y otros protocolos se pueden utilizar para el suministro de
virtualmente cualquier molécula de acido nucleico, incluidos los oligémeros antisentido

de la presente divulgacion.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden formular
especialmente para su administraciéon en forma sélida o liquida, incluidas las adaptadas
para lo siguiente: (1) administracion oral, por ejemplo, soluciones orales (soluciones o
suspensiones acuosas 0 no acuosas), comprimidos (dirigidos a la absorciéon bucal,
sublingual o sistémica), bolos, polvos, granulos, pastas para aplicacion a la lengua; (2)
administracion parenteral, por ejemplo, mediante inyeccién subcutanea, intramuscular,
intravenosa o epidural, en forma, por ejemplo, de una solucién o suspension estéril, o
una formulacion de liberacion sostenida; (3) aplicacion topica, por ejemplo, en forma de
crema, pomada, o un parche de liberacion controlada o aerosol aplicado a la piel; (4)
por via intravaginal o intrarectal, por ejemplo, en forma de pesario, crema o espuma; (5)
por via sublingual; (6) por via ocular; (7) por via transdérmica; u (8) por via nasal.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion: (1) azucares tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; (2) almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata; (3)
celulosa y sus derivados tales como carboximetilcelulosa sddica, 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 supositorio; (9) aceites tales como aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite de cartamo, 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 y polietilenglicol; (12) ésteres tales como
oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes tales como
hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua exenta de
pirégenos; (17) solucion salina isoténica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico;
(20) soluciones tamponadas con pH; (21) poliésteres, policarbonatos y/o polianhidridos;
y (22) otras sustancias compatibles atéxicas empleadas en formulaciones
farmacéuticas.

Algunos ejemplos no limitantes adicionales de agentes adecuados para su
formulacién con los oligébmeros antisentido de la presente divulgacion incluyen: acidos
nucleicos conjugados con PEG; acidos nucleicos conjugados con fosfolipidos; acidos
nucleicos que contienen restos lipofilos; fosforotioatos; inhibidores de P-glicoproteinas
(tales como Pluronic P85) que pueden mejorar la entrada de farmacos en varios tejidos;
polimeros biodegradables tales como microesferas de poli(D,L-lactida-coglicolida) para
un suministro de liberacion sostenida después de la implantacion (Emerich, D F et al.,
1999, Cell Transplant, 8, 47-58) Alkermes, Inc. Cambridge, Mass.; y nanoparticulas

cargadas tales como las compuestas por policianoacrilato de butilo, que pueden
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suministrar farmacos a través de la barrera hematoencefalica y pueden alterar los
mecanismos de captacion neuronal (Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 23,
941-949, 1999).

La divulgacién también presenta el uso de la composicion que comprende
liposomas con modificaciones superficiales que contienen lipidos de polietilenglicol
(“PEG”) (modificados con PEG, ramificados y no ramificados o combinaciones de estos,
o liposomas de circulacion prolongada o liposomas furtivos). Los conjugados de
oligomeros de la divulgacion también pueden comprender moléculas PEG unidas
covalentemente de varios pesos moleculares. Estas formulaciones ofrecen un método
para aumentar la acumulacion de farmacos en los tejidos diana. Esta clase de
portadores farmacolégicos resiste la opsonizacién y eliminaciéon por parte del sistema
fagocitico mononuclear (MPS o RES), con lo cual posibilita tiempos de circulacion
sanguinea mas prolongados y una mayor exposicion tisular 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 dichos liposomas se acumulan
selectivamente en los tumores, presumiblemente por extravasacioén y captura en los
tejidos diana neovascularizados (Lasic et al., Science 1995, 267, 1275-1276; Oku et al.,
1995, Biochim. Biophys. Acta, 1238, 86-90). Los liposomas con circulacién prolongada
aumentan la farmacocinética y la farmacodinamica del ADN y el ARN, particularmente
en comparacién con los liposomas catidnicos convencionales de los que se tiene
constancia que se acumulan en los tejidos del MPS (Liu et al., J. Biol. Chem. 1995, 42,
24864-24870; Choi et al., Publicacion PCT internacional N.° WO 96/10391; Ansell et al.,
Publicacion PCT internacional N.° WO 96/10390; Holland et al., Publicacion PCT
internacional N.° WO 96/10392). También es probable que los liposomas con circulacion
prolongada protejan los farmacos de la degradacion con nucleasas hasta un grado
mayor en comparacion con los liposomas catiénicos, basandose en su capacidad para
evitar la acumulacién en los tejidos del MPS con un metabolismo rapido tales como el
higado y el bazo.

En una realizacién adicional, la presente divulgacion incluye composiciones
farmacéuticas de oligdmeros antisentido preparadas para su suministro tal como se
describe en las Pat. de EE. UU. N.%s: 6 692 911; 7 163 695y 7 070 807. A este respecto,
en una realizacion, la presente divulgacion proporciona un oligémero antisentido de la
presente divulgacion en una composicion que comprende copolimeros de lisina e
histidina (HK) (tal como se describe en las Pat. de EE. UU. N.°s: 7 163 695; 7 070 807 y
6 692 911), solos o combinados con PEG (por ejemplo, PEG ramificado o no ramificado
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0 una mezcla de ambos), combinados con PEG y un resto de direccionamiento, o
cualquiera de los anteriores combinado con un agente reticulante. En determinadas
realizaciones, la presente divulgacion proporciona oligdmeros antisentido en
composiciones farmacéuticas que comprenden polihistidina modificada con acido
gluconico o polihistidina gluconilada/transferrina-polilisina. Un experto en la técnica
también reconocera que se pueden sustituir aminoacidos con propiedades similares a
His y Lys dentro de la composicion.

También puede haber presentes agentes humectantes, emulsionantes y
lubricantes (tales como laurilsulfato sédico y estearato magnésico), agentes colorantes,
agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, agentes
saborizantes, agentes aromatizantes, conservantes y antioxidantes en las
composiciones.

Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1)
antioxidantes hidrosolubles tales como acido ascoérbico, clohidrato de cisteina, bisulfato
sodico, metabisulfito sodico, sulfito sodico y similares; (2) antioxidantes liposolubles
tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y (3) agentes quelantes de
metales tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido
tartarico, acido fosférico y similares.

Las formulaciones de la presente divulgacion incluyen los adecuados para
administracion oral, nasal, topica (incluida bucal y sublingual), rectal, vaginal y/o
parenteral. Las formulaciones se pueden presentar de forma conveniente en forma
farmacéutica unitaria y se pueden preparar por cualquier método conocido en la técnica
de la farmacia. La cantidad de principio activo que se puede combinar con un material
portador para producir una forma farmacéutica individual variara dependiendo del sujeto
que se esté tratando y del modo concreto de administracion. La cantidad de principio
activo que se puede combinar con un material portador para producir una forma
farmaceéutica individual sera generalmente la cantidad de principio activo que produzca
un efecto terapéutico. Por lo general, esta cantidad oscilara de aproximadamente un 0,1
por ciento a aproximadamente un noventa y nueve por ciento de principio activo,
preferentemente de aproximadamente un 5 por ciento a aproximadamente un 70 por
ciento, mas preferentemente de aproximadamente un 10 por ciento a aproximadamente
un 30 por ciento.

En determinadas realizaciones, una formulacion de la presente divulgacion

comprende un excipiente seleccionado entre ciclodextrinas, celulosas, liposomas,
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agentes que forman micelas, por ejemplo, acidos biliares y portadores poliméricos, por
ejemplo, poliésteres y polianhidridos; y un oligdbmero antisentido de la presente
divulgacion. En una realizacion, el oligdmero antisentido de la formulacion es acorde a
la Férmula (IV). En una realizacion, el oligémero antisentido de la formulacion es acorde
a la Férmula (IVa). En determinadas realizaciones, una formulacién mencionada
anteriormente hace que un oligdbmero antisentido de la presente divulgacion sea
biodisponible por via oral.

Los métodos para preparar estas formulaciones o composiciones farmacéuticas
incluyen el paso de asociar un oligémero antisentido de la presente divulgacion con el
portador y, opcionalmente, uno o mas ingredientes accesorios. En general, las
formulaciones se preparan asociando de forma uniforme e intima un oligbmero
antisentido de la presente divulgacion con portadores liquidos o portadores sélidos
finamente divididos, o ambos, y después, si es necesario, dando forma al producto.

Las formulaciones de la divulgaciéon adecuadas para administracion oral pueden
encontrarse en forma de capsulas, obleas, pildoras, comprimidos, pastillas para chupar
(utilizando una base con sabor, normalmente sacarosa y acacia o tragacanto), polvos,
granulos, o0 como una solucidon o una suspension en un liquido acuoso 0 no acuoso, o
como una emulsion liquida de aceite en agua o de agua en aceite, o como un elixir o
jarabe, o como pastillas (utilizando una base inerte tal como gelatina y glicerina, o
sacarosa y acacia) y/o como lavados bucales y similares, conteniendo cada uno una
cantidad predeterminada de un oligébmero antisentido de la presente divulgacion como
un principio activo. Un oligémero antisentido de la presente divulgacion también se
puede administrar como un bolo, electuario o pasta.

En las formas farmacéuticas solidas de la divulgacion para administracion oral
(capsulas, comprimidos, pildoras, grageas, polvos, granulos, tabletas y similares), el
principio activo se puede mezclar con uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables tales como citrato sddico o fosfato dicalcico y/o cualquiera de los siguientes:
(1) rellenos o diluyentes tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o
acido silicico; (2) aglutinantes tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; (3) humectantes tales como glicerol;
(4) agentes desintegrantes tales como agar-agar, carbonato célcico, almidén de patata
o tapioca, acido alginico, determinados silicatos y carbonato sddico; (5) agentes
retardantes de la disolucion tales como parafina; (6) aceleradores de la absorcion tales
como compuestos de amonio cuaternario y tensioactivos tales como poloxamero y

laurilsulfato sodico; (7) agentes humectantes tales como, por ejemplo, alcohol cetilico,
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monoestearato de glicerol y tensioactivos no ionicos; (8) absorbentes tales como caolin
y arcillo bentonita; (9) lubricantes tales como talco, estearato calcico, estearato
magneésico, polietilenglicoles solidos, laurilsulfato sédico, estearato de zinc, estearato de
sodio, acido estearico y mezclas de estos; (10) agentes colorantes; y (11) agentes de
liberacion controlada tales como crospovidona o etilcelulosa. En el caso de las capsulas,
comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender
agentes tamponantes. También se pueden emplear composiciones farmacéuticas
solidas de un tipo similar como rellenos en capsulas de gelatina con cubierta blanda y
dura utilizando excipientes tales como lactosa o azucares lacteos, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Un comprimido se puede preparar por compresion o moldeado, opcionalmente
con uno o mas ingredientes accesorios. Los comprimidos preparados por compresion
se pueden preparar utilizando aglutinante (por ejemplo, gelatina o
hidroxipropilmetilcelulosa), lubricante, diluyente inerte, conservante, desintegrante (por
ejemplo, glicolato de almiddn sddico o carboximetilcelulosa sodica reticulada), agente
tensioactivo o dispersante. Los comprimidos moldeados se pueden preparar moldeando
en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo hidratado con un
diluyente liquido inerte.

Los comprimidos y otras formas farmacéuticas solidas de las composiciones
farmacéuticas de la presente divulgacion tales como grageas, capsulas, pildoras y
granulos, opcionalmente pueden ranurarse o prepararse con recubrimientos y cubiertas
tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos muy conocidos en la técnica
de la formulacion farmacéutica. También se pueden formular para proporcionar una
liberacion lenta o controlada del principio activo en ellos utilizando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en varias proporciones para proporcionar el perfil de liberacion
deseado, otras matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas. Pueden formularse
para una liberacién rapida, por ejemplo, liofilizarse. Pueden esterilizarse, por ejemplo,
mediante filtracion a través de un filtro que retiene bacterias o incorporando agentes
esterilizantes en forma de composiciones farmacéuticas soélidas estériles que se pueden
disolver en agua estéril, o algun otro medio inyectable estéril, inmediatamente antes del
uso. Estas composiciones farmacéuticas también pueden contener opcionalmente
agentes opacificantes y pueden tener una composicién tal que liberen el principio o
principios activos solamente, o preferencialmente, en una porcién determinada del tracto
gastrointestinal, opcionalmente, de forma retardada. Los ejemplos de composiciones de

integracion que se pueden utilizar incluyen sustancias poliméricas y ceras. El principio
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activo también se puede encontrar en forma microencapsulada, si procede, con uno o
mas de los excipientes descritos anteriormente.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral de los oligdmeros
antisentido de la divulgacion incluyen emulsiones, microemulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del principio
activo, las formas farmaceéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados
comunmente 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 bencilico, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz,
germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y
esteres de acidos grasos de sorbitano y mezclas de estos.

Ademas de diluyentes inertes, las composiciones farmacéuticas orales también
pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y
agentes de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, colorantes, aromatizantes
y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener
agentes de suspension tales como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados,
esteres de sorbitano y polioxietilensorbitol, celulosa microcristalina, metahidroxido de
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto y mezclas de estos.

Las formulaciones para administracion rectal o vaginal se pueden presentar
como un supositorio, que se puede preparar mezclando uno o mas compuestos de la
divulgacion con uno o mas excipientes o portadores no irritantes adecuados que
comprenden, por ejemplo, manteca de cacao, polietilenglicol, una cera de supositorio o
un salicilato, y que es sdlido a temperatura ambiente, pero liquido a la temperatura
corporal y, por lo tanto, se fundira en la cavidad rectal o vaginal y liberara el compuesto
activo.

Las formulaciones o formas farmacéuticas para la administracion tépica o
transdérmica de un oligdmero proporcionadas en la presente incluyen polvos, aerosoles,
pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e inhalantes. Los
conjugados de oligébmeros activos se pueden mezclar en condiciones estériles con un
portador farmacéuticamente aceptable, y con cualesquiera conservantes, tampones o
propelentes que se puedan requerir. Las pomadas, pastas, cremas y geles pueden
contener, ademas de un compuesto activo de la presente divulgacion, excipientes tales

como grasas animales y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidon, tragacanto,
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derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas, bentonitas, acido silicico, talco y
oxido de zinc, o mezclas de estos.

Los polvos y aerosoles pueden contener, ademas de un oligdmero antisentido
de la presente divulgacion, excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidroxido
de aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o0 mezclas de estas sustancias. Los
aerosoles pueden contener, ademas, propelentes habituales tales como
clorofluorohidrocarbonos e hidrocarburos no sustituidos volatiles tales como butano y
propano.

Los parches transdérmicos tienen la ventaja afiadida de proporcionar un
suministro controlado de un oligébmero antisentido de la presente divulgacion al cuerpo.
Dichas formas farmacéuticas se pueden preparar disolviendo o dispersando el
oligdbmero en el medio adecuado. Se pueden utilizar también potenciadores de la
absorcion para aumentar el flujo del agente a través de la piel. La velocidad de dicho
flujo se puede controlar proporcionando una membrana que controle la velocidad o
dispersando el agente en una matriz polimérica o gel, entre otros métodos conocidos en
la técnica.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral
pueden comprender uno o mas conjugados de oligémeros de la divulgacion combinados
con una o mas soluciones acuosas 0 no acuosas isotonicas, dispersiones, suspensiones
0 emulsiones estériles, o polvos estériles que se pueden reconstituir en forma de
soluciones o dispersiones inyectables estériles justo antes del uso, farmacéuticamente
aceptables que pueden contener azucares, alcoholes, antioxidantes, tampones,
bactericidas, solutos que hacen la formulacién isotdnica con la sangre del receptor
previsto o agentes de suspension o espesantes. Los ejemplos de portadores acuosos y
no acuosos adecuados que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas de
la divulgacion incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol y similares), y mezclas adecuadas de estos, aceites vegetales tales como
aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Se puede
mantener una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de materiales de
recubrimiento tales como lecitina, manteniendo el tamarfio de particula requerido en el
caso de las dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos. En una realizacion, el
oligobmero antisentido de la composicion farmacéutica es acorde a la Formula (1V). En
una realizacion, el oligébmero antisentido de la composicién farmacéutica es acorde a la

Férmula (IVa).
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Estas composiciones farmacéuticas pueden contener también adyuvantes tales
como conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes y agentes
dispersantes. La prevencion de la accion de los microorganismos sobre los conjugados
de oligdbmero objeto se puede garantizar mediante la inclusion de varios agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, acido sérbico fenol
y similares. También puede ser deseable incluir agentes isoténicos tales como azucares,
cloruro sédico y similares en las composiciones. Ademas, se puede conseguir la
absorcion prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusion de
agentes que retrasen la absorcion tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunos casos, para prolongar el efecto de un farmaco, es deseable ralentizar
la absorcion del farmaco a partir de la inyecciéon subcutanea o intramuscular. Esto se
puede lograr mediante el uso de una suspension liquida de material cristalino o amorfo
que tenga poca solubilidad en agua, entre otros métodos conocidos en la técnica. La
velocidad de absorcion del farmaco depende entonces de su velocidad de disolucién
que, a su vez, puede depender del tamafo de los cristales y de la forma cristalina. Como
alternativa, la absorcion retardada de una forma farmacéutica administrada por via
parenteral se logra disolviendo o suspendiendo el farmaco en un vehiculo oleoso.

Las formas de accion lenta inyectables se pueden producir formando matrices
de microencapsulacion de los conjugados de oligomeros objeto en polimeros
biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la proporcion de
oligbmero respecto a polimero y la naturaleza del polimero particular empleado, se
puede controlar la velocidad de liberacién del oligémero. Algunos ejemplos de otros
polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las
formulaciones inyectables de accion lenta también se pueden preparar atrapando el
farmaco en liposomas o microemulsiones que sean compatibles con los tejidos
corporales.

Cuando los oligdmeros antisentido de la presente divulgacion se administran
como productos farmacéuticos a seres humanos y animales, se pueden proporcionar
por si solos o en forma de una composicion farmacéutica que contenga, por ejemplo, de
un 0,1 a un 99 % (mas preferentemente, de un 10 a un 30 %) del oligémero antisentido
combinado con un portador farmacéuticamente aceptable.

Las formulaciones o preparados de la presente divulgacion se pueden
proporcionar por via oral, parenteral, topica o rectal. Estos se proporcionan
habitualmente en formas adecuadas para cada via de administracion. Por ejemplo, se

administran en forma de comprimidos o capsulas, mediante inyeccion, inhalacién, locién
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ocular, pomada, supositorio o infusion; por via tépica mediante una locién o pomada; o
por via rectal con supositorios.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los oligdmeros
antisentido de la presente divulgacion, que se pueden utilizar en una forma hidratada
adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden
formular en formas farmacéuticas farmacéuticamente aceptables mediante métodos
convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Los niveles de dosificacion
reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente
divulgaciéon se pueden variar para obtener una cantidad del principio activo que sea
eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un paciente, composicion y
modo de administracién concretos, sin que sea toxico para el paciente de una forma
inaceptable.

El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una serie de factores que
incluyen la actividad del oligdmero antisentido particular de la presente divulgacion
empleado, o el éster, sal o amida de este, la via de administracion, el tiempo de
administracion, la velocidad de excrecién o metabolismo del oligémero particular que se
esté empleando, la velocidad y extension de la absorcion, la duracién del tratamiento,
otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con el oligébmero
particular empleado, la edad, el sexo, el peso, la condicion, la salud general y el historial
médico previo del paciente que se esté tratando, y factores similares muy conocidos en
las técnicas médicas.

Un facultativo o veterinario que tenga la capacidad habitual en la técnica puede
determinar y prescribir faciimente la cantidad eficaz de la composicion farmacéutica
requerida. Por ejemplo, el facultativo o veterinario podria comenzar las dosis de los
oligébmeros antisentido de la divulgacion empleados en la composicién farmacéutica a
niveles inferiores a los requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar
gradualmente la dosis hasta que se consiga el efecto deseado. En general, una dosis
diaria adecuada de un oligdmero antisentido de la divulgacion sera la cantidad del
oligbmero antisentido que sea la dosis mas baja eficaz para producir un efecto
terapéutico. Dicha dosis eficaz dependera generalmente de los factores descritos en la
presente. Por lo general, las dosis orales, intravenosas, intracerebroventriculares y
subcutaneas de los oligdmeros antisentido de esta divulgacion para un paciente, cuando
se utilizan para los efectos indicados, oscilaran de aproximadamente 0,0001 a

aproximadamente 100 mg por kilogramo de peso corporal por dia.
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En algunas realizaciones, los oligdmeros antisentido de la presente divulgaciéon
se administran en dosis por lo general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200
mg/kg. En algunas realizaciones, las dosis para administracion i.v. son de
aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg.

En algunas realizaciones, el oligémero antisentido de Férmula (I) se administra
en dosis por lo general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En
algunas realizaciones, las dosis del oligdmero antisentido de Férmula (1) para la
administracion i.v. son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg. En
algunas realizaciones, el oligémero antisentido de Formula (II) se administra en dosis
por lo general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis del oligébmero antisentido de Férmula (Il) para administracion i.v.
son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, el oligémero antisentido de Formula (lll) se administra en dosis por lo
general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis del oligdmero antisentido de Férmula (lll) para la administracion
i.v. son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, el oligémero antisentido de Formula (IV) se administra en dosis por lo
general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis del oligdmero antisentido de Férmula (IV) para administracion
i.v. son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, el oligémero antisentido de Formula (IVa) se administra en dosis por lo
general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis del oligbmero antisentido de Foérmula (IVa) para Ia
administracion i.v. son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg. En
algunas realizaciones, el oligébmero antisentido de Férmula (V) se administra en dosis
por lo general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis del oligdmero antisentido de Férmula (V) para administracion i.v.
son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, el oligémero antisentido de Formula (VI) se administra en dosis por lo
general de aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg. En algunas
realizaciones, las dosis del oligdmero antisentido de Férmula (VI) para administracion
i.v. son de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 200 mg/kg.

Tal como se sobreentenderia en la técnica, las administraciones semanales,
bisemanales, cada tres semanas o mensuales pueden ser en una 0O mas

administraciones o subdosis tal como se discute en la presente.
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Las moléculas de acido nucleico y oligdmeros antisentido descritos en la
presente se pueden administrar a las células por una serie de métodos conocidos por
aquellos familiarizados con la técnica, que incluyen, sin caracter restrictivo,
encapsulacion en liposomas, por iontoforesis o por incorporacion en otros vehiculos
tales como hidrogeles, ciclodextrinas, nanocapsulas biodegradables y microesferas
bioadhesivas, tal como se describen en la presente y se conocen en la técnica. En
determinadas realizaciones, se puede utilizar tecnologia de microemulsificaciéon para
mejorar la biodisponibilidad de los agentes farmacéuticos lipofilos (insolubles en agua).
Los ejemplos incluyen Trimetrine (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 microemulsificacion
proporciona una biodisponibilidad mejorada dirigiendo preferencialmente la absorcion al
sistema linfatico en lugar de al sistema circulatorio, lo cual elude de este modo el higado
y evita la destruccion de los compuestos en la circulacion hepatobiliar.

En un aspecto de la divulgacion, las formulaciones contienen micelas formadas
a partir de un oligbmero proporcionado en la presente y al menos un portador anfifilico,
en el cual las micelas tienen un diametro promedio de menos de aproximadamente
100 nm. Algunas realizaciones mas preferidas proporcionan micelas que tienen un
diametro promedio inferior a aproximadamente 50 nm, y realizaciones aun mas
preferidas proporcionan micelas que tienen un diametro promedio inferior a
aproximadamente 30 nm, o incluso inferior a aproximadamente 20 nm.

Aunque se contemplan todos los portadores anfifilicos adecuados, los
portadores preferidos en la actualidad generalmente son aquellos que tienen un estatus
de generalmente reconocidos como seguros (GRAS), y que pueden tanto solubilizar un
oligébmero antisentido de la presente divulgacién como microemulsionarlo en una etapa
posterior cuando la solucién entra en contacto con una fase acuosa compleja (tal como
una encontrada en el tracto gastrointestinal humano). Normalmente, los ingredientes
anfifilicos que satisfacen estos requisitos tienen valores de HLB (balance hidréfilo a
lipofilo) de 2-20 y sus estructuras contienen radicales alifaticos de cadena lineal en el
intervalo de C-6 a C-20. Algunos ejemplos son glicéridos grasos polietilenglicolizados y
polietilenglicoles.

Los ejemplos de portadores anfifilicos incluyen glicéridos de acidos grasos
polietilenglicolizados saturados y monoinsaturados tales como los obtenidos a partir de
varios aceites vegetales total o parcialmente hidrogenados. Dichos aceites pueden estar

constituidos convenientemente por tri-, di- y monoglicéridos de acidos grasos y di- y
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monoésteres de polietilenglicol de los correspondientes acidos grasos, con una
composicion de acidos grasos particularmente preferida que incluye un 4-10 % de acido
caprico, un 3-9 % de acido caprico, un 40-50 % de acido laurico, un 14-24 % de acido
miristico, un 4-14 % de acido palmitico y un 5-15 % de acido estearico. Otra clase Uutil
de portadores anfifilicos incluye sorbitano y/o sorbitol parcialmente esterificado, con
acidos grasos saturados o monoinsaturados (serie SPAN) o los correspondientes
analogos etoxilados (serie TWEEN).

Los portadores anfifilicos comercializados pueden ser particularmente Utiles,
incluidas la serie Gelucire, Labrafil, Labrasol o Lauroglicol (todos fabricados y
distribuidos por Gattefosse Corporation, Saint Priest, Francia), monooleato de PEG,
dioleato de PEG, monolaurato y dilaurato de PEG, Lecitina, Polisorbato 80, etc.
(producidos y distribuidos por una serie de empresas en EE. UU. y en todo el mundo).

En determinadas realizaciones, el suministro puede tener lugar mediante el uso
de liposomas, nanocapsulas, microparticulas, microesferas, particulas lipidicas,
vesiculas y similares para la introduccién de las composiciones farmacéuticas de la
presente divulgacién en células hospedadoras adecuadas. En particular, las
composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion se pueden formular para su
suministro encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una
nanoesfera, una nanoparticula o similar. La formulacién y el uso de dichos vehiculos de
suministro se pueden llevar a cabo utilizando técnicas conocidas y convencionales.

Los polimeros hidréfilos adecuados para su uso en la presente divulgacion son
aquellos que se disuelven facilmente en agua, se pueden unir covalentemente a un
lipido que forma vesiculas y que son tolerados in vivo y sin efectos toxicos (es decir, son
biocompatibles). Los polimeros adecuados incluyen polietilenglicol (PEG), &acido
polilactico (también denominado polilactida), poliglicélico (también denominado
poliglicolida), un copolimero de acido polilactico-poliglicélico y alcohol polivinilico. En
determinadas realizaciones, los polimeros tienen un peso molecular promedio
ponderado de desde aproximadamente 100 o 120 daltons hasta aproximadamente 5000
o 10 000 daltons, o desde aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente
5000 daltons. En otras realizaciones, el polimero es polietilenglicol que tiene un peso
molecular promedio ponderado de desde aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 5000 daltons, o que tiene un peso molecular promedio ponderado de
desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente 5000 daltons. En determinadas
realizaciones, el polimero es un polietilenglicol que tiene un peso molecular promedio

ponderado de aproximadamente 750 daltons, por ejemplo, PEG (750). Los polimeros
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también se pueden definir por el numero de mondmeros en ellos; una realizacién
preferida de la presente divulgacion utiliza polimeros de al menos aproximadamente tres
monomeros tales como polimeros de PEG constituidos por tres monémeros que tienen
un peso molecular de aproximadamente 132 daltons.

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

En determinadas realizaciones, una formulacion de la presente divulgacion
comprende un polimero biocompatible seleccionado del grupo constituido por
poliamidas, policarbonatos, polialquilenos, polimeros de ésteres acrilicos y metacrilicos,
polimeros de polivinilo, poliglicolidas, polisiloxanos, poliuretanos y copolimeros de estos,
celulosas, polipropileno, polietilenos, poliestireno, polimeros de acido lactico y acido
glicolico, polianhidridos, poli(orto)ésteres, acido polibutilico, acido polivalérico,
poli(lactida-co-caprolactona), polisacaridos, proteinas, acidos polihialurénicos,
policianoacrilatos y combinaciones, mezclas o copolimeros de estos.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos, constituidos por 6, 7 u 8 unidades
de glucosa, designados por la letra griega a, B 0 y, respectivamente. Las unidades de
glucosa estan unidas por enlaces a-1,4-glucosidicos. Como consecuencia de la
conformacion de silla de las unidades de azucar, todos los grupos hidroxilo secundarios
(en C-2, C-3) se localizan en un lado del anillo, mientras que todos los grupos hidroxilo
primarios en C-6 se situan en el otro lado. Como resultado, las caras externas son
hidrofilas, lo que hace que las ciclodextrinas sean hidrosolubles. Por el contrario, las
cavidades de las ciclodextrinas son hidréfobas, ya que estan revestidas por el hidrogeno
de los atomos C-3 y C-5, y por oxigenos de tipo éter. Estas matrices permiten la
formacion de complejos con varios compuestos relativamente hidréfobos, que incluyen,
por ejemplo, compuestos esteroideos tales como 17a-estradiol (remitase, por ejemplo,
a van Uden et al. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38:1-3-113 (1994)). La formacién de
complejos tiene lugar mediante interacciones de Van der Waals y mediante formacion
de puentes de hidrogeno. Para consultar una revision general de la quimica de las
ciclodextrinas, remitase a Wenz, Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 33:803-822 (1994).

Las propiedades fisicoquimicas de los derivados de ciclodextrina dependen en
gran medida del tipo y el grado de sustitucion. Por ejemplo, su solubilidad en agua varia
de insoluble (por ejemplo, triacetil-beta-ciclodextrina) a un 147 % soluble (p/v) (G-2-beta-

ciclodextrina). Ademas, son solubles en muchos disolventes organicos. Las propiedades
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de las ciclodextrinas permiten el control sobre la solubilidad de varios componentes de
la formulacion aumentando o disminuyendo su solubilidad.

Se han descrito numerosas ciclodextrinas y métodos para su preparacion. Por
ejemplo, Parmeter (1), et al. (Pat. de EE. UU. N.° 3 453 259) y Gramera, et al. (Pat. de
EE. UU. N.° 3 459 731) describieron ciclodextrinas electronicamente neutras. Otros
derivados incluyen ciclodextrinas con propiedades catidnicas [Parmeter (Il), Pat. de EE.
UU. N.° 3 453 257], ciclodextrinas reticuladas insolubles (Solms, Pat. de EE. UU. N.° 3
420 788), y ciclodextrinas con propiedades anidnicas [Parmeter (lIl), Pat. de EE. UU. N.°
3 426 011]. Entre los derivados de ciclodextrina con propiedades anionicas, se han
afadido &cidos carboxilicos, acidos fosforosos, acidos fosfinosos, acidos fosfénicos,
acidos fosforicos, acidos tiofosfonicos, acidos tiosulfinicos y acidos sulfénicos a la
ciclodextrina precursora [remitase, a Parmeter (lll), Pat. de EE. UU. N.° 3 453 257].
Ademas, algunos derivados éter sulfoalquilico de ciclodextrina han sido descritos por
Stella, et al. (Pat. de EE. UU. N.° 5 134 127).

Los liposomas constan de al menos una membrana bicapa lipidica que encierra
un compartimento interno acuoso. Los liposomas se pueden caracterizar por el tipo y el
tamario de la membrana. Las vesiculas unilamelares de pequefo tamafio (SUV) tienen
una unica membrana y habitualmente oscilan entre 0,02 y 0,05 ym de diametro, las
vesiculas unilamelares de gran tamafio (LUV) son habitualmente mayores de 0,05 um.
Las vesiculas de gran tamafo oligolamelares y las vesiculas multilamelares tienen
multiples membranas, normalmente concéntricas, y habitualmente son mayores de 0,1
um. Los liposomas con varias membranas no concéntricas, es decir, varias vesiculas
de menor tamano contenidas dentro de una vesicula mayor, se denominan vesiculas
multivesiculares.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a formulaciones que
comprenden liposomas que contienen un oligdbmero antisentido de la presente
divulgacién, donde la membrana del liposoma se formula para que proporcione un
liposoma con mayor capacidad de transporte. Como alternativa, o de forma adicional, el
oligbmero antisentido de la presente divulgacion puede estar contenido dentro de la
bicapa liposémica del liposoma, o adsorbido a esta. Se puede agregar un oligédmero
antisentido de la presente divulgacion con un tensioactivo lipidico y transportarse dentro
del espacio interno del liposoma; en estos casos, la membrana del liposoma se formula
para que resista los efectos disruptivos del agregado de agente activo-tensioactivo.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, la bicapa lipidica de

un liposoma contiene lipidos derivatizados con polietilenglicol (PEG), de modo que las
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cadenas PEG se extienden desde la superficie interna de la bicapa lipidica en el espacio
interior encapsulado por el liposoma, y se extienden desde el exterior de la bicapa
lipidica hacia el entorno circundante.

Los agentes activos contenidos dentro de los liposomas de la presente
divulgacién se encuentran en forma solubilizada. Se pueden atrapar agregados de
tensioactivos y agentes activos (tales como emulsiones o micelas que contienen el
agente activo de interés) dentro del espacio interior de los liposomas de acuerdo con la
presente divulgacion. Un tensioactivo actua dispersando y solubilizando el agente
activo, y se puede seleccionar entre cualquier tensioactivo alifatico, cicloalifatico o
aromatico adecuado, que incluyen, sin caracter limitante, lisofosfatidilcolinas (LPG)
biocompatibles de longitudes de cadena variables (por ejemplo, de aproximadamente
C14 a aproximadamente C20). También se pueden utilizar lipidos derivatizados con
polimeros tales como PEG-lipidos para la formacion de micelas, debido a que actuaran
inhibiendo la fusion micela/membrana, y debido a que la adiciéon de un polimero a las
moléculas de tensioactivo reduce el CMC del tensioactivo y contribuye a la formacion
de micelas. Se prefieren tensioactivos con CMO en el rango micromolar; se pueden
utilizar tensioactivos con CMC superior para preparar micelas atrapadas dentro de los
liposomas de la presente divulgacion.

Los liposomas de acuerdo con la presente divulgacion se pueden preparar
mediante cualquiera de una serie de técnicas que se conocen en la técnica. Remitase,
por ejemplo, a la Pat. de EE. UU. N.° 4 235 871; 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, los liposomas de la presente divulgacién se pueden
preparar difundiendo un lipido derivatizado con un polimero hidréfilo en liposomas
preformados, tal como exponiendo los liposomas preformados a micelas compuestas
por polimeros con injertos de lipidos, con concentraciones de lipidos correspondientes
al porcentaje molar final de lipido derivatizado que se desee en el liposoma. También
se pueden formar liposomas que contienen un polimero hidréfilo mediante técnicas de
homogenizacion, hidrataciéon del campo lipidico o extrusidén, como se conocen en la
técnica.

En otro procedimiento de formulacion ilustrativo, el agente activo se dispersa en
primer lugar por sonicacion en una lisofosfatidilcolina u otro tensioactivo con CMC bajo
(que incluye lipidos con injertos de polimeros) que solubiliza facilmente moléculas

hidrofobas. La suspension micelar resultante de agente activo se utiliza a continuacion
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para rehidratar una muestra lipidica secada que contiene un porcentaje molar adecuado
de lipido con injerto de polimeros, o colesterol. A continuacion, se da a la suspension de
lipido y agente activo forma de liposomas utilizando técnicas de extrusion conocidas en
la técnica, y los liposomas resultantes se separan de la solucién no encapsulada
mediante separacion en columnas estandar.

En un aspecto de la presente divulgacion, los liposomas se preparan de modo
que tengan tamafos sustancialmente homogéneos en un rango de tamafos
seleccionado. Un método de seleccion de tamafos eficaz conlleva extruir una
suspension acuosa de los liposomas a través de una serie de membranas de
policarbonato que tienen un tamafo de poro uniforme seleccionado; el tamafo de poro
de la membrana se correspondera aproximadamente con los tamafios mayores de los
liposomas producidos por extrusion a través de esa membrana. Remitase, por ejemplo,
alaPat. de EE. UU. N.°4 737 323 (12 de abril de 1988). En determinadas realizaciones,
se pueden utilizar reactivos tales como DharmaFECT® y Lipofectamine® para introducir
polinucledtidos o proteinas en las células.

Las caracteristicas de liberacion de una formulacion de la presente divulgacion
dependen del material encapsulante, la concentracion de farmaco encapsulado vy la
presencia de modificadores de la liberacion. Por ejemplo, la liberacién se puede
manipular para que dependa del pH, por ejemplo, utilizando un recubrimiento sensible
al pH que libere solamente a un pH bajo, como en el estbmago, o a un pH superior,
como en el intestino. Se puede utilizar un recubrimiento entérico para evitar que la
liberacion tenga lugar hasta después del paso a través del estémago. Se pueden utilizar
multiples recubrimientos o mezclas de cianamida encapsuladas en diferentes materiales
para obtener una liberacion inicial en el estbmago, seguida de una liberacion posterior
en el intestino. La liberacion también se puede manipular mediante la inclusién de sales
0 agentes de formacion de poros, que pueden aumentar la captacion de agua o liberar
un farmaco por difusion a partir de la capsula. También se pueden utilizar excipientes
que modifiquen la solubilidad del farmaco para controlar la velocidad de liberacion.
También se pueden incorporar agentes que mejoren la degradacion de la matriz o la
liberacion a partir de la matriz. Pueden afadirse al farmaco, afiadirse como una fase
separada (es decir, como materiales particulados), o pueden codisolverse en la fase
polimérica dependiendo del compuesto. En la mayor parte de los casos, la cantidad
deberia ser de entre un 0,1 y un 30 por ciento (p/p de polimero). Los tipos de
potenciadores de la degradacion incluyen sales inorganicas tales como sulfato amoénico

y cloruro amaonico, acidos organicos tales como &cido citrico, acido benzoico y acido
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ascorbico, bases inorganicas tales como carbonato de sodio, carbonato de potasio,
carbonato de calcio, carbonato de zinc e hidroxido de zinc, y bases organicas tales como
sulfato de protamina, espermina, colina, etanolamina, dietanolamina y trietanolamina y
tensioactivos tales como Tween® y Pluronic®. Los agentes formadores de poros que
anaden microestructura a las matrices (es decir, compuestos hidrosolubles tales como
sales inorganicas y azlcares) se afiaden como materiales particulados. El intervalo es
habitualmente entre un uno y un treinta por ciento (p/p de polimero).

La captacion también se puede manipular alterando el tiempo de residencia de
las particulas en el intestino. Esto se puede lograr, por ejemplo, recubriendo la particula
con un polimero que se adhiera a las mucosas, o seleccionandolo como el material
encapsulante. Los ejemplos incluyen la mayoria de polimeros con grupos carboxilo
libres tales como quitosano, celulosas y especialmente poliacrilatos (tal como se utiliza
en la presente, poliacrilatos se refiere a polimeros que incluyen grupos acrilato y grupos
acrilato modificados tales como cianoacrilatos y metacrilatos).

Un oligdmero antisentido se puede formular para que esté contenido dentro de
un dispositivo o implante médico o quirurgico, o adaptado para la liberacion con este.
En determinados aspectos, un implante puede estar recubierto o tratado de otro modo
con un oligéomero antisentido. Por ejemplo, se pueden utilizar hidrogeles u otros
polimeros tales como polimeros biocompatibles y/o biodegradables para recubrir un
implante con las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion (es decir, la
composicion se puede adaptar para su uso con un dispositivo médico utilizando un
hidrogel u otro polimero). Los polimeros y copolimeros para recubrir dispositivos
médicos con un agente son muy conocidos en la técnica. Los ejemplos de implantes
incluyen, sin caracter limitante, estents, estents que eluyen farmacos, suturas, prétesis,
catéteres vasculares, catéteres de didlisis, injertos vasculares, valvulas cardiacas
protésicas, marcapasos cardiacos, desfibriladores cardioversores implantables, agujas
IV, dispositivos para fijacion y formacién ésea tales como clavos, tornillos, placas y otros
dispositivos y matrices de tejido artificial para la cicatrizacion de heridas.

Ademas de los métodos proporcionados en la presente, los oligdbmeros
antisentido para su uso de acuerdo con la divulgacion se pueden formular para su
administracion de cualquier forma conveniente para el uso en medicina humana o
veterinaria por analogia con otros productos farmacéuticos. Los oligdmeros antisentido
y sus correspondientes formulaciones se pueden administrar solos o0 combinados con
otras estrategias terapéuticas en el tratamiento de la distrofia muscular tales como

trasplante de mioblastos, terapias con células madre, administracién de antibidticos
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aminoglucésidos, inhibidores del proteasoma y terapias de aumento de expresion (por
ejemplo, aumento de la expresion de utropina, un paralogo autosémico de la distrofina).

En algunas realizaciones, el producto terapéutico adicional se puede administrar
antes, simultanea o posteriormente a la administracion del oligdmero antisentido de la
presente divulgacion. Por ejemplo, los oligdmeros antisentido se pueden administrar
combinados con un esteroide y/o antibiético. En determinadas realizaciones, los
oligémeros antisentido se administran a un paciente que esta recibiendo una terapia con
esteroides de base (por ejemplo, terapia con esteroides de base intermitente o
cronica/continua). Por ejemplo, en algunas realizaciones, el paciente ha sido tratado con
un corticoesteroide antes de la administraciéon de un oligdbmero antisentido y contintda
recibiendo la terapia de esteroides. En algunas realizaciones, el esteroide es un
glucocorticoide o prednisona.

Se pretende que las vias de administracion descritas sirvan solamente como
guia, ya que un médico experto sera capaz de determinar faciimente la via de
administracion optima y cualquier dosis para cualquier animal y afeccion particulares.
Se han intentado multiples estrategias para introducir material genético nuevo funcional
en las células, tanto in vitro como in vivo (Friedmann (1989) Science, 244:1275-1280).
Estas estrategias incluyen la integracion del gen a expresar en retrovirus modificados
(Friedmann (1989) supra; Rosenberg (1991) Cancer Research 51(18), suppl.: 5074S-
5079S); la integracion en vectores no retrovirales (por ejemplo, vectores virales
adenoasociados) (Rosenfeld, et al. (1992) Cell, 68:143-155; Rosenfeld, et al. (1991)
Science, 252:431-434); o el suministro de un transgén unido a un elemento promotor-
potenciador heter6logo mediante liposomas (Friedmann (1989), supra; 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); acoplados a sistemas de transporte
basados en cationes con especificidad por ligandos (Wu y Wu (1988) J. Biol. Chem.,
263:14621-14624) o el uso de vectores de expresion de ADN desnudo (Nabel et al.
(1990), supra; Wolff et al. (1990) Science, 247:1465-1468). La inyeccion directa de
transgenes en un tejido produce solamente expresion localizada (Rosenfeld (1992)
supra; Rosenfeld et al. (1991) supra; Brigham et al. (1989) supra; Nabel (1990) supra; y
Hazinski et al. (1991) supra). El grupo de Brigham et al. (Am. J. Med. Sci. (1989)
298:278-281 y Clinical Research (1991) 39 (resumen)) ha descrito la transfeccion in vivo
solamente de pulmones de ratones después de la administracién intravenosa o

intratraqueal de un complejo con liposomas de ADN. Un ejemplo de un articulo de
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revision de procedimientos de terapia génica humana es: Anderson, Science (1992)
256:808-813.

En una realizacion adicional, las composiciones farmacéuticas de la divulgacion
pueden comprender, ademas, un carbohidrato proporcionado en Han et al., Nat.
Comms. 7, 10981 (2016) que se incorpora en su totalidad a la presente por referencia.
En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden
comprender un 5 % de carbohidrato de tipo hexosa. Por ejemplo, la composicién
farmacéutica de la divulgacion puede comprender un 5 % de glucosa, un 5 % de fructosa
o un 5 % de manosa. En determinadas realizaciones, las composiciones farmacéuticas
de la divulgacion pueden comprender un 2,5 % de glucosa y un 2,5 % de fructosa. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden
comprender un carbohidrato seleccionado entre: arabinosa presente en una cantidad de
un 5 % en volumen, glucosa presente en una cantidad de un 5 % en volumen, sorbitol
presente en una cantidad de un 5 % en volumen, galactosa presente en una cantidad
de un 5 % en volumen, fructosa presente en una cantidad de un 5 % en volumen, xilitol
presente en una cantidad de un 5 % en volumen, manosa presente en una cantidad de
un 5 % en volumen, una combinacién de glucosa y fructosa presentes cada una en una
cantidad de un 2,5 % en volumen y una combinacion de glucosa presente en una
cantidad de un 5,7 % en volumen, fructosa presente en una cantidad de un 2,86 % en
volumen y xilitol presente en una cantidad de un 1,4 % en volumen.

IV. Métodos de uso

Restauracion del marco de lectura de la distrofina utilizando salto de exones

Una estrategia terapéutica potencial para el tratamiento de la DMD, provocada
por mutaciones fuera del marco en el gen de distrofina, es sugerida por la forma mas
leve de distrofinopatia conocida como BMD, que esta causada por mutaciones dentro
del marco. La capacidad para convertir una mutacién fuera del marco en una mutacién
dentro del marco preservaria hipotéticamente el marco de lectura del ARNm y produciria
una proteina de distrofina acortada internamente pero funcional. Los oligémeros
antisentido de la divulgacién se diseharon para lograr esto.

La hibridacion del oligémero antisentido de Férmula (1), Férmula (II), Férmula (1II),
Formula (IV), Férmula (IVa), Férmula (V), Férmula (VI) con la secuencia de preARNm
diana interfiere con la formacion del complejo de corte y empalme del preARNm vy
elimina el exon 50 del ARNm maduro. La estructura y la conformacion de los oligdmeros
antisentido de la divulgacion permiten un apareamiento de bases con especificidad de

secuencia con la secuencia complementaria.
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El ARNm de distrofina normal que contiene los 79 exones producira la proteina
de distrofina normal. La forma de cada exdén representa como los codones se dividen
entre exones; cabe destacar que un codon consta de tres nucleotidos. Los exones con
forma rectangular comienzan y terminan con codones completos. Los exones con forma
de flecha comienzan con un codén completo, pero terminan con un codén dividido, que
contiene solamente el nucleétido n.° 1 del coddn. Los nucleétidos n.° 2 y n.° 3 de este
codon estan contenidos en el exén posterior que comenzara con una forma de chevron.

Los resultados clinicos para analizar el efecto de un oligdmero antisentido que
es complementario a una region diana del exon 50, intron 49 y/o intron 50 del preARNm
de distrofina humana e induce el salto del exén 50 incluyen el porcentaje de fibras
positivas para distrofina (PDPF), prueba de seis minutos de paseo (6MWT), pérdida de
ambulacién (LOA), evaluacion ambulatoria North Star (NSAA), pruebas de funcién
pulmonar (PFT), capacidad de levantarse (desde una posicidon supina) sin apoyo
externo, produccion de distrofina de novo y otras medidas funcionales.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona métodos para
producir distrofina en un sujeto que tiene una mutacioén del gen de distrofina que es
susceptible de salto del exdn 50, comprendiendo el método administrar al sujeto un
oligbmero antisentido o una sal farmacéuticamente aceptable de este, tal como se ha
descrito en la presente. En determinadas realizaciones, la presente divulgacion
proporciona métodos para restablecer un marco de lectura de ARNm con el fin de inducir
la produccion de proteina de distrofina en un sujeto con distrofia muscular de Duchenne
(DMD) que tiene una mutacion del gen de distrofina que es susceptible de salto del exon
50. La produccion de proteina se puede medir mediante reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), andlisis de inmunostransferencia de
Western o inmunohistoquimica (IHC).

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para
tratar la DMD en un sujeto que lo necesite, donde el sujeto tiene una mutacion del gen
de distrofina que es susceptible de salto del exén 50, comprendiendo el método
administrar al sujeto un oligdmero antisentido o una sal farmacéuticamente aceptable
de este, tal como se ha descrito en la presente. En varias realizaciones, el tratamiento
del sujeto se mide por el retraso de la progresion de la enfermedad. En algunas
realizaciones, el tratamiento del sujeto se mide por el mantenimiento de la ambulacion
en el sujeto o la reduccién de la pérdida de ambulacién en el sujeto. En algunas

realizaciones, la ambulacion se mide utilizando la Prueba de 6 minutos caminando
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(6MWT). En determinadas realizaciones, la ambulacion se mide utilizando la Evaluacion
ambulatoria North Start (NSAA).

En varias realizaciones, la presente divulgacion proporciona métodos para
mantener la funciéon pulmonar o reducir la pérdida de funcién pulmonar en un sujeto con
DMD, donde el sujeto tiene una mutacién del gen de DMD que es susceptible de salto
del exén 50, comprendiendo el método administrar al sujeto un oligdmero antisentido o
una sal farmacéuticamente aceptable de este, tal como se ha descrito en la presente.
En algunas realizaciones, la funcion pulmonar se mide como Presion espiratoria maxima
(PEM). En determinadas realizaciones, la funcién pulmonar se mide como Presion
inspiratoria maxima (PIM). En algunas realizaciones, la funcion pulmonar se mide como
Capacidad vital forzada (CVF).

En una realizacion adicional, las composiciones farmacéuticas de la divulgacion
se pueden coadministrar con un carbohidrato en los métodos de la divulgacion, en la
misma formulacion o es una formulacién separada, tal como se proporciona en Han et
al., Nat. Comms. 7, 10981 (2016), que se incorpora en su totalidad a la presente por
referencia. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgacion
se pueden coadministrar con un 5 % de un carbohidrato de tipo hexosa. Por ejemplo,
las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se pueden coadministrar con un 5 %
de glucosa, un 5 % de fructosa o un 5 % de manosa. En determinadas realizaciones,
las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se pueden coadministrar con un
2,5 % de glucosa y un 2,5 % de fructosa. En algunas realizaciones, la composicién
farmacéutica de la divulgacion se puede coadministrar con un carbohidrato
seleccionado entre: arabinosa presente en una cantidad de un 5 % en volumen, glucosa
presente en una cantidad de un 5 % en volumen, sorbitol presente en una cantidad de
un 5 % en volumen, galactosa presente en una cantidad de un 5 % en volumen, fructosa
presente en una cantidad de un 5 % en volumen, xilitol presente en una cantidad de un
5 % en volumen, manosa presente en una cantidad de un 5 % en volumen, una
combinacion de glucosa y fructosa presentes cada una en una cantidad de un 2,5 % en
volumen y una combinaciéon de glucosa presente en una cantidad de un 5,7 % en
volumen, fructosa presente en una cantidad de un 2,86 % en volumen y xilitol presente
en una cantidad de un 1,4 % en volumen.

En varias realizaciones, un oligdbmero antisentido de la divulgacion 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 NF-kB. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el
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inhibidor de NF-kB puede ser CAT-1004 o una sal farmacéuticamente aceptable de este.
En varias 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 de este. En determinadas realizaciones, el inhibidor de
NF-kB es un conjugado de salicilato y EPA. En varias realizaciones, el inhibidor de NF-
kB es

o)
CH,

OH o una sal
farmacéuticamente aceptable de este.

En algunas realizaciones, el compuesto antiinflamatorio no esteroideo es un
inhibidor de TGF-b. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el inhibidor de TGF-b
es HT-100.

En determinadas realizaciones, se describe un oligdmero antisentido, tal como
se ha descrito en la presente para su uso en terapia. En determinadas realizaciones, se
describe un oligémero antisentido, tal como se ha descrito en la presente para su uso
en el tratamiento de la distrofia muscular de Duchenne. En determinadas realizaciones,
se describe un oligémero antisentido, tal como se ha descrito en la presente para su uso
en la fabricacion de un medicamento para su uso en terapia. En determinadas
realizaciones, se describe un oligdbmero antisentido, tal como se ha descrito en la
presente para su uso en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la
distrofia muscular de Duchenne.

V. Kits

La divulgacion también proporciona kits para el tratamiento de un paciente con
una enfermedad genética, donde el kit comprende al menos una molécula antisentido
(por ejemplo, un oligébmero antisentido que comprende la secuencia de bases expuesta
en cualquiera de las SEQ ID NO. 1-9), empaquetados en un recipiente adecuado, junto
con instrucciones para su uso. Los kits pueden contener también reactivos periféricos
tales como tampones, estabilizantes, etc. Los expertos en el campo deberian apreciar
que las aplicaciones del método anterior tienen una amplia aplicaciéon para identificar
moléculas antisentido adecuadas para su uso en el tratamiento de otras muchas
enfermedades. En una realizacion, el kit comprende un oligdbmero antisentido de

acuerdo con cualquiera de las Férmulas (1)-(V1).
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Ejemplos
Aunque la anterior divulgacion se ha descrito con algo de detalle a modo de

ilustracion y ejemplo a efectos de claridad de comprension, sera facilmente evidente
para un experto en la técnica a la luz del contenido de esta divulgacién que se pueden
llevar a cabo determinados cambios y modificaciones en esta sin alejarse de la
naturaleza o alcance de las reivindicaciones anexas. Los siguientes ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracion solamente y no a modo de limitacién. Los expertos
en la técnica reconoceran facilmente una serie de parametros no criticos que se podrian
cambiar o modificar para proporcionar resultados esencialmente similares.

Materiales y métodos

Preparacion de subunidades morfolino

0 B 50 O B
—> J—
N+
OH H? \H
1 2
Cl
|/ @
O=P—N O=P—N

5

Esquema 1: ruta de sintesis general para las subunidades PMO

Haciendo referencia al Esquema 1, donde B representa un resto de
apareamiento de bases, se pueden preparar las subunidades morfolino a partir del
ribonucledsido (1) correspondiente mostrado. La subunidad morfolino (2) se puede
proteger opcionalmente mediante reaccion con un precursor de un grupo protector
adecuado, por ejemplo, cloruro de tritilo. El grupo protector 3’ se elimina generalmente
durante la sintesis de oligdbmeros en estado sélido, tal como se describe en mas detalle
mas adelante. El resto de apareamiento de bases se puede proteger de forma adecuada
para la sintesis de oligdbmeros en fase solida. Los grupos protectores adecuados
incluyen benzoilo para la adenina y la citosina, fenilacetiio para la guanina y
pivaloiloximetilo para la hipoxantina (Inosina). El grupo pivaloiloximetilo se puede
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introducir en la posicion N1 de la base heterociclica hipoxantina. Aunque se puede
emplear una subunidad de hipoxantina no protegida, los rendimientos en las reacciones
de activacion son muy superiores cuando se protege la base. Otros grupos protectores
adecuados incluyen los divulgados en la Patente de EE. UU. N.° 8 076 476, que se
incorpora por la presente por referencia en su totalidad.

La reaccion de 3 con el compuesto de fosforo activado 4 da como resultado
subunidades morfolino que tienen el resto de union 5 deseado.

Los compuestos de estructura 4 se pueden preparar utilizando cualquier
cantidad de métodos conocidos por los expertos en la técnica. El acoplamiento con el
resto morfolino procede a continuacion como se ha indicado anteriormente.

Los compuestos de estructura 5 se pueden utilizar en la sintesis de oligébmeros
en fase solida para la preparacion de oligdbmeros que comprenden los enlaces
intersubunidades. Dichos métodos son muy conocidos en la técnica. En resumen, un
compuesto de estructura 5 se puede modificar en el extremo 5’ para que contenga un
conector para un soporte soélido. Una vez soportado, el grupo protector de 5 (por
ejemplo, tritilo) en el extremo 3’ se elimina y la amina libre se hace reaccionar con un
resto de fosforo activado de un segundo compuesto de estructura 5. Esta secuencia se
repite hasta que se obtiene el oligo con la secuencia deseada. El grupo protector en el
extremo 3’ terminal puede eliminarse o dejarse si se desea una modificacion 3'. El oligo
se puede eliminar del soporte sdlido utilizando cualquier cantidad de métodos, o un
tratamiento de ejemplo con una base para escindir el enlace al soporte sdlido.

La preparacion de oligdmeros morfolino en general y de los oligémeros morfolino
especificos de la divulgacion se describen en mas detalle en los Ejemplos.
Preparacion de oligomeros morfolino

La preparacion de los compuestos de la divulgacién se puede llevar a cabo

utilizando el siguiente protocolo de acuerdo con el Esquema 2:

RVAR ANVAR
AOF0 —— OO0 —r
> - C

11 35
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Esquema 2: preparacién de acido de Cola activado

Preparacion de fenilcarbamato de ftritilpiperazina 35: a una suspension enfriada
de compuesto 11 en diclorometano (6 mL/g de 11) se anade a una solucién de carbonato
de potasio (3,2 eq.) en agua (4 mL/g de carbonato de potasio). A esta mezcla de dos
fases se afiade lentamente una solucién de cloroformiato de fenilo (1,03 eq.) en
diclorometano (2 g/g de cloroformiato de fenilo). La mezcla de reaccion se calienta hasta
20 °C. Al completarse la reaccion (1-2 h), las fases se separaron. La fase organica se
lava con agua, y se seca con carbonato de potasio anhidro. El producto 35 se aisla por

cristalizacion en acetonitrilo.
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Preparacion del alcohol de carbamato 36: se suspende hidruro sédico (1,2 eq.)
en 1-metil-2-pirrolidinona (32 mL/g de hidruro sédico). Se pueden afadir trietilenglicol
(10,0 eq.) y compuesto 35 (1,0 eq.) a esta suspension. La suspension densa resultante
se calienta hasta 95 °C. Al completarse la reaccién (1-2 h), la mezcla se enfria hasta
20 °C. A esta mezcla se anade un 30 % de diclorometano/éter metil tert-butilico (v:v) y
agua. La fase organica que contiene producto se lava sucesivamente con NaOH acuoso,
acido succinico acuoso y cloruro sodico acuoso saturado. El producto 36 se aisla
mediante cristalizacion en diclorometano/éter metil tert-butilico/heptano.

Preparacion de acido de Cola 37: a una solucion de compuesto 36 en
tetrahidrofurano (7 mL/g de 36) se afiaden anhidrido succinico (2,0 eq.) y DMAP
(0,5 eq.). La mezcla se calienta hasta 50 °C. Al completarse la reaccion (5 h), la mezcla
se enfria hasta 20 °C y se ajusta hasta pH 8,5 con NaHCO3 acuoso. Se afiade éter metil
tert-butilico, y el producto se extrae en la fase acuosa. Se afiade diclorometano y la
mezcla de la fase acuosa se ajusta hasta pH 3 con acido citrico acuoso. La fase organica
que contiene producto se lava con una mezcla de tampon citrato a pH = 3 y cloruro
sédico acuoso saturado. Esta solucién en diclorometano del compuesto 37 se utiliza sin
aislar en la preparacién del compuesto 38.

Preparacion del compuesto 38: se afiaden imida del acido N-hidroxi-5-
norborneno-2,3-dicarboxilico (HONB) (1,02 eq.), 4-dimetilaminopiridina (DMAP)
(0,34 eq.) y posteriormente clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-N*-etilcarbodiimida
(EDC) (1,1 eq.) a la solucién de compuesto 37. La mezcla se calienta hasta 55 °C. Al
completarse la reaccion (4-5 h), la mezcla se enfria hasta 20 °C y se lava sucesivamente
con acido citrico 0,2 M/salmuera 1:1 y salmuera. La solucion de diclorometano se
somete a un intercambio de disolvente por acetona y después por N,N-
dimetilformamida, y el producto se aisla por precipitacion de acetona/N,N-
dimetilformamida en cloruro sédico acuoso saturado. Se vuelve a formar una suspension
densa del producto crudo varias veces en agua para eliminar la N,N-dimetilformamida y
las sales residuales.

Método A de sintesis de PMO: uso de anclaje disulfuro

La introduccion de la “Cola” activada en la resina cargada con anclaje se lleva a
cabo en dimetilimidazolidinona (DMI) mediante el procedimiento utilizado para la

incorporacion de las subunidades durante la sintesis en fase solida.
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Esquema 3: preparacion del soporte sélido para la sintesis de oligémeros morfolino

Este procedimiento se puede llevar a cabo en un recipiente encamisado para
péptidos silanizado (ChemGilass, NJ EE. UU.) con una frita de vidrio de poro grueso (40-
60 um), agitador de hélice, y una llave de Teflon de 3 vias para permitir el borboteo de
N2 hacia arriba a través de la frita o una extraccion con vacio.

Los pasos de lavado/tratamiento de una resina en el siguiente procedimiento
constan de dos operaciones basicas: fluidizacion de la resina o reactor de lecho agitado
y extraccion con disolvente/solucion. Para la fluidizacion de la resina, la llave se coloca
en la posicién que permite el flujo de N2 hacia arriba a través de la frita y el
lavado/tratamiento de la resina especificado se afiade al reactor y se deja que impregne
y humedezca por completo la resina. A continuacién se comienza el mezclado y la
suspension densa de la resina se mezcla durante el tiempo especificado. Para la
extraccion con disolvente/solucion, se detienen el mezclado y el flujo de N2 y se arranca
la bomba de vacio y posteriormente la llave se coloca en la posicion que permite la
evacuacion del lavado/tratamiento de la resina para desechar. Todos los volumenes de
lavado/tratamiento de la resina son 15 mL/g de resina a menos que se indique otra cosa.

Se anade 1-metil-2-pirrolidinona (NMP; 20 mL/g de resina) a la resina de
aminometilpoliestireno (reticula 100-200; ~1,0 mmol/g de carga basada en la sustitucion
de nitrodgeno; 75 g, 1 eq., Polymer Labs, RU, parte n.° 1464-X799) en un recipiente
encamisado para péptidos silanizado y se deja que la resina se expanda por absorcién
de disolvente con el mezclado durante 1-2 h. Después de la evacuacion del disolvente
de absorcion, la resina se lava con diclorometano (2 x 1-2 min), un 5 % de
diisopropiletilamina en un 25 % de isopropanol/diclorometano (2 x 3-4 min) y

diclorometano (2 x 1-2 min). Después de la evacuacion del lavado final, la resina se trata
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con una solucién de anclaje disulfuro 34 en 1-metil-2-pirrolidinona (0,17 M; 15 mL/g de
resina, ~2,5 eq.) y la mezcla de resina/reactivo se calienta a 45 °C durante 60 h. Al
completarse la reaccion, se interrumpe el calentamiento y la solucion de anclaje se
evacua y la resina se lava con 1-metil-2-pirrolidinona (4 x 3-4 min) y diclorometano (6 x
1-2 min). La resina se trata con una solucion de dicarbonato de dietilo (DEDC) al 10 %
(v/v) en diclorometano (16 mL/g; 2 x 5-6 min) y después se lava con diclorometano (6 x
1-2 min). La resina 39 se seca en una corriente de N, durante 1-3 h y después al vacio
hasta llegar a un peso constante (+ 2 %).

Determinacion de la carga de resina de aminometilpoliestireno-disulfuro: la carga
de la resina (numero de sitios reactivos potencialmente disponibles) se determina
mediante un ensayo espectrométrico para la cantidad de grupos trifenilmetilo (tritilo) por
gramo de resina.

Se transfiere un peso conocido de resina seca (25 + 3 mg) a un matraz
volumétrico de 25 mL silanizado y se afiaden ~5 mL de acido trifluoroacético al 2 % (v/v)
en diclorometano. El contenido se mezcla revolviendo suavemente y después se deja
reposar durante 30 min. El volumen se lleva hasta 25 mL con acido trifluoroacético
adicional al 2 % (v/v) en diclorometano y el contenido se mezcla exhaustivamente.
Utilizando una pipeta de desplazamiento positivo, se transfiere una alicuota de la
solucién que contiene tritilo (500 pL) a un matraz volumétrico de 10 mL y el volumen se
lleva hasta 10 mL con acido metanosulfénico.

El contenido de catidn tritilo en la solucion final se mide mediante absorcion UV
a 431,7 nm y se calcula la carga de la resina en grupos tritilo por gramo de resina
(umol/g) utilizando los volumenes, diluciones, coeficiente de extincion (g: 41 ymol-1cm-
1) y peso de resina adecuados. El ensayo se lleva a cabo por triplicado y se calcula la
carga promedio.

El procedimiento de carga de la resina en este ejemplo proporcionara una resina
con una carga de aproximadamente 500 ymol/g. Se obtiene una carga de 300-400
en uymol/g si el paso de incorporacion del anclaje disulfuro se lleva a cabo durante 24 h
a temperatura ambiente.

Carga de la Cola: utilizando el mismo montaje y los mismos voliumenes que para
la preparacién de la resina de aminometilpoliestireno-disulfuro, se puede introducir la
Cola en el soporte sélido. La resina cargada con anclaje se desprotege en primer lugar
en condiciones acidas y el material resultante se neutraliza antes del acoplamiento. Para
el paso de acoplamiento, se utiliza una solucion del compuesto 38 (0,2 M) en DMI que

contiene 4-etilmorfolina (NEM, 0,4 M) en lugar de 1-metil-2-pirrolidinona para la solucién
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de anclaje disulfuro. Después de 2 h a 45 °C, la resina 39 se lava dos veces con un 5 %
de diisopropiletilamina en isopropanol/diclorometano al 25 % y una vez con DCM. Se
anade una solucién de anhidrido benzoico (0,4 M) y NEM (0,4 M) a la resina. Después
de 25 min, la camisa del reactor se enfria hasta temperatura ambiente, y la resina se
lava dos veces con un 5 % de diisopropiletilamina en isopropanol/diclorometano al 25 %
y ocho veces con DCM. La resina 40 se filira y se seca con alto vacio. La carga para la
resina 40 se define de modo que es la carga de la resina de aminometilpoliestireno-
disulfuro original 39 utilizada en la carga de la Cola.

Sintesis en fase sdlida: los oligdbmeros morfolino se preparan en un
BioAutomation 128AVB (Plano, TX) fabricado a medida en columnas de reaccién de
propileno BioComma de 4 mL (Parte n.° CT003-BC). Un bloque de aluminio con canales
para el flujo de agua se situa alrededor de las columnas al colocarlas en el sintetizador.
El AVB128 afade alternativamente soluciones de reactivo/lavado, las retiene durante
un tiempo especificado y evacua las columnas utilizando vacio.

Para los oligébmeros en el intervalo de hasta aproximadamente 25 subunidades
de longitud, se prefiere una resina de aminometilpoliestireno-disulfuro con una carga
préxima a 500 pymol/g de resina. Para oligémeros mas largos, se prefiere una resina de
aminometilpoliestireno-disulfuro con una carga de 300-400 umol/g de resina. Si se
desea una molécula con una Cola &', se selecciona una resina que ha sido cargada con
la Cola con las mismas directrices de carga.

Se preparan las siguientes soluciones de reactivos:

Solucion de destritilacion: 4-cianopiridina al 1 % y acido trifluoroacético (p/p) en
solucion de diclorometano/trifluoroetanol 4:1;

Solucion de neutralizacion: diisopropiletilamina al 3 % en solucién de
diclorometanol/isopropanol 5:1; y

Solucion de acoplamiento: subunidad morfolino activada de la base y tipo de union
deseados 0,18 M (o 0,24 M para los oligbmeros que han incorporado mas de 20
subunidades) con N-etilmorfolina 0,4 M en solucién de 1,3-dimetilimidazolidinona (DMI).

Se utiliza diclorometano (DCM) como un lavado de transicion que separa los
diferentes lavados de solucion de reactivo.

En el sintetizador, con el bloque fijado a 42 °C, se afiaden 2 mL de 1-metil-2-
pirrolidinona a cada columna que contiene 30 mg de resina de aminometilpoliestireno-
disulfuro (o resina de Cola) y se deja reposar a temperatura ambiente durante 30 min.
Después de lavar 2 veces con 2 mL de diclorometano, se puede emplear el siguiente

ciclo de sintesis:
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Paso Vol.

Suministro

Destritilaciéon 1,5 mL Colector
Destritilaciéon 1,5 mL Colector
Destritilacion 1,5 mL Colector
Destritilacion 1,5 mL Colector
Destritilacion 1,5 mL Colector
Destritilacion 1,5 mL Colector
Destritilaciéon 1,5 mL Colector
DCM 1,5 mL Colector
Neutralizacion 1,5 mL Colector
Neutralizacion 1,5 mL Colector
Neutralizacion 1,5 mL Colector
Neutralizacion 1,5 mL Colector
Neutralizacion 1,5 mL Colector

Neutralizacion 1,5 mL Colector

DCM 1,5 mL Colector
Acoplamiento 350-500uL  Jeringa
DCM 1,5 mL Colector

15 segundos
15 segundos
15 segundos
15 segundos
15 segundos
15 segundos

15 segundos

30 segundos

30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
30 segundos

30 segundos

30 segundos
40 minutos

30 segundos

Tiempo de retencion

Neutralizacion 1,5 mL Colector 30 segundos

Neutralizacion 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

Las secuencias de los oligébmeros individuales se programan en el sintetizador
de modo que cada columna reciba la solucion de acoplamiento apropiada (A, C, G, T o
I) en la secuencia apropiada. Cuando el oligdbmero en una columna ha completado la
incorporacion de su subunidad final, la columna se retira del bloque y se lleva a cabo un
ciclo final manualmente utilizando una solucién de acoplamiento que contiene cloruro
de 4-metoxitrifenilmetilo (0,32 M en DMI) y 4-etilmorfolino 0,89 M.

Escision de la resina y eliminacion de bases y grupos protectores del esqueleto:
después de la metoxitritilacion, la resina se lava 8 veces con 2 mL de 1-metil-2-
pirrolidinona. Se afade un mL de solucion de escision constituida por 1,4-ditiotreitol
(DTT) 0,1 My trietilamina 0,73 M en 1-metil-2-pirrolidinona, la columna se tapa y se deja
reposar a temperatura ambiente durante 30 min. Después de ese tiempo, la solucioén se

vacia en un vial Wheaton de 12 mL. La resina cuyo volumen se ha reducido
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considerablemente se lava dos veces con 300 pL de solucion de escision. A la solucién
se afiaden 4,0 mL de amoniaco acuoso conc. (almacenado a -20 °C), el vial se tapa
herméticamente (con un tapon de rosca revestido con Teflon) y la mezcla se revuelve
para mezclar la solucién. El vial se coloca en un horno a 45 °C durante 16-24 h para
llevar a cabo la escisidon de bases y grupos protectores del esqueleto.

Purificacion del producto crudo: la solucion de amindlisis en el vial se saca del
horno y se deja enfriar hasta temperatura ambiente. La solucion se diluye con 20 mL de
amoniaco acuoso al 0,28 % y se hace pasar a través de una columna de 2,5x10 cm que
contiene resina Macroprep HQ (BioRad). Un gradiente salino (A: amoniaco al 0,28 %
con B: cloruro sédico 1 M en amoniaco al 0,28%; 0-100 % de B en 60 min) se utiliza
para eluir el oligobmero protegido con metoxitritilo. Las fracciones combinadas se
agrupan y se procesan adicionalmente dependiendo del producto deseado.

Desmetoxitritilacion de oligdbmeros morfolino: las fracciones agrupadas de la
purificacion Macroprep se tratan con HsPO4 1 M para reducir el pH hasta 2,5. Después
de un mezclado inicial, las muestras se dejan reposar a temperatura ambiente durante
4 min, momento en el cual se neutralizan hasta pH 10-11 con un 2,8 % de
amoniaco/agua. Los productos se purifican mediante extraccion en fase sélida (SPE).

Empaquetado y acondicionamiento de la columna SPE: se empaqueta
Amberchrome CG-300M (Dow Chemicals (Rohm y Haas) ; Midland, MI) (3 mL) en
columnas fritadas de 20 mL (Columnas de cromatografia BioRad Econo-Pac (732-
1011)) y la resina se enjuaga con 3 mL de los siguientes: NH4OH al 0,28 %/acetonitrilo
al 80 %; NaOH 0,5 M/etanol al 20 %; agua; HsPO4 50 mM/acetonitrilo al 80 %; agua;
NaOH 0,5/etanol al 20 %; agua; NH4OH al 0,28 %.

Purificacion SPE: la solucién procedente de la desmetoxitritilacion se carga en
la columna y la resina se enjuaga tres veces con 8 mL de amoniaco acuoso al 0,28 %.
Un vial Wheaton (12 mL) se coloca bajo la columna y el producto se puede eluir con dos
lavados con 2 mL de acetonitrilo al 45 % en amoniaco acuoso al 0,28 %.

Aislamiento del producto: las soluciones se congelan en hielo seco y los viales
se colocan en un liofilizador durante al menos dos dias para producir un polvo blanco
esponjoso. A continuacion, las muestras se disuelven en agua, se filtran a través de un
filtro de 0,22 micras (Pall Life Sciences, filtro de jeringa Acrodisc de 25 mm, con una
membrana HT Tuffryn de 0,2 micras) utilizando una jeringa, y la Densidad Optica (DO)
se mide en un espectréometro UV para determinar las unidades de DO de oligémero
presente, asi como para dispensar la muestra para su analisis. A continuacion, las

soluciones se colocan de nuevo en viales Wheaton para su liofilizacion.
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Andlisis de Oligdbmeros morfolino mediante MALDI: se puede utilizar la
espectrometria de masas MALDI-TOF para determinar la composicion de las fracciones
en las purificaciones, asi como para proporcionar evidencia de la identidad (peso
molecular) de los oligémeros. Las muestras se pueden ejecutar después de la dilucion
con una solucion de acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico (acido sinapinico), 3,4,5-
trihidroxiacetofenona (THAP) o acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) como
matrices.

Método B de sintesis de PMO: uso de anclaje nitrocarboxifenilpropilo (NCP2).

Sintesis del anclaje NCP2:

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

O OH O« _OMe

O,N ON

F

1

Se pueden afiadir 12,7 kg de acido 4-fluoro-3-nitrobenzoico, 40 kg de metanol y
2,82 kg de acido sulfurico concentrado a un matraz de 100 L. La mezcla se agita a reflujo
(65 °C) durante 36 horas. La mezcla de reaccion se enfria hasta 0 °C. Se pueden formar
cristales a aproximadamente 38 °C. La mezcla se mantiene a 0 °C durante 4 horas y
después se filtra en nitrégeno. El matraz de 100 L se lava y la masa retenida en el filtro
se lava con 10 kg de metanol que se habian enfriado hasta 0 °C. La masa sélida retenida
en el filtro se seca en el embudo durante 1 hora, se transfiere a bandejas y se seca en
un horno de vacio a temperatura ambiente hasta un peso constante.
2. Preparacion de acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico

A. (Z)-4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de metilo (2)

O OMe
O OMe

O2N =

1 2
Se pueden afiadir 3,98 kg de 4-fluoro-3-nitrobenzoato de metilo (1) del paso
anterior, 9,8 kg de DMF y 2,81 kg de acetoacetato de metilo a un matraz de 100 L. La
mezcla se agita y se enfria hasta 0 °C. Se afiaden 3,66 kg de DBU durante
100



aproximadamente 4 horas mientras la temperatura se mantiene a 5 °C o menos. La
mezcla se agita 1 hora mas. Se afiade una solucion de 8,15 kg de acido citrico en 37,5 kg
de agua purificada mientras la temperatura de la reaccion se mantiene a 15 °C o menos.
Después de la adicion, la mezcla de reaccion se agita 30 minutos mas y después se
filtra en nitrogeno. La masa humeda retenida en el filiro se devuelve al matraz de 100 L
junto con 14,8 kg de agua purificada. La suspension densa se agita durante 10 minutos
y a continuacion se filtra. La masa humeda se devuelve de nuevo al matraz de 100 L,
se forma una suspension densa con 14,8 kg de agua purificada durante 10 minutos y se
fitra para obtener (Z)-4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de
metilo crudo.

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

Os_-OMe O _OH
—
O2N O,N
=z o<
OH O o)
2 3

El (Z)-4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoato de metilo crudo
se puede cargar en un matraz de reaccion de 100 L en nitrégeno. Se afiaden 14,2 kg
de 1,4-dioxano y después se agita. Se afiade una solucion de 16,655 kg de HCI
concentrado y 13,33 kg de agua purificada (HCI 6 M) durante 2 horas mientras la
temperatura de la mezcla de reaccion se mantiene por debajo de 15 °C. Cuando la
adicién se ha completado, la mezcla de reaccion se calienta a reflujo (80 °C) durante 24
horas, se enfria hasta temperatura ambiente y se filira en nitrégeno. La masa sdlida
retenida en el filtro se tritura con 14,8 kg de agua purificada, se filtra, se tritura de nuevo
con 14,8 kg de agua purificada y se filtra. El sélido se devuelve al matraz de 100 L con
39,9 kg de DCM y se somete a reflujo con agitacion durante 1 hora. Se afiaden 1,5 kg
de agua purificada para disolver los solidos restantes. La fase organica inferior se separa
en un matraz de 72 L precalentado, a continuacion se devuelve a un matraz de 100 L
seco y limpio. La solucion se enfria hasta 0 °C, se mantiene durante 1 hora, a
continuacion se filtra. La masa solida retenida en el filtro se lava dos veces, cada una
con una solucién de 9,8 kg de DCM y 5 kg de heptano, después se seca en el embudo.
El sdlido se transfiere a bandejas y se seca hasta un peso constante de 1,855 kg de
acido 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoico.
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3. Preparacion de succinato de N-tritilpiperazina (NTP)

NH,*
g y LS

“ ’ [ j — HO,c” N0
SACIN a)e

Se pueden cargar 1,805 kg de cloruro de trifenilmetilo y 8,3 kg de tolueno
(solucion de TPC) en un matraz encamisado de 72 L en nitrégeno. La mezcla se agita
hasta que se disuelven los sélidos. Se afiaden 5,61 kg de piperazina, 19,9 kg de tolueno
y 3,72 kg de metanol en nitrdgeno a un matraz de reaccion encamisado de 100 L. La
mezcla se agita y se enfria hasta 0 °C. La solucion de TPC se afiade lentamente durante
4 horas en porciones, mientras la temperatura de reaccion se mantiene a 10 °C o menos.
La mezcla se agita durante 1,5 horas a 10 °C, después se deja calentar hasta 14 °C. Se
pueden cargar 32,6 kg de agua purificada al matraz de 72 L, a continuacion se
transfieren al matraz de 100 L mientras la temperatura interna del lote se mantiene a 20
+ 5 °C. Se deja que las fases se separen y la fase acuosa inferior se separa y se
almacena. La fase organica se extrae tres veces con 32 kg de agua purificada cada una
y las fases acuosas se separan y se combinan con la solucién acuosa almacenada.

La fase organica restante se enfria hasta 18 °C y se afiade lentamente una
solucion de 847 g de acido succinico en 10,87 kg de agua purificada en porciones a la
fase organica. La mezcla se agita durante 1,75 horas a 20 + 5 °C. La mezcla se filtra y
los sdlidos se lavan con 2 kg de TBME y 2 kg de acetona, y a continuacién se secan en
el embudo. La masa retenida en el filtro se tritura dos veces con 5,7 kg cada una de
acetona y se filtra y se lava con 1 kg de acetona entre trituraciones. El sélido se seca en
el embudo, a continuacion se transfiere a bandejas, y se seca en un horno de vacio a
temperatura ambiente hasta alcanzar un peso constante.

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

A. Preparacion de 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazino-1-carbonil)fenil)propan-2-ona

N\
Oy -OH O NTo—N C
— .
O:N 02N
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Se pueden cargar 2 kg de acido 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.HCI) en nitrogeno en un matraz encamisado de 100 L. La solucién se agita hasta
que se forma una mezcla homogénea. Se afiaden 3,048 kg de NTP durante 30 minutos
a temperatura ambiente y se agita durante 8 horas. Se afiaden 5,44 kg de agua
purificada a la mezcla de reaccion y se agita durante 30 minutos. Se deja que las fases
se separen y la fase organica inferior que contiene el producto se drena y se almacena.
La fase acuosa se extrae dos veces con 5,65 kg de DCM. Las fases organicas
combinadas se lavan con una solucion de 1,08 kg de cloruro sédico en 4,08 kg de agua
purificada. La fase organica se seca en 1,068 kg de sulfato sodico y se filtra. El sulfato
sodico se lava con 1,3 kg de DCM. Se forma una suspension densa de las fases
organicas combinadas con 252 g de gel de silice y se filtra a través de un embudo de
filtro que contiene un lecho de 252 g de gel de silice. El lecho de gel de silice se lava
con 2 kg de DCM. Las fases organicas combinadas se evaporan en un evaporador
rotatorio, y después se afiaden 4,8 kg de THF al residuo y se evaporan en el evaporador
rotatorio hasta que se alcanzan 2,5 voliumenes de la 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazino-1-
carbonil)fenil)propan-2-ona cruda en THF.

B. Preparacion de (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-il)metanona

N—/\ o N_/\N
W - % £

0
4 5

Se pueden cargar 3600 g de compuesto 4 del paso previo y 9800 g de THF en
nitrégeno en un matraz encamisado de 100 L. La solucién agitada se enfria hasta<5 °C.
La solucion se diluye con 11 525 g de etanol y 194 g de borohidruro sédico durante
aproximadamente 2 horas a < 5 °C. La mezcla de reaccion se agita 2 horas mas a <
5 °C. La reaccion se desactiva con una solucion de 1,1 kg de cloruro aménico en 3 kg
de agua mediante adicion lenta para mantener la temperatura a < 10 °C. La mezcla de
reaccion se agita 30 minutos mas, se filtra para eliminar los compuestos inorganicos, se
vuelve a cargar en un matraz encamisado de 100 L y se extrae con 23 kg de DCM. La

fase organica se separa y la fase acuosa se extrae dos veces mas con 4,7 kg de DCM
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cada una. Las fases organicas combinadas se lavan con una solucién de 800 g de
cloruro sédico en 3 kg de agua, después se secan en 2,7 kg de sulfato sédico. La
suspension se filtra y la masa retenida en el filtro se lava con 2 kg de DCM. Los filtrados
combinados se concentran hasta 2,0 volumenes, se diluyen con 360 g de acetato de
etilo y se evaporan. El producto crudo se carga en una columna de gel de silice de 4 kg
de silice empaquetada con DCM en nitrégeno y se eluye con 2,3 kg de acetato de etilo
en 7,2 kg de DCM. Las fracciones combinadas se evaporan y el residuo se recoge en
11,7 kg de tolueno. La solucién de tolueno se filtra y la masa retenida en el filtro se lava
dos veces con 2 kg de tolueno cada una. La masa retenida en el filtro se seca hasta
alcanzar un peso constante.

5. Preparaciéon de (1-(2-nitro-4-(4-trifenilmetilpiperazino-1 carbonil)fenil)propan-2-
il)carbonato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (Anclaje NCP2)
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Anclaje NCP2

Se pueden cargar 4,3 kg de compuesto 5 (peso ajustado basandose en el
tolueno residual por 'H RMN; todos los reactivos en adelante se gradian en
consecuencia) y 12,7 kg de piridina en un matraz encamisado de 100 L en nitrégeno.
Se afiaden 3,160 kg de DSC (78,91 % en peso por 'H RMN) a este mientras la
temperatura interna se mantiene a < 35 °C. La mezcla de reaccién se deja madurar
durante aproximadamente 22 horas a temperatura ambiente y a continuacion se filtra.
La masa retenida en el filtro se lava con 200 g de piridina. En dos lotes, que comprenden
cada uno %z del volumen de filtrado, se puede cargar lentamente el lavado de filtrado en
un matraz encamisado de 100 L que contiene una solucion de 11 kg de acido citrico y
50 kg de agua, y se agita durante 30 minutos para permitir la precipitacion de un solido.
El solido se recoge con un embudo de filtro, se lava dos veces con 4,3 kg de agua por
lavado y se seca en el embudo de filtro al vacio.

Los solidos combinados pueden cargarse en un matraz encamisado de 100 L y
disolverse en 28 kg de DCM y lavarse con una solucion de 900 g de carbonato potasico

en 4,3 kg de agua. Después de 1 hora, se permite que las fases se separen y la fase
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acuosa se elimina. La fase organica se lava con 10 kg de agua, se separa y se seca en
3,5 kg de sulfato sodico. EI DCM se filtra, se evapora y se seca al vacio hasta obtener
6,16 kg de anclaje NCP2.

Sintesis de resina cargada con anclaje NCP2

Se pueden cargar aproximadamente 52 L de NMP y 2300 g de resina de
aminometilpoliestireno en un reactor de sintesis en fase sélida de 75 L con una llave de
Teflon. La resina se agita en el NMP para que se expanda por absorcion de disolvente
durante aproximadamente 2 horas y después se drena. La resina se lava dos veces con
4 L de DCM por lavado, después dos veces con 39 L de solucién de neutralizacion por
lavado, después dos veces con 39 L de DCM por lavado. La solucién de anclaje NCP2
se afiade lentamente a la solucion de resina en agitacién, se agita durante 24 horas a
temperatura ambiente y se drena. La resina se lava cuatro veces con 39 L de NMP por
lavado y seis veces con 39 L de DCM por lavado. La resina se trata y se agita con 2 de
la solucion de rematado de dicarbonato de dietilo (DEDC) durante 30 minutos, se drena
y se trata y agita con la 2.2 mitad de la solucion de rematado de DEDC durante 30
minutos y se drena. La resina se lava seis veces con 39 L de DCM por lavado y a
continuacién se seca en un horno hasta un peso constante de 3573,71 g de Resina
cargada con anclaje.

Preparacion de oligomero morfolino utilizando anclaje NCP2

Sintesis en fase sélida de 50 L de sustancia farmacolégica cruda de PMO
1. Materiales

Tabla 2: Materiales de partida

Nombre delNombre quimico Numero |Férmula |Peso
material CAS quimica  |molecular
Subunidad AlEster N,N-dimetil-[6-[6-|1155373-|C3sH37CIN7|722,2

activada (benzoilamino)-9H-purin-9-il]-4- 30-0 O4P
(trifenilmetil)-2-morfoliniljmetilico del
acido fosforamidoclorhidrico

Subunidad C|Ester N,N-dimetil-[6-[4-{1155373-|C37H37CIN5|698,2
activada (benzoilamino)-2-oxo-1(2H)- 31-1 OsP
pirimidinil]-4-(trifenilmetil)-2-

morfolinillmetilico del acido
fosforamidoclorhidrico

Subunidad  [Ester 2,2-dimetil-4-[[[9-[6-|1155309- |C51H53CIN7(942,2
DPG activada [[[cloro(dimetilamino)fosfiniljoxilmeti|89-9 O-P
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[]-4-(trifenilmetil)-2-morfolinil]-2-[(2-
fenilacetil)amino]-9H-purin-6-
ilJloxi]metilJfenilico del acido
propanoico

Subunidad T|Ester N,N-dimetil-[6-(3,4-dihidro-5-[1155373-|C31H34CIN4|609, 1
activada metil-2,4-dioxo-1(2H)-pirimidinil]-4- |34-4 OsP

(trifenilmetil)-2-morfoliniljmetilico del

acido fosforamidoclorhidrico
Cola EG3|Ester 1-[3aR,4S,7R,7aS)-{1380600- |C43H47N3O (765,9
activada 1,3,3a,4,7,7a-hexahidro-1,3-dioxo- |06-5 10
4,7-metano-2H-isoindol-2-il] 4-[2-[2-
[2-[[[4-(trifenilmetil)-1-

piperazinil]carbonilJoxi]etoxi]etoxi]et

ilico] del &cido butanodioico

Estructuras quimicas de los materiales de partida:
A. Cola EG3 activada

BMNWM %
O
g

B. Subunidad C activada (Para la preparacion, remitase a la Patente de EE. UU. N.°
8 067 571)
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C. Subunidad A activada (Para la preparacion, remitase a la Patente de EE. UU. N.°

8 067 571)

Cl
A
N—IID:O

O%r o9

D. Subunidad DPG activada (Para la preparacion, remitase al documento WO
2009/064471)
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F. Resina cargada con anclaje

o
O5N
ey O
L

: T
O)\NH
L

donde R' es un medio de soporte
Tabla 3: Descripcion de soluciones para la sintesis de oligdbmeros en fase sdlida de la

sustancia farmacolégica cruda de PMO

Nombre de la | Composicion de la solucion
solucién
Solucion de anclaje | 37,5 L de NMP y 1292 g de anclaje NCP2
NCP2
Solucion de | 4,16 L de dicarbonato de dietilo (DEDC), 3,64 L de NEM y 33,8
rematado de DEDC | L de DCM

Solucion de CYTFA | 2,02 kg de 4-cianopiridina, 158 L de DCM, 1,42 L de TFA, 39
L de TFE y 2 L de agua purificada

Solucién de | 35,3 L deIPA, 7,5L de DIPEA Y 106,5 L de DCM
neutralizacion
Solucion de escision | 1530,04 g de DTT, 6,96 L de NMP y 2,98 L de DBU

2. Sintesis de la sustancia farmacolégica cruda de PMO

A. Expansion de la resina por absorcién de disolvente

Puede cargarse una alicuota de 750 g de resina cargada con anclajey 10,5 L de
NMP en un reactor silanizado de 50 L y agitarse durante 3 horas. EI NMP se drena y la
resina cargada con anclaje se lava dos veces con 5,5 L cada una de DCM y dos veces
con 5,5 L cada una de TFE/DCM al 30 %.

B. Ciclo 0: acoplamiento de la cola EG3

La resina cargada con anclaje se lava tres veces con 5,5 L cada una de
TFE/DCM al 30 % y se drena, se lava con 5,5 L de solucion de CYTFA durante 15
minutos y se drena, y de nuevo se lava con 5,5 L de solucion de CYTFA durante 15
minutos sin drenar, en la cual pueden cargarse 122 mL de NEM/DCM 1:1 y la

suspension puede agitarse durante 2 minutos y drenarse. La resina se lava dos veces
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con 5,5 L de solucién de neutralizacion durante 5 minutos y se drena, después dos veces

con 5,5 L cada una de DCM y se drena. Puede cargarse una solucién de 706,2 g de
Cola EG3 activada y 234 mL de NEM en 3 L de DMI en la resina y agitarse durante 3

horas a TA y drenarse. La resina se lava dos veces con 5,5 L cada una de solucion de

neutralizacién durante 5 minutos para cada lavado, y después una vez con 5,5 L de

DCM vy se drena. Puede cargarse una solucion de 374,8 g de anhidrido benzoico y

195 mL de NEM en 2680 mL de NMP vy agitarse durante 15 minutos y drenarse. La

resina se agita con 5,5 L de solucion de neutralizacion durante 5 minutos, a continuacion
se lava una vez con 5,5 L de DCM y dos veces con 5,5 L cada una de TFE/DCM al 30 %.

La resina se suspende en 5,5 L de TFE/DCM al 30 % y se mantiene durante 14 horas.

C. Ciclos de acoplamiento de subunidades 1-n

Tabla 4 - Acoplamiento de subunidades basicas generales

Tratamiento previo alCiclo de acoplamiento  [Tratamiento
acoplamiento posterior al
acoplamiento
. 1 2 3 4 1 2
N_' d TFE/D [Soluci [Soluci DCM  [Cantidad Tiempo deDCM TFE/DC
ciclo: CM alén de6n delLavado [SU (g) acoplamie Lavado M al
Subunidad
30 % [CYTF |neutral NEM (L) nto a TA (h) 30 %
(V) Lavad A izacion DMI (L) Lavado
o
1.C 55L [a) 3x5,5 b,5L [5636,7 g; 1955 5,5 L 2x5,5L
55L L mL de NEM;
b) 3,2 L de DMI
55 L,
122 m
L

"mL indica la cantidad de NEM/DCM 1:1

i. Tratamientos previos al acoplamiento

Antes de cada ciclo de acoplamiento, la resina se: 1) lava con TFE/DCM al 30 %;

2) a) se trata con solucion de CYTFA durante 15 minutos y se drena y b) se trata con

solucion de CYTFA durante 15 minutos a la cual se afiade NEM/DCM 1:1, se agita y se
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drena, 3) se agita tres veces con solucion de neutralizacion y 4) se lava dos veces con
DCM.
ii. Tratamientos posteriores al acoplamiento
Después de drenar cada solucion de subunidades, la resina se: 1) lava con DCM;
y 2) se lava dos veces con TFE/DCM al 30 %. Si la resina se mantiene durante un
periodo de tiempo antes del siguiente ciclo de acoplamiento, el segundo lavado con
TFE/DCM no se drena y la resina se retiene en dicha solucion de lavado con TFE/DCM.
iii. Ciclos de acoplamiento de subunidades activadas
Cada ciclo de acoplamiento se lleva a cabo tal como se ha descrito de forma
general para el acoplamiento del monémero C inicial (citosina) en la Tabla 2 para cada
subunidad que contiene bases.
iv. Lavado con IPA final
Después de llevar a cabo el paso de acoplamiento final, la resina se lava 8 veces
con 19,5 L cada una de IPA, y se seca al vacio a temperatura ambiente durante
aproximadamente 63,5 horas hasta un peso seco de 5579,8 g.
C. Escision
La sustancia farmacologica cruda de PMO unida a la resina anterior se divide en
dos lotes, cada lote se trata de la siguiente manera. Un lote de 2789,9 g de resina se:
1) agita con 10 L de NMP durante 2 h, después el NMP se drena; 2) se lava tres veces
con 10 L cada una de TFE/DCM al 30 %; 3) se trata con 10 L de solucion de CYTFA
durante 15 minutos; y 4) se trata con 10 L de solucion de CYTFA durante 15 minutos a
la cual se afiaden después 130 mL de NEM/DCM 1:1 y se agita durante 2 minutos y se
drena. La resina se trata tres veces con 10 L cada una de solucién de neutralizacion, se
lava seis veces con 10 L de DCM, y ocho veces con 10 L cada una de NMP. La resina
se trata con una solucion de escisién de 1530,4 g de DTT y 2980 DBU en 6,96 L de
NMP durante 2 horas para desprender la sustancia farmacolégica cruda de PMO de la
resina. La solucion de escision se drena y se mantiene en un recipiente separado. El
reactor y la resina se lavan con 4,97 L de NMP que se combinan con la solucion de
escision.
D. Desproteccion
La solucion de escision y el lavado de NMP combinados se transfieren a un
recipiente a presion al cual se afiaden 39,8 L de NH4sOH (NH3*H.O) que se preenfria
hasta una temperatura de -10 °C a -25 °C en un congelador. El recipiente a presion se
cierra herméticamente y se calienta hasta 45 °C durante 16 horas, a continuacion se

deja enfriar hasta 25 °C. Esta solucion de desproteccion que contiene la sustancia
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farmacoldégica cruda de PMO se diluye 3:1 con agua purificada y el pH se ajusta hasta
3,0 con acido fosférico 2 M, a continuacién se ajusta hasta pH 8,03 con NH,OH.
E. Purificacion de la sustancia farmacologica cruda de PMO

La solucion de desproteccion de la parte D anterior, que contiene la sustancia
farmacoldgica cruda de PMO, se carga en una columna de resina de intercambio
anionico ToyoPearl Super-Q 650S (Tosoh Bioscience) y se eluye con un gradiente de
un 0-35 % de B en 17 volimenes de columna (Tampdn A: hidroxido sodico 10 mM,
Tampoén B: cloruro sédico 1 M en hidroxido sodico 10 mM) y las fracciones de pureza
aceptable (C18 y SCX HPLC) se combinan para obtener una soluciéon de producto
farmacoldgico purificado.

La solucién de sustancia farmacolégica purificada se desala y se liofiliza para
obtener la sustancia farmacologica de PMO purificada.

Tabla 5. Acrénimos

Acrénimo Nombre

CYTFA Acido trifluoroacético 4-cianopiridina
CPP Péptido que penetra en las células
DBU 1,8-Diazabicicloundec-7-eno

DCM Diclorometano

DEDC Dicarbonato de dietilo

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

DMI 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona
DMSO Sulféxido de dimetilo

DTT DL-Ditiotreitol

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién
IPA Alcohol isopropilico

PM Peso molecular

NEM N-Etilmorfolino

NMP N-Metil-2-pirrolidona

SAX Intercambio anidnico intenso

SCX Intercambio catiénico intenso

SPE Extraccion en fase sdlida

TA Temperatura ambiente

TFA Acido 2,2,2-trifluoroacético

TFE 2,2,2-Trifluoroetanol
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Conjugaciéon de CPP ("R6Gly" se divulga como SEQ ID NO: 11)

OO0 HO/\/O\/\O/\/O\]/O
HO 0] \(
’ O
[N] 1. AG-R-R-R-R-R-R-Gly-OH .6TFA N
d DIPEA, DMSO PMO
mgo E
? ’C s CH3 T O._ ,Base
O._,Base Hsc—N. \>®/ N j/
j/ CH,
N 7 | N\N 5 /’L
A H
3 | PFe Ac-ReGly” N0
0© BHCI

2. NH4OH

3. Filtracion WCXy SPE
con intercambio i6nico de cloruro

Procedimientos analiticos: los espectros de desorcién/ionizacion LASER
asistidos por una matriz con deteccion de masas por tiempo de vuelo (MALDI-TOF-MS)
se pueden registrar en un instrumento Bruker AutoflexTM Speed, utilizando una matriz
de acido sinapinico (SA). La SCX-HPLC se puede llevar a cabo en un sistema Thermo
Dionex UltiMate 3000 equipado con un detector de matriz de diodos 3000 y una columna
ProPacTM SCX-20 (250 x 4 mm) utilizando una tasa de flujo de 1,0 mL/min (pH = 2;
temperatura de la columna 30 °C). Las fases moviles pueden ser A (25 % de acetonitrilo
en agua que contiene HisPO4 24 mM) y B (25 % de acetonitrilo en agua que contiene
KCI 1 My H3PO4 24 mM). Se puede emplear un gradiente de elucion: 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.

Se afiaden hexatrifluoroacetato de Ac-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-Gly-
OH (SEQ ID NO: 11) (614,7 mg, 0,354 mmol) y hexafluorofosfato de 1-
[bis(dimetilamino)metileno]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio 3-0xido (HATU, 134,4 mg,
0,354 mmol) y sulféxido de dimetilo (DMSO, 20 mL) a una mezcla del PMO (nuevamente
secado mediante liofilizacion durante dos dias). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 3 minutos, después se afiade N,N-diisopropiletiiamina (DIPEA,
68,5 mg, 0,530 mmol). Después de 5 minutos, la mezcla turbia pasa a ser una solucion
transparente. La reaccion se puede monitorizar por SCX-HPLC. Después de 2 horas,
se afiaden 20 mL de solucién de hidroxido aménico al 10 % (2,8 % de NH3*H.0). La
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 2 horas mas. La reaccion se termina
con la adicion de 400 mL de agua. Se afiade trifluoroetanol (2,0 mL) a la solucién.

La solucion se divide en dos partes y cada parte se puede purificar con una

columna WCX (10 g de resina por columna). Cada columna WCX se lava en primer lugar
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con un 20 % de acetonitrilo en agua (v/v) para eliminar el material de partida PMO. Los
lavados (225 mL para cada columna) se pueden detener cuando el analisis del espectro
de masas MALDI-TOF muestra la ausencia de sefial de PMO. Cada columna se lava
después con agua (100 mL por columna). El producto deseado se puede eluir utilizando
guanidina HCI 2,0 M (140 mL para cada columna). Las soluciones purificadas se
combinan y luego se dividen en dos partes y cada una se desala con una columna SPE
(10 g de resina para cada columna).

Las columnas SPE se pueden lavar en primer lugar con solucién de NaCl acuosa
1,0 M (100 mL para cada columna) para generar la forma de sal de hexaclorhidrato.
Cada columna SPE se lava después con agua (200 mL para cada columna). El producto
desalado final se puede eluir utilizando un 50 % de acetonitrilo en agua (v/v, 150 mL
para cada columna). El acetonitrilo se puede eliminar por evacuacion a presion reducida.
La solucion acuosa resultante se puede liofilizar para obtener el producto deseado como
una sal de hexaclorhidrato.
Ejemplo 1: PMO

Utilizando los métodos de sintesis de PMO descritos anteriormente, PMO#1,
PMO#2 y PMO#3 se sintetizaron de la siguiente manera:

(51 [31

Nu Nu

0
UrkNﬁ o)\ o)\
Ho_J |, QN\/P\(O\)VN\P/O\)VNH

N

H3C—I?l O Hac_’}l 0]

CH; [ CH; 21
PMO#1
donde cada Nude 1a 22 yde 5 a 3’ es H50D(+04-18) (SEQ ID NO: 1):
N.° delNu |N.° deNu |N.° delNu [N.° deNu |N.° de(Nu
posicién posiciéon posicién posiciéon posicién
deb5 ad de 5’ a3 de 5 ad deb5 a3 deb5a3d
1 G 6 c |11 A |16 T (21 G
2 G |7 c N2 T [17 A 22 C
3 G |8 A 13 A |18 C
4 A 9 G |14 Cc |19 A
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—

[51]

N

c

7 N\
HaC—N O

L CHz _124

Nu

[31]

)\

HOU E,L@*P/O jj“\p("\jv

NH

PMO#2
donde cada Nude 1a25yde 5 a 3’ es H50D(+07-18) (SEQ ID NO: 2):
N.° de|Nu |N.° deNu |N.° de|Nu |N.° de|Nu |N.° de|Nu
posicién posicién posiciéon posiciéon posicién
deb ad de 5’ a3 de 5 ad deb5 a3 deb5a3d
1 G 6 c |11 A |16 T (21 G
2 G |7 c N2 T [17 A 22 C
3 G 8 A |13 A |18 Cc 23 T
4 A 9 G |14 Cc |19 A |24 C
5 T [10 T |15 T |20 G 25 C
[51] [31
O Nu Nu
Uka/\ o)\ o)\
Ho{ |, K/N\/P\(O\)\/N\/P\(O\)\/NH
H3C—N o HSC_N o
CHs; CH; 22
PMO#3
donde cada Nude 1 a 23 yde 5 a 3’ es H50D(+07-16) (SEQ ID NO: 3):
N.° de|Nu |N.° deNu |N.° de|Nu |N.° de|Nu |N.° de|Nu
posicién posiciéon posicién posiciéon posiciéon
deb5 ad de 5’ a3 de 5 ad de5 a3 de5 a3
1 G |6 A |11 A |16 c 21 T
2 A (7 G |12 c |17 A 22 C
3 T 8 T |13 T |18 G 23 C
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cC 9 A 14 T |19 G

Cc |10 T |15 A 20 Cc
H,N NH, Q 0
N =N N N NH NH
B N/) | /’L ) N/)\NHZ L
N N~ 0 N N~ ~O
donde A es ok ,Ces s ,Ges ol yTes -

El PMO#1 (SEQ ID NO: 1) proporciond un producto con caracteristicas de
solubilidad que eran demasiado limitadas para permitir la formulacién de productos
farmacolégicos, mientras que el PMO#2 (SEQ ID NO: 2) proporcioné un producto que
no se pudo fabricar con suficiente rendimiento y pureza.

Al contrario que la sintesis de PMO#1 y PMO#2, la sintesis de PMO#3 (que
difiere solamente en 2 bases del extremo 5’ de PMO#2) no dio problemas de solubilidad
ni purificacion, lo que permitié la sintesis posterior de PPMO#3 a partir de PMO#3
(Ejemplo 2 - a continuacion).

Secuencia dirigida (5'-3") SEQ ID | Problemas de fabricacion de
NO: PMO:

GGGATCCAGTATACTTACAGGC 1 Solubilidad: el PMO crudo

precipita tras el

almacenamiento, por lo que
presenta solubilidad y
estabilidad en solucion limitadas
y esto hace que la sintesis de
PPMO posterior no sea factible y
para que sirva como candidato a
producto farmacolégico.

GGGATCCAGTATACTTACAGGCTCC | 2 Purificacion: el PMO crudo no se

pudo purificar hasta un nivel de

pureza apropiado requerido para
la sintesis posterior de PPMO y
para que sirva como candidato a
producto farmacolégico.
GATCCAGTATACTTACAGGCTCC 3 Ninguno (91 % de pureza; se
disuelve en agua)

Se utilizd un proceso similar para sintetizar PMO#4, PMO#5, PMO#6, PMO#7,
PMO#8 y PMO#9.
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Ejemplo 2: PPMO#3
Utilizando el protocolo descrito anteriormente, se sintetizo PPMO#3 a partir de
PMO#3 (SEQ ID NO: 3):

, NH NH, NH,
3] HN=( HN=( HN=
NH NH NH
i 2PN S
o} /0 /0 / o
H z H : H :
Houkg ISP G G
RS N N N N
HsC—N’ \0 HaC—N o Tﬁ” f” Tor'* o "
CH3 CH3 22
HN HN HN .
>=NH >=NH >=NH 6HCI
HoN H,N H,N

PPMO#3
donde cadaNude 1a23yde 5 a3 es SEQID NO: 3:

N.° delNu |N.° deNu |N.° delNu [N.° deNu |N.° de(Nu
posicién posicién posicién posicién posicién
de 5 a3 de 5°a 3’ de 5'a 3’ de5 a3 de5 a3
1 G |6 A 11 A |16 Cc |21 T
2 A |7 G |12 c |7 A 22 C
3 T |8 T 13 T |18 G |23 C
4 cC P9 A |14 T |19 G
5 CcC M0 T 15 A |20 C
HzN N 0
N—( NH
U W | /)\NHZ | Y
N
N N O N O
donde A es ook ,Ces - ,Ges yTes el

Ejemplo 3: salto del exén 50 in vitro
Dos compuestos dirigidos al exon 50 de la distrofina humana (DMD), tal como

se describen en la Tabla a continuacion, el PMO#3 y el PPMO#3, ambos de los cuales
contienen la misma secuencia, se evaluaron en cuanto al salto del exén 50 de DMD en
miotubos humanos sanos.
Secuencias de PMO#3 y PPMO#3:

Nombre | Secuencia dirigida (TS) SEQIDNO. | & 3

PMO#3 | GATCCAGTATACTTACAGGCTCC 3 EG3 H
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PPMO#3 | GATCCAGTATACTTACAGGCTCC | 3 EG3 |-GRe
(SEQ ID
NO: 11)

De forma especifica, los mioblastos humanos sanos (pasaje 5-6, SKB-F-SL

adquiridos de Zen-Bio, Inc.) se cultivaron para alcanzar un 80-90 % de confluencia en
medio SKM-M antes del inicio de la diferenciacion incubando en un medio con poco
suero (SKM-D, Zen-Bio, Inc.). Cinco dias después de la diferenciacion, se incubaron los
miotubos maduros con los compuestos anteriores con varias concentraciones (es decir,
40 pm, 20 ym, 10 ym, 5 ym, 2,5 um y 1,25 pym). Después de noventa y seis horas de
incubacion, los miotubos se lavaron con PBS vy se lisaron con el tampon RLT en el kit
RNeasy Micro (N.° de Cat. 74004, Qiagen) suplementado con un 1 % de B-
mercaptoetanol. Se aislaron los ARN totales segun las recomendaciones del fabricante,
salvo por la utilizacién de 20 pL de agua exenta de RNasa para eluir el ARN.

Para determinar el salto del exén 50 de DMD con ambos compuestos, se llevo a
cabo una RT-PCR de punto final en un paso. La sintesis de ADNc y amplificacion de
PCR se llevo a cabo utilizando 100 ng de ARN total, cebadores con especificidad génica
y un Sistema de RT-PCR en un paso SuperScript |ll con ADN Polimerasa Platinum Taq
(N.° de Cat. 12574-026, Invitrogen). Los cebadores con especificidad génica se
disefiaron para que se dirigiesen a los exones 49 y 52 de DMD humana (cebador directo:
CCA GCC ACT CAG CCA GTG AAG (SEQID NO: 12); cebador inverso: CGA TCC GTA
ATG ATT GTT CTA GCC(SEQ ID NO: 13)). La sintesis de ADNc y la amplificacién por
PCR se llevaron a cabo utilizando termocicladores en tiempo real BioRad CFX96
utilizando el programa mostrado en la Tabla 6. La expresion de los productos de PCR
con salto y sin salto se evalu6 cargando 22 uL de producto de PCR en el LabChip de
alcance extenso de ADN de un sistema LabChip GX preparado con el reactivo de ADN
1K (N.° de cat. 760517 y CLS760673, Perkin Elmer) segun las instrucciones del
fabricante. El porcentaje de salto del exdn 50 de DMD se calcula como el porcentaje de
la molaridad (nmol/L) para la banda con salto del exén 50 en comparacion con la suma
de las molaridades para las bandas con salto y sin salto.

Se utilizo la prueba t de Student no apareada de dos colas (homoscedastica)
para evaluar si las medias de los 2 grupos son estadisticamente diferentes entre si en
cada dosis. Un valor de P < 0,05 se considera estadisticamente significativo.

Tabla 6. Programa de termociclador utilizado para amplificar amplicones de DMD

con o sin salto del exén 50.

Paso Temperatura Tiempo
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1. Transcripcion inversa 55°C 30 min

2. Inactivacion de transcriptasa | 94 °C 2 min
inversa

3. Desnaturalizacion 94 °C 45s

4. Hibridacion 59 °C 45s

5. Extension 68 °C 1 min

6. Repeticion del paso 3-4 45 ciclos

7. Extension final 68 °C 10 min

8. Almacenamiento 4°C o0

Los resultados, que muestran que la PPMO#3 aumenta significativamente el
salto del exén 50 de DMD en comparacion con PMO#3, se presentan en la tabla a
continuacion (como la relacion de salto de PPMO#3 frente a PMO#).
Tabla 7. Porcentaje de salto del exé6n 50 de DMD con PMO#3 y PPMO#3 en

miotubos humanos.

Compuesto/ | Salto de exones relativo

Dosis (um) [1,25[2,5|5 10 | 20 | 40
PMO#3 1 1 1 1 1 1
PPMO#3 26 [(32(30(24(21(1,9

Los datos en la Tabla 7 anterior muestran que resultados de salto del exén 50

mayores en los miotubos cuando las células se tratan con PPMO#3 en comparacién con
PMO#3 en todas las concentraciones. Esta mejora se puede demostrar adicionalmente
en una prueba comparativa in vivo tal como el estudio de primates no humanos (NHP)
del Ejemplo 4 cuando los NHP se tratan con PPMO#3 o PMO#3 y el salto del exon 50
se mide en varios tejidos musculares relevantes (remitase al Ejemplo 4 para consultar
los detalles).
Ejemplo 4: salto del exon 50 en NHP
Para demostrar adicionalmente la eficacia de salto de exones de los

oligébmeros antisentido PPMO se utilizan primates no humanos. Especificamente, a los
monos cinomolgos que tienen tejidos musculares intactos se les inyecta por via
intravenosa PPMO#3 (Ejemplo 2), PMO#3 (Ejemplo 1) o solucién salina.

Los animales son observados durante todo el estudio, que incluye observaciones
clinicas (por ejemplo, evaluacion de la piel y el pelo, efectos respiratorios) y medidas de
peso corporal. Se toman muestras de sangre y orina al menos antes de que comience

la prueba, y 24 horas después de la primera dosis y la Ultima dosis (cuando proceda).
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En cada necropsia programada, o eutanasia in extremis, se toman y se congelan
instantaneamente secciones del diafragma, musculo liso del duodeno, eséfago y aorta,
cuadriceps, deltoides, biceps y corazon. Se determina el porcentaje de salto del exén
50 utilizando RT-PCR tal como se ha descrito anteriormente.

Ejemplo 5: salto del exén 50 con PMO in vitro

Se prepar6 una serie de PMO (SEQ ID NO 1-7; PMO#1 — #7) y se evalud su
eficiencia de salto del exdon 50. De forma resumida, los mioblastos primarios humanos
se cultivaron utilizando técnicas estandar. Los PMO liofilizados se resuspendieron en
agua exenta de nucleasa para verificar la molaridad y las soluciones PMO se midieron
utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Se suministré un
intervalo de dosis de PMO a células de tipo mioblasto (por ejemplo, 0,625, 1,25, 2,5, 5,
10 y 20 pM) utilizando la nucleoporacion segun las instrucciones del fabricante y el kit
P3 (Lonza) y se dejaron incubar durante la noche en un incubador a 37 °C con un 5 %
de CO; antes de la extraccion del ARN. Se extrajo el ARN de las células tratadas con
PMO utilizando el kit de aislamiento de ARN de 96 pocillos RNAspin de GE Healthcare
y se sometié a RT-PCR utilizando técnicas estandar con cebadores que amplificaban
los exones 49-52 de DMD humana. El salto se midi6 utilizando el bioanalizador Caliper
LabChip y el % de salto de exdn (es decir, la intensidad de las bandas del producto con
salto de exon respecto al producto de PCR completo) se calculdé con la ecuacion:
[producto con salto del exén 50/(suma de productos con salto del exén 50 y sin salto del
exon 50)*100] y se calcularon los valores de CE50 basandose en el porcentaje de salto
inducido con cada concentracion. Tal como se muestra en la Tabla 8, los oligémeros
PMO de la divulgacién disefiados para dirigirse a las regiones aceptoras de corte y
empalme o dadoras de corte y empalme del exén 50 proporcionaron salto del exén 50,
proporcionando PMO#1, PMO#2 y PMO#3 los niveles mas elevados de actividad de
salto del exén 50 (CEso < 1,0 uyM).

Tabla 8.

SEQ ID NO:  |[Compuesto Actividad (CEso (")
1 PMO#1 (+04-18) e

o PMO#2 (+07-18)

3 PMO#3 (+07-16) e

4 PMO#4 (+07-17) =

5 PMO#5 (-19+07) <

6 PMO#6 (+07-15) :
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7 PMO#7 (-02+23) *
(1) **** = CEso < 1,0 uM; ** = CEso 1,0 2 3,0 pM;
* = CEsp 3,0 uM o superior.

Se sobreentiende que la descripcion detallada anterior y los ejemplos que la
acomparfan son meramente ilustrativos y no se deben considerar limitaciones al alcance
de la invencion, que esta definida solamente por las reivindicaciones adjuntas y sus
equivalentes.

Varios cambios y modificaciones a las realizaciones divulgadas seran evidentes
para los expertos en la técnica. Dichos cambios y modificaciones, que incluyen sin
limitacion los que se refieren a estructuras quimicas, sustituyentes, derivados,
intermedios, sintesis, composiciones, formulaciones o métodos de uso de la invencion,
se pueden llevar a cabo sin alejarse de su naturaleza o alcance.

LISTADO DE SECUENCIAS*

Descripcion PMO PPMO Secuencia (de 5’ a 3’ o|SEQ

Identificador Identificador de extremo N alD

extremo C) NO

PMO#1 PPMO#1 GGG ATC CAG TATH1
H50D(+04-18) ACT TAC AGG C

PMO#2 PPMO#2 GGG ATC CAG TATR2
H50D(+07-18) ACT TAC AGG CTC C

PMO#3 PPMO#3 GAT CCA GTA TAC3
H50D(+07-16) TTA CAG GCT CC

PMO#4 PPMO#4 GGA TCC AGT ATAA4
H50D(+07-17) CTT ACA GGC TCC

PMO#5 PPMO#5 ACT TCC TCT TTA5

ACA GAA AAG CAT

H50A(-19+07) AC

PMO#6 PPMO#6 ATC CAG TAT ACT|6
H50D(+07-15) TAC AGG CTC C

PMO#7 PPMO#7 GAG CTC AGA TCT[7
H50A(-02+23) TCTAACTTCCTCT

PMO#8 PPMO#8 GGG ATC CAG TAT8
H50D(+06-18) ACT TAC AGG CTC
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GCAGCCTGACCTAGCTCCTGGACTGACCACTATTGGAGCC

Tg taagtatactggatcccattctctttggctctagcetatttgticaaaag

PMO#9 PPMO#9 ATG GGA TCC AGT|9
ATA CTT ACA GGC

H50D(+07-20) TCC
Re RRRRRR 10
ReG RRRRRRG 11
Cebador directo
de unién al exén CCAGCCACTCAGCC 12
49 humano AGTGAAG
Cebador inverso
de union al exon CGATCCGTAATGAT (13
52 humano TGTTCTAGCC

PMO-G PPMO-G GTTGCCTCCGGTTC 14
PMO-G TGAAGGTGTTC
(RXR)s RXRRXRRXRRXR |15
(RFF)3R RFFRFFRFFR 16
(RXR)sXB RXRRXRRXRRXRXB |17
(RFF);RXB RFFRFFRFFRXB 18
(RFF):RG RFFRFFRFFRG 19
RsG RRRRRG 20
Rs RRRRR 21
Intron 49  —atcttcaaagtgttaatcgaataagtaatgtgtatgcttttctgttaaagAGGAAGTTA
EXON 50 —|GAAGATCTGAGCTCTGAGTGGAAGGCGGTAAACCGTTTAC
Intrén 50 TTCAAGAGCTGAGGGCAAA 22

* Dependiendo de la quimica utilizada para unir las nucleobases, T puede ser Timina o

Uracilo.
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