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Kompozycje pomijajace eksony do leczenia dystrofii mi¢sniowej
Opis
DZIEDZINA WYNALAZKU

[0001] Wynalazek dotyczy nowych antysensownych zwigzkow i kompozycji odpowiednich do
ulatwiania pominiecia eksonéw w ludzkim genie dystrofiny. Zapewnia réwniez sposoby
indukowania pomini¢cia eksonu z zastosowaniem nowych kompozycji antysensownych
przystosowanych do zastosowania w sposobach wedlug wynalazku.

TELO WYNALAZKU

[0002] Technologie antysensowne sg opracowywane z zastosowaniem szeregu chemii, aby
wplywaé¢ na ekspresj¢ gendw na roéznych poziomach (transkrypcja, splicing, stabilno$¢,
translacja). Wiele z tych badan skupito si¢ na zastosowaniu zwigzkéw antysensownych do
korekcji lub kompensacji nieprawidlowych lub zwigzanych z choroba genéw w szerokim
zakresie wskazan. Czasteczki antysensowne sg zdolne do hamowania ekspresji genow ze
swoistoscia, a z tego powodu wiele wysitkow badawczych dotyczacych oligonukleotydéw jako
modulatoréw ekspresji gendow skupito si¢ na hamowaniu ekspresji docelowych gendéw lub
funkcji elementéw dzialajacych w uktadzie cis. Antysensowne oligonukleotydy sa zazwyczaj
skierowane przeciwko RNA, albo nici sensownej (np. mRNA), albo nici ujemnej w przypadku
niektorych wirusowych czasteczek RNA. Aby osiggna¢ pozadany efekt swoistej regulacji w
dot genu, oligonukleotydy ogodlnie sprzyjaja rozpadowi docelowego mRNA, blokujg translacje
MRNA lub blokuja funkcj¢ elementow RNA dziatajacych w uktadzie cis, tym samym
skutecznie zapobiegajac syntezie docelowego biatka de novo lub replikacji wirusowego RNA.

[0003] Jednak takie techniki nie sg przydatne, gdy celem jest regulacja w gore wytwarzania
natywnego biatka lub kompensacja mutacji, ktore indukuja przedwczesne zakonczenie
translacji, takich jak mutacje nonsensowne lub zmieniajace ramke odczytu. W tych
przypadkach wadliwy transkrypt gendw nie powinien podlega¢ ukierunkowanej degradacji ani
hamowaniu sterycznemu, dlatego chemia antysensownego oligonukleotydu nie powinna
sprzyja¢ rozpadowi docelowego mRNA lub blokowa¢ translacji.

[0004] W r6znych chorobach genetycznych wptyw mutacji na koncowg ekspresj¢ genu mozna
modulowaé przez ukierunkowane pominigcie eksonu podczas splicingu. Splicing jest
kierowany przez ztozong wielosktadnikowa maszynerie, ktora zbliza sgsiadujace potaczenia
ekson-intron w pre-mRNA w bliskim sgsiedztwie i przeprowadza rozszczepianie wigzan
fosfodiestrowych na koncach introndw z ich pdzniejszg rearanzacja mig¢dzy eksonami, ktore
majg podlegac¢ splicingowi razem. Ten ztozony i wysoce precyzyjny sposoob jest mediowany
przez motywy sekwencji w pre-mRNA, ktore sa wzglednie krotkimi, cze$ciowo
zakonserwowanymi segmentami RNA, z ktorymi wigza si¢ rozne czynniki splicingowe, ktore
sg nastepnie zaangazowane w reakcje wigzania w splicingu. Zmieniajac sposob, w jaki
maszyneria splicingu odczytuje lub rozpoznaje motywy uczestniczace w przetwarzaniu pre-
mRNA, mozliwe jest tworzenie czasteczek mRNA podlegajacych réznemu splicingowi.
Stwierdzono, ze wigkszos$¢ gendéw ludzkich podlega alternatywnemu splicingowi podczas



normalnej ekspresji gendw, chociaz nie zidentyfikowano mechanizméw. Bennett i wsp. (Patent
USA nr 6,210,892) opisujag modulacje antysensowng przetwarzania komoérkowego mRNA
dzikiego typu z zastosowaniem antysensownych analogdéw oligonukleotydéw, ktore nie
indukuja cigcia docelowego RNA mediowanego przez RNAzg H. Jest to przydatne w stosunku
do mozliwosci tworzenia mRNA o alternatywnym splicingu, ktoére nie majg specyficznych
eksonow (np. jak opisali Sazani, Kole 1 wsp. 2007) do wytwarzania rozpuszczalnych
receptoréow nadrodziny TNF, ktore nie maja eksonéw kodujacych domeny rozciagajace si¢
przez btong.

[0005] W przypadkach, w ktorych normalnie funkcjonujace biatko jest przedwczesnie
zakonczone z powodu mutacji w nim, okazato si¢, ze $rodki do przywracania wytwarzania
niektorych funkcjonalnych biatek przez technologie¢ antysensowng sa mozliwe dzieki
interwencji podczas splicingu i, ze jesli eksony zwigzane z mutacjami wywotujacymi chorobe
moga by¢ swoiscie usuwane z niektorych gendéw, czasami mozna wytworzyc¢ skrocony produkt
biatkowy, ktéry ma podobne wlasciwosci biologiczne natywnego biatka lub ma wystarczajaca
aktywno$¢ biologiczna, aby ztagodzi¢ chorobe wywotang przez mutacje zwigzane z eksonem
(patrz np. Sierakowska, Sambade i wsp. 1996; Wilton, Lloyd i wsp. 1999; van Deutekom,
Bremmer-Bout i wsp. 2001; Lu, Mann i wsp. 2003; Aartsma-Rus, Janson i wsp. 2004). Kole i
wsp. (patenty USA nr 5,627,274; 5,916,808; 5,976,879; 1 5,665,593) ujawniaja sposoby
zwalczania nieprawidlowego splicingu z zastosowaniem zmodyfikowanych analogéw
antysensowych oligonukleotydow, ktore nie sprzyjaja rozpadowi docelowego pre-mRNA.
Bennett i wsp. (patent USA nr 6,210,892) opisujg modulacj¢ antysensowng przetwarzania
komoérkowego mRNA dzikiego typu réwniez z zastosowaniem antysensownych analogow
oligonukleotydow, ktore nie indukuja cigcia docelowego RNA mediowanego przez RNAze H.

[0006] Sposob docelowego pominigcia eksonu prawdopodobnie bedzie szczegolnie przydatny
w dlugich genach, gdzie wystepuje wiele eksonow 1 intronow, gdzie wystepuje nadmiar w
genetycznej budowie eksondow lub gdy biatko jest zdolne do funkcjonowania bez jednego lub
wiecej konkretnych eksonow. Wysitki zmierzajgce do przekierowania przetwarzania genow w
leczeniu chordb genetycznych zwigzanych ze skroceniami spowodowanymi mutacjami w
réznych genach skupity si¢ na zastosowaniu antysensownych oligonukleotydow, ktore albo: (1)
catkowicie lub czeSciowo pokrywaja si¢ z elementami zaangazowanymi w splicing; lub (2)
wigzg si¢ z pre-mRNA w pozycji wystarczajaco blisko elementu, aby przerwaé¢ wigzanie i
funkcj¢ czynnikow splicingowych, ktdre normalnie posrednicza w konkretnej reakcji splicingu,
ktora wystepuje w tym elemencie.

[0007] Dystrofia migsniowa Duchenne'a (DMD) jest spowodowana defektem ekspresji biatka
dystrofiny. Gen kodujacy biatko zawiera 79 eksondéw rozproszonych na ponad 2 milionach
nukleotydow DNA. Dowolna mutacja eksonoéw, ktéra zmienia ramke odczytu eksonu lub
wprowadza kodon stop lub charakteryzuje si¢ usunieciem catego eksonu lub eksondéw poza
ramka lub duplikacja jednego lub wigkszej liczby eksondéw, moze zaburzy¢ wytwarzanie
funkcjonalnej dystrofiny, w wyniku czego powstaje DMD.

[0008] Stwierdzono, ze mniej cigzka postac¢ dystrofii miesniowej, dystrofia migéniowa Beckera
(ang. Becker muscular dystrophy - BMD) powstaje tam, gdzie mutacja, zazwyczaj delecja



jednego lub wiecej eksondéw, skutkuje prawidlowa ramka odczytu wzdhuz catego transkryptu
dystrofiny, tak ze translacja mRNA na biatko ulega przedwczesnej terminacji. Jezeli laczenie
eksonow znajdujacych si¢ w gore i w dot w przetwarzaniu zmutowanego pre-mRNA dystrofiny
utrzymuje prawidtowa ramke odczytu genu, wynikiem jest mRNA kodujacy biatko z krotka
wewnetrzng delecja, ktore zachowuje pewng aktywnos¢, dajac w rezultacie fenotyp Beckera.

[0009] Przez wiele lat wiadomo byto, Ze delecje eksonu lub eksondéw, ktdre nie zmieniajg ramki
odczytu biatka dystrofiny, moga prowadzi¢ do fenotypu BMD, podczas gdy delecja eksonu,
ktéra powoduje przesuniecie ramki, da poczatek DMD (Monaco, Bertelson i wsp. 1988).
Ogdlnie mutacje dystrofiny, w tym mutacje punktowe i delecje eksonow, ktore zmieniajg ramke
odczytu i tym samym przerywaja prawidtowg translacje biatka, skutkuja DMD. Nalezy réwniez
zauwazyC, ze niektorzy pacjenci z BMD 1 DMD majg delecje eksondéw obejmujace wiele
eksonow.

[0010] Opisano modulacje zmutowanego splicingu pre-mRNA zmutowanej dystrofiny z
antysensownymi oligorybonukleotydami zarowno in vitro, jak i in vivo (patrz np. Matsuo,
Masumura i wsp. 1991; Takeshima, Nishio i wsp. 1995; Pramono, Takeshima i wsp. 1996;
Dunckley, Eperon i wsp. 1997; Dunckley, Manoharan i wsp. 1998; Errington, Mann i wsp.
2003).

[0011] Pierwszy przyktad swoistego i odtwarzalnego pomijania eksonu w mysim modelu madx
zostal opisany przez Wiltona i wsp. (Wilton, Lloyd i wsp. 1999). Przez skierowanie czasteczki
antysensownej do miejsca splicingu donora, w mRNA dystrofiny spdjnie i wydajnie
indukowano pomijanie eksonu 23 w ciggu 6 godzin od traktowania hodowanych komorek.
Wilton i wsp. opisuja rowniez obieranie za cel regionu akceptora mysiego pre-mRNA
dystrofiny za pomoca dtuzszych oligonukleotydow antysensownych. Podczas gdy pierwszy
antysensowny oligonukleotyd skierowany na miejsce splicingu donorowego intronu 23
wywotywat spdjne pomijanie eksonu w pierwotnie hodowanych mioblastach, okazato sie, ze
zwigzek ten jest znacznie mniej skuteczny w unie$miertelnionych hodowlach komoérkowych
eksprymujacych wyzsze poziomy dystrofiny. Jednak dzieki udoskonalonemu celowaniu i
projektowi antysensownego oligonukleotydu skuteczno$¢ usuwania swoistych eksonow
wzrosta o prawie rzad wielkosci (Mann, Honeyman i wsp. 2002).

[0012] Niedawne badania zaczely zajmowac si¢ wyzwaniem uzyskania przedtuzonej ekspres;ji
dystrofiny, ktérej towarzyszy minimalny niekorzystny wptyw na tkanki dotkniete brakiem
dystrofiny. Wstrzykniecie domig$niowe oligonukleotydu antysensownego skierowanego do
eksonu 51 (PROO051) do migs$nia piszczelowego przedniego u czterech pacjentéw z DMD
spowodowato swoiste pominigcie eksonu 51 bez zadnych klinicznie widocznych dziatan
niepozadanych (Mann, Honeyman i wsp. 2002; van Deutekom, Janson i wsp. 2007). Badania
dotyczace systemowego dostarczania antysensownego fosforodiamidanowego oligomeru
morfolino sprzgzonego z peptydem penetrujgcym komorki (PPMO) skierowanym na ekson 23
u myszy mdx wytwarzaly wysokie i podtrzymywane wytwarzanie biatka dystrofiny w
mieg$niach  szkieletowych 1  migsniu sercowym bez wykrywalnej toksycznosci
(Jearawiriyapaisarn, Moulton i wsp. 2008; Wu, Moulton i wsp. 2008; Yin, Moulton i wsp.
2008).



[0013] Ostatnie badania kliniczne testujace bezpieczenstwo i skutecznos$é oligonukleotydow
przetaczania splicingu (ang. splice switching oligonucleotides - SSO) do leczenia DMD sg
oparte na technologii SSO do wywotania alternatywnego splicingu pre-mRNA przez
blokowanie steryczne spliceosomu (Cirak i wsp., 2011; Goemans i wsp., 2011, Kinali i wsp.,
2009, van Deutekom i wsp., 2007).

[0014] Pomimo tych sukcesoéw, nadal istnieje zapotrzebowanie na ulepszone antysensowne
oligomery ukierunkowane na wiele eksonow dystrofiny i ulepszone kompozycje dostarczajace
1 sposoby zastosowan terapeutycznych w DMD.

PODSUMOWANIE WYNALAZKU

[0015] Wynalazek zapewnia antysensownego oligonukleotydu o nastepujacej strukturze:
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[0016] Wynalazek zapewnia roéwniez kompozycje farmaceutyczng zawierajgcag antysensowny

oligonukleotyd wedlug wynalazku i farmaceutycznie dopuszczalny nosnik.



[0017] Wynalazek zapewnia rowniez kompozycj¢ farmaceutyczng wedlug wynalazku do
stosowania w leczeniu dystrofii mi¢sniowej Duchenne'a.

[0018] Antysensowny oligomer jest chemicznie potaczony z czasteczka glikolu
polietylenowego.

[0019] Wynalazek zapewnia antysensowny oligomer, przy czym oligomer ma nast¢pujgca
strukture:
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H53A(+36+60).

[0020] Ujawniono tu dalsze antysensowne oligomery o nast¢pujacych strukturach:
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[0021] Zgodnie z jednym aspektem, wynalazek zapewnia czasteczke antysensowng zdolng do
wigzania wybranego celu w pre-mRNA ludzkiej dystrofiny, do indukcji pominigcia eksonu.

[0022] Ujawnienie obejmuje sekwencje antysensowne skierowane na ekson 53,
zidentyfikowane ponizej.

H53A(+36+60): 5°-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3” (SEQ ID NO:1)

[0023] Antysensowny oligomer swoiscie hybrydyzuje z miejscem przylagczenia HS53A
(+36+60) 1 ma sekwencje: SEQ ID NO: 1.

[0024] Antysensowny oligonukleotyd wedtug wynalazku jest chemicznie potaczony z
ugrupowaniem glikolu polietylenowego.

[0025] W innym aspekcie wynalazek zapewnia kompozycje farmaceutyczne, ktore zawierajg
antysensowne oligonukleotydy wedtug wynalazku i roztwor soli fizjologicznej, ktdry zawiera

bufor fosforanowy.

[0026] W innym aspekcie wynalazek zapewnia czasteczke antysensowna, jak tu zdefiniowano,
do stosowania w leczeniu pacjenta cierpigcego na chorobg genetyczng, w ktdrej wystepuje
mutacja w genie kodujacym okreslone biatko, a wplyw mutacji moze zosta¢ zniesiony przez
pomini¢cie eksonu. Leczenie obejmuje nastepujace etapy: (a) wybor czasteczki antysensowne;j
zgodnie z opisanymi tu sposobami; i (b) podawanie czasteczki pacjentowi potrzebujacemu

takiego leczenia.



[0027] W innym aspekcie, wynalazek zapewnia rowniez kompozycje¢ farmaceutyczna wedhug
wynalazku do stosowania w leczeniu dystrofii migsniowej Duchenne'a.

[0028] Te i inne przedmioty i cechy beda bardziej zrozumiate, gdy ponizszy szczegdtowy opis
zostanie odczytany w polaczeniu z figurami.

KROTKI OPIS FIGUR
[0029]

Fig. 1A pokazuje przyktadowa struktur¢ oligomeru morfolinowego z wigzaniem
fosforodiamidanowym;

Fig. 1B pokazuje koniugat peptydu bogatego w argining i antysensownego oligomeru.

Fig. 1C pokazuje koniugat jak na fig. 1B (nie wedtug wynalazku), przy czym wigzania
szkieletowe zawieraja jedng lub wiecej dodatnio natadowanych grup.

Fig. 1D-G przedstawiajg powtarzajacy si¢ segment podjednostki przyktadowych
oligonukleotydow morfolinowych oznaczonych D do G.

Fig. 2A-2B przedstawia schemat reakcji otrzymywania linkera do syntezy w fazie statej i
statego nos$nika do syntezy oligomerow.

Fig. 3 przedstawia wykres pokazujacy wzgledne aktywnosci przyktadowych
antysensownych oligomeréw do indukowania pominig¢cia eksonu 53 w hodowanych
pierwotnych mioblastach. RNA wyizolowane z pierwotnych mioblastow traktowanych
wskazanymi oligomerami poddano amplifikacji nested RT-PCR swoistej dla eksonu 53, a
nastepnie elektroforezie zelowej 1 kwantyfikacji nateZzenia pasma. Dane wykres§lono jako %
pomini¢cie eksonu, jak oceniono za pomocg PCR, tj. natgzenie pasma pominig¢tego eksonu
produktu w stosunku do produktu PCR petnej dtugosci.

Fig. 4 przedstawia wykres pokazujacy wzgledne aktywnosci przyktadowych
antysensownych oligomerow do indukowania pomini¢cia eksonu 53 w hodowanych
komorkach ludzkiego migsniakomigsaka prazkowanokomorkowego. RNA wyizolowane z
komorek migs$niakomigsaka prazkowanokomorkowego traktowanych wskazanymi
oligomerami poddano amplifikacji nested RT-PCR swoistej dla eksonu 53, a nastepnie
elektroforezie zelowej 1 kwantyfikacji natezenia pasma. Dane wykreslono jako %
pominigcie eksonu, jak oceniono za pomoca PCR, tj. nat¢zenie pasma pominig¢tego eksonu
produktu w stosunku do produktu PCR pelnej dlugosci.

Fig. 5A-B przedstawia wykresy pokazujace wzgledne aktywnosci przyktadowych
antysensownych oligomeréw do indukowania pominigcia eksonu 53 w hodowanych
pierwotnych mioblastach. RNA wyizolowane z pierwotnych mioblastow traktowanych
wskazanymi oligomerami poddano amplifikacji nested RT-PCR swoistej dla eksonu 53, a
nastepnie elektroforezie zelowej 1 kwantyfikacji natezenia pasma. Dane wykres§lono jako %
pomini¢cie eksonu, jak oceniono za pomocg PCR, tj. nat¢zenie pasma pomini¢tego eksonu
produktu w stosunku do produktu PCR peinej dlugosci.

SZCZEGOLOWY OPIS WYNALAZKU



[0030] Przyktady wykonania wynalazku dotycza ogolnie ulepszonych zwigzkoéw
antysensownych i sposobow ich stosowania, ktore sg swoiscie zaprojektowane do indukowania
pomijania eksonu w ludzkim genie dystrofiny. Dystrofina odgrywa istotng role¢ w
funkcjonowaniu migéni, a roézne choroby zwigzane z mig¢sniami charakteryzuja sie¢
zmutowanymi postaciami tego genu. Wobec tego opisane tu ulepszone zwigzki antysensowne
indukuja pominigcie eksonu w zmutowanych postaciach ludzkiego genu dystrofiny, takich jak
zmutowane geny dystrofiny stwierdzone w dystrofii mi¢§niowej Duchenne'a (DMD) i dystrofii
miegs$niowe] Beckera (BMD).

[0031] Z powodu nieprawidlowych epizodow splicingu mRNA spowodowanych przez
mutacje, te zmutowane geny ludzkiej dystrofiny albo eksprymuja uszkodzone biatko dystrofiny
albo nie eksprymuja w ogoéle zadnej mierzalnej dystrofiny, jest to stan, ktory prowadzi do
réznych postaci dystrofii mig¢$niowej. Aby zaradzi¢ temu stanowi, zwigzki antysensowne
wedlug wynalazku hybrydyzuja do wybranych regionow wstepnie przetworzonego RNA
zmutowanego genu ludzkiej dystrofiny, indukujg pomijanie eksonu i roznicowy splicing w tym
podlegajacym inaczej nieprawidlowemu splicingowi mRNA dystrofiny, a tym samym
umozliwiaja komodrkom migsniowym wytwarzanie transkryptu mRNA, ktory koduje
funkcjonalne biatko dystrofiny. W niektérych przyktadach wykonania uzyskane biatko
dystrofiny niekoniecznie jest postacig dystrofiny typu ,,dzikiego”, a raczej jest skrocong, ale
funkcjonalng lub potfunkcjonalng postacig dystrofiny.

[0032] Zwigkszajac poziomy funkcjonalnego biatka dystrofiny w komorkach migéniowych, te
1 pokrewne przyktady wykonania sg przydatne w profilaktyce i leczeniu dystrofii migsniowej,
zwlaszcza tych postaci dystrofii migsniowej, takich jak DMD 1 BMD, ktore charakteryzujg si¢
ekspresja wadliwych bialek dystrofiny z powodu nieprawidtowego splicingu mRNA. Opisane
tu swoiste oligomery zapewniajg ponadto ulepszone ukierunkowanie swoiste wobec eksonu
dystrofiny w stosunku do innych stosowanych oligomerdéw i tym samym oferujg istotne i
praktyczne zalety w pordwnaniu z alternatywnymi sposobami leczenia odpowiednich postaci
dystrofii migsniowej.

[0033] Ujawniony tutaj oligomer antysensowny ma liste sekwencji o SEQ ID NO: 1 okreslong
ponizej:
H53A(+36+60): 5>-GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC-3’ (SEQ ID NO: 1)

[0034] O ile nie zdefiniowano inaczej, wszystkie zastosowane terminy techniczne i naukowe
maja to samo znaczenie, jak powszechnie rozumiane przez znawcoéw dziedziny, do ktorej
nalezy wynalazek. Pomimo tego, ze w praktyce lub badaniu wedlug wynalazku mozna
zastosowa¢ dowolne sposoby 1 materialty podobne do lub réwnowazne opisanym tutaj, opisane
sa tu korzystne sposoby i1 materialy. Dla celéw wynalazku ponizej definiuje si¢ nastgpujace
terminy:

I. Definicje

[0035] Przez ,,okoto” rozumie si¢ ilo§¢, poziom, warto$¢, liczbg, czestotliwos¢, procent,
rozmiar, wielkos$¢, ilos¢, wage lub dtugosé, ktéra zmienia si¢ az o 30, 25, 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6,
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5,4, 3, 2 lub 1% wzgledem referencyjnej iloéci, poziomu, wartosci, liczby, czgstotliwosci,
wartosci procentowej, wymiaru, rozmiaru, ilo$ci, wagi lub dlugosci.

[0036] Terminy ,komplementarny” i ,komplementarnos¢” dotycza polinukleotydow (tj.
sekwencji nukleotydow) zwigzanych z regutami parowania zasad. Na przyktad sekwencja ,,T-
G-A (5'-3")” jest komplementarna do sekwencji ,,T-C-A (5'3").” Komplementarno$¢ moze by¢
»czesciowa”, w ktorej tylko niektore z zasad kwasow nukleinowych sa dopasowane zgodnie z
zasadami parowania zasad. Lub moze wystepowac ,,catkowita” lub ,,petna” komplementarno$é
miedzy kwasami nukleinowymi. Stopien komplementarnosci pomigdzy ni¢mi kwasu
nukleinowego ma istotny wpltyw na wydajno$¢ i site hybrydyzacji migdzy ni¢mi kwasu
nukleinowego. Chociaz czgsto pozadana jest doskonata komplementarno$¢, niektore przyktady
wykonania mogg zawiera¢ jedno lub wiecej, ale korzystnie 6, 5, 4, 3, 2 lub 1 niedopasowanie
w odniesieniu do docelowego RNA. Uwzgledniono rozne warianty w obregbie oligomeru. W
niektorych przyktadach wykonania, zmiany sekwencji blisko koncéw oligomeru sg na ogoét
lepsze niz zmiany we wnetrzu 1 jesli wystepuja, zazwyczaj znajduja si¢ w obrebie okoto 6, 5,
4, 3, 2 lub 1 nukleotydoéw konca 5’ i/lub 3°.

[0037] Terminy ,,peptyd penetrujacy komoérke” i ,,CPP” (ang. cell penetrating peptide) sg
stosowane zamiennie i dotycza kationowych peptydow penetrujagcych komorki, zwanych
rowniez peptydami transportowymi, peptydami nosnikowymi lub peptydowymi domenami
transdukcyjnymi. Peptydy, jak pokazano, maja zdolno$¢ indukowania penetracji komorek w
100% komorek danej populacji komorek 1 umozliwiaja translokacje makroczasteczkowa w
wielu tkankach in vivo po podaniu ogoélnoustrojowym. Korzystnym przyktadem wykonania
CPP jest peptyd bogaty w argining, jak opisano dalej ponize;j.

[0038] Terminy ,oligomer antysensowny” i ,zwigzek antysensowny” i ,,0ligonukleotyd
antysensowny” sa stosowane zamiennie 1 dotyczg sekwencji podjednostek cyklicznych, z
ktorych kazda zawiera grupe parujgcg =zasadg, polaczonych wigzaniami miedzy
podjednostkami, ktore pozwalaja ugrupowaniom parowania zasad hybrydyzacj¢ z sekwencja
docelowa w kwasie nukleinowym (zazwyczaj RNA) przez parowanie zasad Watsona-Cricka,
dla utworzenia heterodupleksu kwas nukleinowy:oligomer w obrgbie sekwencji docelowe;j.
Cykliczne podjednostki sg oparte na rybozie lub innym cukrze pentozowym lub, w korzystnym
przyktadzie wykonania, na grupie morfolinowej (patrz opis oligomeréw morfolinowych
ponizej). Oligomer moze mie¢ komplementarnos¢ doktadng lub zblizong do sekwencji
docelowej; zmiany w sekwencji w poblizu koncéw oligomeru sg na ogot lepsze niz zmiany
wewnatrz.

[0039] Taki antysensowny oligomer moze by¢ zaprojektowany do blokowania lub hamowania
translacji mRNA lub do hamowania naturalnego przetwarzania splicingu pre-mRNA i mozna
powiedziec, ze jest ,,skierowany do” lub ,,skierowany przeciwko” sekwencji docelowej, z ktorg
hybrydyzuje. Docelowg sekwencja jest zazwyczaj region obejmujacy kodon start AUG mRNA,
oligomer tlumigcy translacje (ang. Translation Supperssing Oligomers) lub miejsce splicingu
wstepnie przetworzonego mRNA, oligomer tlumigcy splicing (ang. Splice Suppressing
Oligomer - SSO). Sekwencja docelowa dla miejsca splicingu moze zawiera¢ sekwencje mRNA
majacyg jej koniec 5’ do okoto 25 par zasad ponizej normalnego polaczenia akceptorowego
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splicingu we wstepnie przetworzonym mRNA. Korzystng docelowa sekwencja jest dowolny
region wstepnie przetworzonego mRNA, ktory obejmuje miejsce splicingu lub jest zawarty
catkowicie w obrebie sekwencji kodujacej ekson lub obejmuje miejsce akceptorowe lub
donorowe splicingu. Ogdlnie méwiac, oligomer jest ,,skierowany przeciwko” biologicznie
istotnemu celowi, takiemu jak biatko, wirus lub bakteria, gdy jest skierowany przeciwko
kwasowi nukleinowemu celu w sposob opisany powyze;j.

[0040] Terminy ,,oligomer morfolinowy” lub ,,PMO” (oligomer morfolinowy fosforoamidanu
lub fosforodiamidanu) dotycza analogu oligonukleotydu zlozonego z podjednostek
morfolinowych, gdzie (i) struktury sa potaczone ze sobg za pomoca wigzan zawierajacych
fosfor, o dhugosci od jednego do trzech atomow, korzystnie dwoch atomoéw i korzystnie
nienaladowane lub kationowe, l3aczace azot morfolinowy jednej podjednostki z 5’
egzocyklicznym weglem sasiedniej podjednostki i (ii) kazdy pierscien morfolinowy przenosi
purynowe lub pirymidynowe ugrupowanie parowania zasad skutecznie wigzace, przez
wiazanie wodorowe specyficzne wzgledem zasady, z zasadg w polinukleotydzie. Patrz, na
przyktad struktura na fig. 1A, ktora pokazuje korzystny typ wigzania fosforodiamidowego.
Termin ,struktura pierscienia morfolinowego” mozna stosowa¢ w sposob korzystny w
terminach ,,podjednostka morfolinowa”. Zawieszony atom azotu przytaczony do fosforu jest
dipodstawiony metylem. Ugrupowanie parowania zasad purynowych lub pirymidynowych to
adenina, cytozyna, guanina lub tymina. Synteza, struktury i wtasciwosci wigzace oligomerow
morfolino s3 szczegdétowo opisane w patentach US nr 5,698,685, 5,217,866, 5,142,047,
5,034,506, 5,166,315, 5,521,063, 5,506,337, 8,076,476, 8,299,206 i 7,943,762 (wigzania
kationowe). Zmodyfikowane wigzania miedzy podjednostkami 1 grupami koncowymi sa
szczegotowo opisane w zgtoszeniu PCT US2011/038459 i publikacji WO/2011/150408.

[0041] Okreslenie ,,podjednostka aminokwasowa” lub ,,reszta aminokwasowa’ moze dotyczy¢
reszty a-aminokwasowej (-CO-CHR-NH-) lub reszty  lub innej aminokwasowej (np., -CO-
(CH2)nCHR-NH-), przy czym R oznacza tancuch boczny (ktéry moze obejmowaé wodor), a n
oznacza 1 do 6, korzystnie 1 do 4.

[0042] Termin ,,naturalnie wystepujacy aminokwas” dotyczy aminokwasu wystepujacego w
biatkach wystepujacych w przyrodzie. Termin ,nienaturalne aminokwasy” dotyczy tych
aminokwasow, ktore nie wystepuja w biatkach wystepujacych w naturze, przyktady obejmuja
beta-alaning (B-Ala), kwas 6-aminoheksanowy (Ahx) i kwas 6-aminopentanowy.

[0043] ,,Ekson” dotyczy okreslonej sekcji kwasu nukleinowego, ktéra koduje biatko lub
sekwencje¢ kwasu nukleinowego, ktdra jest przedstawiona w dojrzalej postaci czasteczki RNA
po usunigciu za pomocg splicingu dowolnej sposrod czesci wstepnie przetworzonego (lub
prekursorowego) RNA. Dojrzata czasteczka RNA moze by¢ informacyjnym RNA (mRNA) lub
funkcjonalng postacig niekodujacego RNA, takg jak rRNA lub tRNA. Ludzki gen dystrofiny
ma okoto 79 eksonow.

[0044] ,,Intron” dotyczy regionu kwasu nukleinowego (w obrgbie genu), ktory nie ulega
translacji do bialka. Intron jest sekcja niekodujaca, ktora jest transkrybowana do
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prekursorowego mRNA (pre-mRNA), a nast¢pnie usuwana przez splicing podczas tworzenia
dojrzatego RNA.

[0045] ,,Skuteczna ilos¢” lub ,terapeutycznie skuteczna ilo$¢” dotyczy iloSci zwigzku
terapeutycznego, takiego jak antysensowny oligomer, podawanego osobnikowi bedacemu
ssakiem, albo jako pojedyncza dawka, albo jako cz¢$¢ serii dawek, ktora jest skuteczna
wytwarzajac pozadany efekt terapeutyczny. W przypadku oligomeru antysensownego efekt ten
zwykle uzyskuje si¢ przez zahamowanie translacji lub naturalnego przetwarzania
splicingowego wybranej sekwencji docelowe;j.

[0046] ,,Pomini¢cie eksonu” dotyczy ogdlnie Sposobu, za pomoca ktorego caly ekson lub jego
czg$¢ jest usuwany z danego wstepnie przetworzonego RNA, a tym samym jest wykluczony z
obecnosci w dojrzalym RNA, takim jak dojrzaty mRNA. ktory ulega translacji do biatka. W
zwigzku z tym czg$¢ biatka, ktdra jest inaczej kodowana przez pominigty ekson, nie jest obecna
w eksprymowanej postaci biatka, zazwyczaj tworzac zmieniong, cho¢ wcigz funkcjonalna,
posta¢ biatka. W niektorych przykladach wykonania pomijany ekson jest nieprawidtowym
eksonem z genu ludzkiej dystrofiny, ktéry moze zawiera¢ mutacje¢ lub inng zmiane w jego
sekwencji, ktéra w przeciwnym razie powoduje nieprawidlowy splicing. W pewnych
przyktadach wykonania pomijany ekson jest dowolnym jednym lub wigksza liczba eksonow 1-
79 genu dystrofiny, chociaz preferowany jest ekson 53 ludzkiego genu dystrofiny.

[0047] ,.Dystrofina” jest pateczkowatym biatkiem cytoplazmatycznym 1 istotng cze$cig
kompleksu biatkowego, ktora taczy cytoszkielet wtdkna migsniowego z otaczajaca macierza
zewnatrzkomorkowa przez blone komorkowa. Dystrofina zawiera wiele domen
funkcjonalnych. Na przyktad, dystrofina zawiera domen¢ wigzaca aktyne w okolicy
aminokwasow 14-240 i centralng domeng pretowa w okolicy aminokwasow 253-3040. Ta duza
domena centralna jest utworzona przez 24 podobne do spektryny elementy potrojnie helikalne
o okoto 109 aminokwasach, ktére maja homologi¢ do alfa-aktyniny i spektryny. Powtorzenia
sa zwykle przerywane przez cztery niepowtarzalne segmenty bogate w proling, okreslane
réwniez jako regiony zawiasowe. Powtorzenia 15 i 16 sg rozdzielone 18-aminokwasowym
ciggiem, ktory wydaje si¢ zapewnia¢ gtowne miejsce dla proteolitycznego rozszczepienia
dystrofiny. Identyczno$¢ sekwencji pomigdzy wigkszoscig powtorzen wynosi 10-25%. Jedno
powtdrzenie zawiera trzy alfa-helisy: 1,2 i 3. Alfa-helisy 1 i 3 sg uformowane przez 7 spiralnych
zakre¢tow kazda, prawdopodobnie oddziatywujacych jako podwdjna skretka (ang. coiled-coil)
przez potaczenie hydrofobowe. Alfa-helisa 2 ma bardziej ztozong strukture i jest utworzona
przez segmenty czterech i trzech spiralnych zwojow, oddzielonych reszta glicyny lub proliny.
Kazde powtorzenie jest kodowane przez dwa eksony, zwykle przerwane intronem pomig¢dzy
aminokwasami 47 1 48 w pierwszej czg$ci alfa-helisy 2. Inny intron znajduje si¢ w réznych
pozycjach powtorzenia, zwykle rozproszonych na helisie-3. Dystrofina zawiera réwniez
domene bogatg w cysteing w okolicy aminokwasoéw 3080-3360), w tym segment bogaty w
cysteing (tj. 15 cystein w 280 aminokwasach) wykazujacy homologi¢ z domeng C-koncowa
alfa-aktyniny §luzowca (Dictyostelium discoideum). Domena karboksy-koncowa znajduje sie
w okolicy aminokwasow 3361-3685.
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[0048] Koniec aminowy dystrofiny wigze si¢ z aktyng F, a koniec karboksylowy wigze si¢ z
kompleksem biatkowym zwigzanym z dystrofing (DAPC) przy sarkolemmie. DAPC obejmuje
dystroglikany, sarkoglikany, integryny i kaweoling, a mutacje przy dowolnym z tych
sktadnikéw powoduja autosomalnie odziedziczone dystrofie mig$niowe. DAPC ulega
destabilizacji, gdy dystrofina jest nieobecna, co powoduje zmniejszenie poziomoOw biatek
cztonkowskich, a to z kolei prowadzi do progresywnego uszkodzenia wiokien i przecieku
btonowego. W réznych postaciach dystrofii migsniowej, takich jak dystrofia mig$niowa
Duchenne'a (DMD) i dystrofia migsniowa Beckera (BMD), komorki mi¢sniowe wytwarzaja
zmieniong i funkcjonalnie wadliwg posta¢ dystrofiny lub wcale nie produkuje dystrofiny,
gléwnie z powodu mutacji w sekwencji genow prowadzi¢ do nieprawidlowego splicingu.
Przewazajaca ekspresja wadliwego biatka dystrofiny lub catkowity brak dystrofiny lub biatka
podobnego do dystrofiny, prowadzi do szybkiego postgpu zwyrodnienia migsni, jak
wspomniano powyzej. Pod tym wzgledem, ,wadliwe” biatko dystrofiny moze by¢
scharakteryzowane przez postaci dystrofiny, ktdre sa wytwarzane u pewnych osobnikow z
DMD lub BMD, jak wiadomo w dziedzinie lub przez brak wykrywalnej dystrofiny.

[0049] Stosowane tutaj terminy ,,funkcja” i ,,funkcjonalny” i tym podobne dotyczg funkcji
biologicznej, enzymatycznej lub terapeutycznej.

[0050] ,,Funkcjonalne” biatko dystrofiny dotyczy ogdlnie biatka dystrofiny o wystarczajacej
aktywnosci biologicznej, aby zmniejszy¢ postepujaca degradacje tkanki miesniowej, ktora jest
poza tym charakterystyczna dla dystrofii migsniowej, zazwyczaj w poroOwnaniu ze zmieniong
lub ,,wadliwg” postacig biatka dystrofiny, ktora jest obecna u niektérych osobnikéw z DMD
lub BMD. W pewnych przyktadach wykonania funkcjonalne biatko dystrofiny moze miec
okoto 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% lub 100% (w tym wszystkie liczby
catkowite posrednie znajdujagce si¢ pomiedzy) aktywnosci biologicznej in vitro lub in vivo
dystrofiny typu dzikiego, mierzonej zgodnie z rutynowymi technikami w tej dziedzinie. Jako
przyktad, aktywno$¢ zwiazang z dystrofing w hodowlach migsni in vitro mozna zmierzy¢ na
podstawie wielkosci miotubuli, organizacji (lub dezorganizacji) miofibryli, aktywnosci
kurczliwej 1 spontanicznego grupowania receptoroOw acetylocholinowych (patrz, np. Brown i
wsp., Journal of Cell Science 112:209-216, 1999). Modele zwierzgce sa rowniez cennymi
zasobami do badania patogenezy choroby i1 zapewniaja Srodki do badania aktywnos$ci zwigzanej
z dystrofing. Dwa z najczesciej stosowanych modeli zwierzecych do badan DMD to mysz mdx
I pies golden retriever z dystrofia mig$niowa (ang. golden retriever muscular dystrophy -
GRMD), z ktorych oba sg negatywne pod wzgledem dystrofiny (patrz np. Collins 1 Morgan, Int
J Exp Pathol 84: 165-172, 2003). Te i inne modele zwierzgce mozna stosowa¢ do pomiaru
aktywnosci funkcjonalnej r6znych biatek dystrofiny. Obejmuje to skrdcone postacie dystrofiny,
takie jak te, ktore sg wytwarzane przez pewne pomijajace eksony zwigzki antysensowne wedlug
wynalazku.

[0051] Przez ,,wyizolowany” rozumie si¢ materiat, ktory jest w duzej mierze lub zasadniczo
wolny od sktadnikow, ktore normalnie towarzyszg mu w jego natywnym stanie. Na przyktad
stosowany tu ,izolowany polinukleotyd” moze dotyczy¢ polinukleotydu, ktory zostat
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oczyszczony lub usunigty z sekwencji, ktore flankujg go w stanie naturalnie wystgpujacym, np.
fragment DNA, ktory zostal usunigty z sekwencji, ktore normalnie sgsiadujg z fragmentem.

[0052] W stosowanym tu znaczeniu ,wystarczajgca dtugo$é” dotyczy antysensownego
oligonukleotydu, ktory jest komplementarny do co najmniej 8, bardziej typowo 8-30,
przylegajacych nukleozasad w docelowym pre-mRNA dystrofiny.

[0053] ,,Wzmacnianie” lub ,wzmacniaja¢y” lub ,,zwickszanie” lub ,,zwigkszajacy” lub
»stymulowanie” lub ,,stymulujacy” dotyczy ogodlnie zdolnosci jednego lub antysensownych
zwigzkow lub kompozycji do wytwarzania lub powodowania wigkszej odpowiedzi
fizjologicznej (tj. dalszych efektow) w komorce lub u osobnika, w poréwnaniu z odpowiedzig
spowodowang brakiem zwigzku antysensownego lub zwigzku kontrolnego. Mierzalna
odpowiedz fizjologiczna moze obejmowac zwigkszong ekspresje funkcjonalnej postaci biatka
dystrofiny lub zwigkszong aktywnos$¢ biologiczng zwigzang z dystrofing w tkance mig$niowej,
sposrod innych odpowiedzi widocznych w rozumieniu dziedziny i w opisie. Mozna réwniez
zmierzy¢ wzrost funkcji migsni, w tym zwigkszenie lub poprawe funkcji miesni o okoto 1%,
2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%
lub 100%. Mozna réwniez zmierzy¢ procent widkien mig$niowych, ktore eksprymuja
funkcjonalng dystrofing, w tym zwigkszong ekspresje dystrofiny w okoto 1%, 2%,%, 15%,
16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95% lub 100% wldkien migsniowych. Na przykltad wykazano, ze okoto 40%
poprawa funkcji migsni moze wystapic, jesli 25-30% widkien eksprymuje dystrofing (patrz np.
DelloRusso i wsp., Proc Natl Acad Sci USA 99: 12979-12984, 2002). ,,Zwigkszona” lub
,wzmocniona” ilos¢ jest zazwyczaj ,,istotna statystycznie” i moze obejmowaé zwickszenie o
1,1,1,2,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 lub wigcej razy (np. 500, 1000 razy) (w tym
wszystkie liczby catkowite 1 dziesi¢tne pomiedzy nimi i powyzej 1), np. 1,5, 1,6, 1,7, 1,8 itd.)
ilosci wytworzonej przez brak antysensownego zwiazku (nieobecno$¢ srodka) lub zwigzek
kontrolny.

[0054] Termin ,,redukowac¢” lub ,hamowa¢” moze ogolnie dotyczy¢ zdolnosci jednego lub
wiecej antysensownych zwiazkow wedlug wynalazku do ,,zmniejszania” odpowiedniej
odpowiedzi fizjologicznej lub komdrkowe;j, takiej jak objaw opisanej tu choroby lub stanu,
mierzonej zgodnie z rutynowymi technikami w dziedzinie diagnostyki. Odpowiednie
odpowiedzi fizjologiczne lub komoérkowe (in vivo lub in vitro) beda oczywiste dla znawcow
dziedziny 1 mogg obejmowaé zmniejszenie objawdéw lub patologii dystrofii migsniowej lub
zmniejszenie ekspresji wadliwych postaci dystrofiny, takich jak zmienione postaci dystrofiny,
ktore sg eksprymowane u 0osob z DMD lub BMD. ,,Zmniejszenie” w odpowiedzi moze by¢
istotne statystycznie w poréwnaniu z odpowiedzig wytworzong bez zadnego antysensownego
zwigzku lub kontrolnej kompozycji i moze obejmowac 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%,
9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% lub 100% spadku, w tym
wszystkie liczby catkowite posrednie.
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[0055] ,,Leczenie” osobnika (np. ssaka, takiego jak cztowiek) lub komoérki jest dowolnym
rodzajem interwencji stosowanym podejmujgc probe zmiany naturalnego cyklu osobnika lub
komorki. Leczenie obejmuje, ale nie wylacznie, podawanie kompozycji farmaceutycznej i
mozna je wykonywac profilaktycznie lub po poczatku zdarzenia patologicznego lub kontaktu
ze $rodkiem etiologicznym. Leczenie obejmuje dowolny pozadany wplyw na objawy lub
patologi¢ choroby lub stanu zwigzanego z biatkiem dystrofiny, jak w pewnych postaciach
dystrofii migsniowej i moze obejmowac, na przyktad, minimalne zmiany lub poprawg jednego
lub wigcej mierzalnych markeréw leczonej choroby lub stanu. Wigczone sg tu rowniez terapie
»profilaktyczne”, ktore mozna skierowa¢ do zmniejszenia szybkosci progresji leczonej choroby
lub stanu, opo6znienia wystgpienia tej choroby lub stanu lub zmniejszenia nasilenia jej
wystapienia. ,,Leczenie” lub ,,profilaktyka” nieckoniecznie wskazuje na catkowita eradykacje,
wyleczenie lub zapobieganie chorobie lub stanowi lub towarzyszacym im objawom.

[0056] W stosowanym tu znaczeniu ,,0s0bnik” obejmuje dowolne zwierze, ktore wykazuje
objaw lub jest zagrozone wystgpieniem objawu, ktory mozna leczy¢ zwigzkiem
antysensownym wedtug wynalazku, takie jak osobnik, ktory ma lub ma ryzyko wystapienia
DMD Ilub BMD Iub dowolnego z objawow zwigzanych z tymi stanami (np. utrata widkien
migsniowych). Odpowiedni osobnicy (pacjenci) obejmuja zwierzeta laboratoryjne (takie jak
mysz, szczur, krolik lub $winka morska), zwierzeta hodowlane i domowe lub zwierzgta
domowe (takie jak kot lub pies). Wigczone sg tu naczelne inne niz ludzie, a korzystnie pacjenci
bedacy ludzmi.

[0057] ,,Alkil” lub ,,alkilen” oba dotycza nasyconego prostego lub rozgalezionego tancucha
weglowodorowego zawierajacego od 1 do 18 atomow wegla. Przyktady obejmujg miedzy
innymi metyl, etyl, propyl, izopropyl, butyl, izobutyl, tert-butyl, n-pentyl i n-heksyl. Termin
,,hizszy alkil” dotyczy zdefiniowanej tu grupy alkilowej, zawierajacej pomiedzy 1 a 8 atomow
wegla.

[0058] ,,Alkenyl” dotyczy nienasyconego rodnika weglowodorowego o prostym lub
rozgalezionym tancuchu zawierajacego od 2 do 18 atomoéw wegla 1 zawierajgcego co najmnie;j
jedno wiazanie podwojne wegiel-wegiel. Nieograniczajace przyktady obejmujg migdzy innymi
etenyl, propenyl, izopropenyl, butenyl, izobutenyl, tert-butenyl, n-pentenyl i n-heksenyl.
Termin ,,nizszy alkenyl” dotyczy zdefiniowanej tu grupy alkenylowej, zawierajgcej pomi¢dzy
2 a 8 atomow wegla.

[0059] ,Alkinyl” dotyczy nienasyconego rodnika weglowodorowego o prostym lub
rozgalezionym tancuchu zawierajgcego od 2 do 18 atomow wegla 1 zawierajgcego co najmnie;j
jedno wigzanie potrojne wegiel-wegiel. Nieograniczajace przyklady obejmujg miedzy innymi
etynyl, propynyl, izopropynyl, butynyl, izobutynyl, tert-butynyl, pentynyl i heksynyl. Termin
,nizszy alkinyl” dotyczy zdefiniowanej tu grupy alkinylowej, zawierajacej pomiedzy 2 a 8
atomow wegla.

[0060] ,,Cykloalkil”” dotyczy mono- lub policyklicznego rodnika alkilowego. Nieograniczajace
przyktady obejmuja miedzy innymi cyklobutyl, cyklopentyl, cykloheksyl, cykloheptyl 1
cyklooktyl.
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[0061] ,,Aryl” dotyczy cyklicznego aromatycznego ugrupowania weglowodorowego
zawierajacego od do 18 atomow wegla majacych jeden lub wigcej pierscieni zamknigtych.
Nieograniczajace przyktady obejmuja migdzy innymi fenyl, benzyl, naftyl, antracenyl,
fenantracenyl i bifenyl.

[0062] ,,Aralkil” dotyczy rodnika o wzorze RaRb, w ktorym Ra oznacza tancuch alkilenowy,
jak zdefiniowano powyzej i Rb oznacza jeden lub wigcej rodnikow arylowych, jak
zdefiniowano powyzej, na przyktad, benzyl, difenylometyl i tym podobne.

[0063] ,, Tioalkoksy” dotyczy rodnika o wzorze -SRc, gdzie Rc oznacza zdefiniowany tu rodnik
alkilowy. Termin ,nizszy tioalkoksy” dotyczy zdefiniowanej tu grupy akoksylowej,
zawierajacej pomigdzy 1 a 8 atomow wegla.

[0064] ,,Alkoksyl” dotyczy rodnika o wzorze -ORda przy czym Rd oznacza zdefiniowany tu
rodnik alkilowy. Termin ,nizszy alkoksy” dotyczy zdefiniowanej tu grupy alkoksylowej,
zawierajace] pomiedzy 1 a 8 atoméw wegla. Przyklady grup alkoksy obejmuja, bez
ograniczenia, metoksy i etoksy.

[0065] ,,Alkoksyalkil” dotyczy grupy alkilowej podstawionej przez grupg alkoksylowa.
[0066] ,,Karbonyl” dotyczy rodnika C(=0)-.

[0067] ,,Guanidynyl” dotyczy rodnika HoN(C=NH>) -NH-.

[0068] ,,Amidynyl” dotyczy rodnika HoN(C=NH,)CH-.

[0069] ,,Amino” dotyczy rodnika -NHo.

[0070] ,,Alkiloamino” dotyczy rodnika o wzorze -NHRd lub -NRdRd, gdzie kazdy Rd
niezaleznie oznacza rodnik alkilowy jak tu zdefiniowano. Termin ,,nizszy alkiloamino” dotyczy
zdefiniowanej tu grupy alkiloaminowej, zawierajgcej pomiedzy 1 a 8 atomow wegla.

[0071] ,,Heterocykl” oznacza 5- do 7-cztonowy monocykliczny lub 7- do 10-cztonowy
bicykliczny, heterocykliczny pierscien, ktéry jest albo nasycony, nienasycony, albo
aromatyczny i ktory zawiera od 1 lub 4 heteroatomow niezaleznie wybranych sposrod azotu,
tlenu i siarki, przy czym heteroatomy azotu i siarki mogg by¢ opcjonalnie utleniane, a
heteroatom azotu moze by¢ opcjonalnie kwaternizowany, wlacznie z pier§cieniami
bicyklicznymi, w ktorych dowolny z powyzszych heterocykli jest polaczony z pierScieniem
benzenowym. Heterocykl moze by¢ przytaczony przez dowolny heteroatom lub atom wegla.
Heterocykle obejmuja heteroaryle, jak zdefiniowano ponizej. W zwigzku z tym, oprécz
heteroaryli wymienionych ponizej, heterocykle obejmujg rowniez morfolinyl, pirolidynonyl,
pirolidynyl, piperydynyl, piperyzynyl, hydantoinyl, walerolaktamyl, oksiranyl, oksetanyl,
tetrahydrofuranyl, tetrahydropiranyl, tetrahydropirydynyl, tetrahydrotiofenyl,
tetrahydrotiopiranyl, tetrahydropirymidynyl, tetrahydrotiopiranyl i tym podobne.

[0072] ,,Heteroaryl” oznacza aromatyczny pierscien heterocykliczny o 5 do 10 czlonach i
majacy co najmniej jeden heteroatom wybrany sposrdd azotu, tlenu 1 siarki, 1 zawierajacy co
najmniej 1 atom wegla, obejmujgcy zarowno mono-, jak 1 bicykliczne uktady pierscieniowe.
Reprezentatywne heteroaryle to pirydyl, furyl, benzofuranyl, tiofenyl, benzotiofenyl,
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chinolinyl, pirolil, indolil, oksazolil, benzoksazolil, imidazolil, benzimidazolil, tiazolil,
benzotiazolil, izoksazolil, pirazolil, izotiazolil, pirydazynyl, pirymidynyl, pirazynyl, triazynyl,
cinnolinyl, ftalazinyl i chinazolinyl.

[0073] Terminy ,,opcjonalnie podstawiony alkil”, ,,opcjonalnie podstawiony alkenyl”,
,opcjonalnie podstawiony alkoksyl”, ,,opcjonalnie podstawiony tioalkoksyl”, ,,opcjonalnie
podstawiony alkiloamino”, ,,opcjonalnie podstawiony nizszy alkil”, ,,opcjonalnie podstawiony
nizszy alkenyl”, ,,opcjonalnie podstawiony nizszy alkoksyl”, ,,opcjonalnie podstawiony nizszy
tioalkoksyl”, ,,opcjonalnie podstawiony nizszy alkiloamino” i ,,0pcjonalnie podstawiony
heterocyklil” oznaczaja, ze przy podstawieniu, co najmniej jeden atom wodoru jest zastgpiony
przez podstawnik. W przypadku podstawnika okso (= O) zastgpione zostaja dwa atomy
wodoru. Pod tym wzgledem podstawniki obejmuja: deuter, opcjonalnie podstawiony alkil,
opcjonalnie podstawiony alkenyl, opcjonalnie podstawiony alkinyl, opcjonalnie podstawiony
aryl, opcjonalnie podstawiony heterocykl, opcjonalnie podstawiony cykloalkil, okso, halogen,
-CN, -ORx, NRxRy, NRxC(=0)Ry, NRxSO2Ry, -NRxC(=O)NRxRy, C(=0)Rx, C(=O)ORX,
C(=O)NRxRYy, -SOmMRx i -SOmNRxRYy, przy czym m oznacza 0, 1 lub 2, Rx i Ry sg takie same
lub rézne 1 niezaleznie oznaczaja woddr, opcjonalnie podstawiony alkil, opcjonalnie
podstawiony alkenyl, opcjonalnie podstawiony alkinyl, opcjonalnie podstawiony aryl,
opcjonalnie podstawiony heterocykl lub opcjonalnie podstawiony cykloalkil i kazdy z tych
opcjonalnie podstawionych alkili, opcjonalnie podstawiony alkenyl, opcjonalnie podstawiony
alkinyl, opcjonalnie podstawiony aryl, opcjonalnie podstawiony heterocykl i opcjonalnie
podstawione podstawniki cykloalkilowe mogg by¢ dalej podstawione jednym lub wigksza
liczbg sposrod okso-, halogen, - CN, -ORx, NRxRy, NRxC(=O)Ry, NRxSO2Ry, -
NRXxC(=0O)NRxRy, C(=0)Rx, C(=0)ORx, C(=O)NRxRYy, -SOmRX i -SOmMNRXRYy.

[0074] Zaproponowano i opublikowano system nomenklatury antysensownych czasteczek, aby
rozrozni¢ rozne czasteczki antysensowne (patrz Mann i wsp., (2002) J Gen Med 4, 644-654).
Ta nomenklatura stata si¢ szczegodlnie istotna przy testowaniu kilku nieznacznie réznych
czasteczek antysensownych, wszystkie skierowane na ten sam region docelowy, jak pokazano
ponizej:

H#A/D(x:y).

[0075] Pierwsza litera oznacza gatunek (np. H: cztowiek, M: mysz, C: pies). ,,#’ 0znacza
docelowa liczbg eksondéw dystrofiny. ,,A/D” oznacza akceptorowe lub donorowe miejsce
splicingu odpowiednio na poczatku i1 koncu eksonu (x y) reprezentuje wspotrzedne
przylaczania, gdzie ,,-” lub ,,+” wskazujg odpowiednio sekwencje intronowe lub eksoniczne.
Na przyktad A(-6+18) wskazuje ostatnie 6 zasad intronu poprzedzajacego docelowy ekson i
pierwsze 18 zasad eksonu docelowego. Najblizszym miejscem splicingu bedzie akceptor, wigc
te wspotrzedne beda poprzedzone znakiem ,,A”. Opisywanie wspoirzednych przylaczenia w
miejscu splicingu dawcy moze by¢ D (+2-18), gdzie ostatnie 2 zasady eksonowe i pierwsze 18
intronowych zasad odpowiadaja miejscu hybrydyzacji czasteczki antysensownej. Catkowicie
eksonowe wspotrzedne wygaszania bytyby reprezentowane przez A (+65+85), czyli miejsce
pomiedzy nukleotydem 65. a 85. od poczatku tego eksonu.
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I1. Antysensowne oligonukleotydy

[0076] Gdy czasteczka lub czgsteczki antysensowne sg ukierunkowane na sekwencje
nukleotydowe zaangazowane w splicing eksonow w sekwencjach pre-mRNA, mozna
zahamowa¢ normalny splicing eksonu, co powoduje omijanie przez maszyneri¢ splicingu
catego docelowego eksonu z dojrzalego mRNA. W wielu genach delecja catego eksonu
prowadzitaby do wytwarzania niefunkcjonalnego biatka przez utrate waznych domen
funkcjonalnych lub przerwanie ramki odczytu. W niektorych biatkach mozliwe jest jednak
skrécenie biatka przez usunigcie jednego lub wigkszej liczby eksonéw z wnetrza bialka, bez
zaklécania ramki odczytu i bez powaznej zmiany aktywnos$ci biologicznej biatka. Zazwyczaj
takie biatka majg strukturalng rol¢ i/lub maja funkcjonalne domeny na ich koficach. Dystrofia
mig$niowa Duchenne'a powstaje w wyniku mutacji, ktére wykluczajg synteze funkcjonalnego
produktu genu dystrofiny, zazwyczaj przez przerwanie ramki odczytu. Antysensowne
oligonukleotydy, ktore indukuja pominigcie eksonu regionu genu dystrofiny zawierajacego
mutacje, mogg umozliwi¢ komodrkom migsniowym wytworzenie dojrzatego transkryptu
mRNA, ktéry koduje funkcjonalne biatko dystrofiny. Uzyskane biatko dystrofiny
nickoniecznie jest postacig dystrofiny typu ,dzikiego”, ale raczej jest skrocong, ale
funkcjonalng lub poétfunkcjonalng postacig dystrofiny. Wynalazek opisuje czasteczki
antysensowne zdolne do wigzania si¢ z okreslonymi celami pre-mRNA dystrofiny w eksonie
53 i skierowania przetwarzania tego genu.

[0077] Antysensowny oligonukleotyd i docelowy RNA sa komplementarne w stosunku do
siebie, gdy wystarczajaca liczba odpowiadajacych pozycji w kazdej czasteczce jest zajeta przez
nukleotydy, ktore moga wigza¢ wodor ze sobg, tak Zze migdzy oligonukleotydem a celem
wystepuje stabilne i swoiste wigzanie. W zwigzku z tym ,swoiscie hybrydyzowalne” i
,komplementarne” sg terminami, ktore sg stosowane do wskazania wystarczajgcego stopnia
komplementarnosci lub precyzyjnego parowania, tak ze stabilne 1 swoiscie wigzanie wystepuje
migdzy oligonukleotydem a celem. Jest zrozumiale w tej dziedzinie, Ze sekwencja czasteczki
antysensownej nie musi by¢ w 100% komplementarna z sekwencja docelowej sekwencji, aby
mogta by¢ swoiscie hybrydyzowalna. Czasteczka antysensowna jest swoiscie hybrydyzowalna,
gdy wigzanie oligonukleotydu do czasteczki docelowej zaktoca normalng funkcje docelowego
RNA 1 istnieje wystarczajacy stopien komplementarnos$ci, aby unikna¢ nieswoistego wigzania
antysensownego oligonukleotydu z sekwencjami niecelowymi w warunkach, w ktérych
pozadane jest swoiste wigzanie, tj. w warunkach fizjologicznych w przypadku testow in vivo
lub leczenia terapeutycznego i w przypadku testow in vitro, w warunkach, w ktorych
przeprowadza si¢ testy.

[0078] Delecja eksonu nie powinna prowadzi¢ do przesunig¢cia ramki odczytu w skroconym
transkrybowanym mRNA. W zwigzku z tym, jesli w sekwencji liniowej trzech eksonow koniec
pierwszego eksonu koduje dwa z trzech nukleotydow w kodonie, a nastepny ekson jest
usuwany, trzeci ekson w sekwencji liniowej musi rozpoczyna¢ si¢ od pojedynczego
nukleotydu, ktory jest w stanie ukonczy¢ triplet nukleotydowy dla kodonu. Jesli trzeci ekson
nie rozpocznie si¢ od pojedynczego nukleotydu, nastgpi przesunig¢cie ramki odczytu, ktore
doprowadziloby do wytworzenia skroconego lub niefunkcjonalnego biatka.
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[0079] Nalezy zauwazy¢, ze uktady kodonow na koncu eksonow biatek strukturalnych moga
nie zawsze pgkac¢ pod koniec kodonu, w zwigzku z tym moze zaistnie¢ potrzeba usuni¢cia
wigcej niz jednego eksonu z pre-mRNA, aby zapewni¢ odczyt mRNA w ramce. W takich
okolicznos$ciach konieczne moze by¢ wybranie wielu antysensownych oligonukleotydow
sposobem wedlug wynalazku, przy czym kazdy jest skierowany do innego regionu
odpowiedzialnego za indukcje splicingu w eksonach, ktére maja by¢ usunigte.

[0080] Aby unikng¢ degradacji pre-mRNA podczas tworzenia dupleksu z czasteczkami
antysensownymi, czgsteczki antysensowne moga by¢ przystosowane do minimalizowania lub
zapobiegania rozszczepianiu przez endogenng RNaze¢ H. Wihasciwos¢ ta jest wysoce korzystna
w traktowaniu RNA niezmetylowanymi oligonukleotydami albo wewnatrzkomdrkowo, albo w
surowych ekstraktach zawierajacych RNaz¢ H prowadzac do degradacji dupleksow pre-
MRNA: antysensowy oligonukleotyd. Przyktad czasteczek antysensownych, ktore po dupleksie
z RNA nie sg rozszczepiane przez komorkowa RNazg H stanowig pochodne 2'-O-metylowe.
2'-O-metylo-oligorybonukleotydy sa

bardzo stabilne w $rodowisku komorkowym i tkankach zwierzecych, a ich dupleksy z RNA
majg wyzsze warto$ci Tm niz ich odpowiedniki w rybo- lub dezoksyrybozowe. Metylacja
pozycji 2’ hydroksyrybozy 1 inkorporacja szkieletu fosforotionianowego jest powszechng
strategiag wytwarzania czasteczek, ktore powierzchownie przypominaja RNA, ale sg znacznie
bardziej odporne na degradacje¢ nukleaza.

[0081] Czasteczki antysensowne, ktore nie aktywuja RNazy H mozna wytworzy¢ zgodnie ze
znanymi technikami (patrz, np. patent US nr 5,149,797). Takie antysensowne czgsteczki, ktore
mogg by¢ sekwencjami deoksyrybonukleotydowymi lub rybonukleotydowymi, po prostu
zawieraja dowolng strukturalng modyfikacje, ktora sterycznie przeszkadza lub zapobiega
wigzaniu RNazy H z dupleksowa czasteczka zawierajaca oligonukleotyd jako jeden z jej
elementéw, ktora to modyfikacja strukturalna zasadniczo nie przeszkadza lub nie zaktoca
tworzenia dupleksu. Poniewaz czgsci oligonukleotydu biorace udzial w tworzeniu dupleksu sa
zasadniczo rozne od tych czesci zaangazowanych w wigzanie RNazy H, dostgpnych jest wiele
czasteczek antysensownych, ktore nie aktywuja RNazy H. Na przyktad, takie czasteczki
antysensowne moga by¢ oligonukleotydami, w ktorych co najmniej jedna lub wszystkie
miedzynukleotydowe mostkujace reszty fosforanowe sag modyfikowanymi fosforanami, takimi
jak fosfoniany metylu, fosforotioniany metylu, fosforomorfolidany, fosforopiperazydany i
fosforoamidany. Na przyklad, kazda inng jedng z mostkujacych fosforanowych reszt
miedzynukleotydowych mozna modyfikowa¢ zgodnie z opisem. W innym nieograniczajgcym
przyktadzie, takie antysensowne czgsteczki sg czasteczkami, w ktorych co najmniej jeden, kilka
lub wszystkie nukleotydy zawieraja nizsze ugrupowanie alkilowe 2’ (na przyktad, C1-C4,
liniowy lub rozgateziony, nasycony lub nienasycony alkil, taki jak metyl, etyl, etenyl, propyl,
1-propenyl, 2-propenyl i izopropyl). Na przyktad, kazdy inny nukleotyd moze byc¢
modyfikowany zgodnie z opisem.

[0082] Oligonukleotydy moga rowniez obejmowac nukleozasadowe (czesto okre§lang w tej
technice po prostu jako ,,zasadowe’’) modyfikacje lub podstawienia.
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[0083] Zasady purynowe zawierajg pierscien pirymidynowy skondensowany z pier$cieniem
imidazolowym, jak opisano w ogolnym wzorze:

Adenina i guanina sg dwiema purynowymi nukleozasadami najcz¢$ciej wystepujacymi w
kwasach nukleinowych.

[0084] Zasady pirymidynowe obejmujg szescioczlonowy pierScien pirymidynowy opisany
0g6lnym wzorem:

“ i P - 2

Pirymidyna

Cytozyna, uracyl i tymina sg zasadami pirymidynowymi najczesciej spotykanymi w kwasach
nukleinowych.

[0085] Antysensowny oligonukleotyd jest chemicznie polgczony z ugrupowaniem, ktore
wzmacnia aktywno$¢, dystrybucje komorkowa lub wychwyt komorkowy oligonukleotydu.
Ugrupowanie to tancuch glikolu polietylenowego.

[0086] Czasteczki antysensowne stosowane zgodnie z tym wynalazkiem mogg by¢ dogodnie i
rutynowo wytwarzane za pomocg dobrze znanej techniki syntezy w fazie statej. Sprzet do takiej
syntezy jest sprzedawany przez kilku dostawcow, na przyktad, Applied Biosystems (Foster
City, Kalifornia). Jeden ze sposobow syntezy oligonukleotydow na zmodyfikowanym nosniku
statym jest opisany w patencie US nr 4,458,066.

[0087] Dowolne inne $rodki takiej syntezy znane w tej dziedzinie mozna stosowa¢ dodatkowo
lub alternatywnie. Dobrze znane jest stosowanie podobnych technik do otrzymywania innych
oligonukleotydow, takich jak fosforotioniany i alkilowane pochodne. W jednym takim
zautomatyzowanym przyktadzie wykonania, jako materialy wyjSciowe stosuje si¢ dietylo-
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fosforoamidyty i mozna je zsyntetyzowac, jak opisali Beaucage i wsp., (1981) Tetrahedron
Letters, 22:1859-1862.

[0088] Antysensowne czasteczki wedlug wynalazku syntetyzuje si¢ in vitro i nie obejmuja
antysensownych kompozycji pochodzenia biologicznego. Czasteczki wedlug wynalazku
mozna rowniez mieszaé, kapsutkowaé, sprzgga¢ lub w inny sposéb wigza¢ z innymi
czasteczkami, strukturami czasteczek lub mieszaninami zwigzkéw, jak na przyklad
liposomami, czasteczkami ukierunkowanymi na receptor, doustnymi, doodbytniczymi,
miejscowymi lub innymi formulacjami, do utatwienia wychwytu, dystrybucji i/lub absorpcji.

A. Oligomery morfolino

[0089] Oligomery morfolino majgce szkieletowe wigzania zawierajgce fosfor zostaty
przedstawione na fig. 1A-1C. Potaczony z fosforodiamidatem oligomer morfolino taki jak
pokazany na fig. 1C, ktory jest zmodyfikowany, aby zawieratl grupy o tadunku dodatnim,
korzystnie 10% -50% wiazan szkieletu. Oligomery morfolino z nienatadowanymi potaczeniami
szkieletowymi, w tym antysensowne oligonukleotydy, sa szczegélowo opisane na przyktad w
(Summerton i Weller 1997) i w bedacych wspdlng wlasnoscig patentach USA nr 5,698,685,
5,217,866, 5,142,047, 5,034,506, 5,166,315, 5,185, 444, 5,521,063, 5,506,337, 8,076,476,
8,299,206 1 7,943,762. Oligomery morfolino ze zmodyfikowanymi wigzaniami, w tym
natadowanymi wigzaniami, mozna znalez¢ w publikacji zgloszenia patentowego USA nr:
2012/0065169.

[0090] Wazne wtasciwosci podjednostek opartych na morfolino obejmuja: 1) zdolnos¢ do
wigzania w postaci oligomerycznej przez stabilne, nienatadowane lub dodatnio naladowane
wigzania szkieletowe; 2) zdolno$¢ do podtrzymywania zasady nukleotydowej (np. adeniny,
cytozyny, guaniny, tymidyny, uracylu 1 inozyny) tak, Ze utworzony polimer moze
hybrydyzowaé¢ z komplementarnym zasadowo docelowym kwasem nukleinowym, w tym
docelowym RNA, z wartosciami Tm powyzej] okoto 45°C w stosunkowo krotkich
oligonukleotydach ( np. 10-15 zasad); 3) zdolno$¢ oligonukleotydu do aktywnego Ilub
pasywnego transportu do komorek ssakdéw; 1 4) zdolno$¢ heterodupleksu antysensownego
oligonukleotydu:RNA do odpornosci wobec degradacji RNaza i RNaza H.

[0091] Przyktadowe struktury szkieletowe dla oligonukleotydéw antysensownych wedtug
zastrzezonego przedmiotu wynalazku obejmuja typy podjednostek morfolinowych
przedstawione na fig. 1D-G, kazda potaczony przez niezwigzane lub dodatnio natadowane,
zawierajagce fosfor wigzanie podjednostkowe. Na fig. 1D pokazano wigzanie zawierajace
fosfor, ktore tworzy powtarzalny pigciocztonowy szkielet jednostki, gdzie pierScienie
morfolinowe sg potagczone wigzaniem fosfoamidowym z jednym atomem. Fig. 1E pokazuje
potaczenie, ktore wytwarza 6-atomowy szkielet jednostki powtarzalnej. W tej strukturze atom
Y 1taczacy wegiel 5° morfoliny z grupa fosforowa moze by¢ siarka, azotem, weglem lub,
korzystnie, tlenem. Ugrupowanie X zawieszone z fosforu moze oznaczaé fluor, alkil lub
podstawiony alkil, alkoksyl lub podstawiony alkoksyl, tioalkoksyl lub podstawiony tioalkoksyl
lub niepodstawiony, monopodstawiony lub dipodstawiony atom azotu, w tym struktury
cykliczne, takie jak linie morfolinowe lub piperydyny. Alkil, alkoksyl i tioalkoksyl korzystnie
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zawieraja 1-6 atomow wegla. Ugrupowania Z oznaczajg atom siarki lub tlenu i korzystnie jest
to tlen.

[0092] Wigzania pokazane na fig. 1F i 1G sg zaprojektowane dla 7-atomowych szkieletow o
dhugosci jednostki. Na Strukturze 1F ugrupowanie X jest takie jak na Strukturze 1E, a cze¢$cia
Y moze by¢ metylen, siarka lub korzystnie tlen. W Strukturze 1G ugrupowania X i Y sg takie
jak na Strukturze 1E. Szczego6lnie korzystne oligonukleotydy morfolinowe obejmuja te ztozone
struktury podjednostek morfolinowych o postaci przedstawionej na fig. 1E, gdzie X=NHo,
N(CHp3)2 lub 1-piperazyne lub inng natadowang grupg, Y=0 i Z=0.

[0093] Zasadniczo nienatadowany oligonukleotyd moze by¢ modyfikowany, zgodnie z
aspektem wynalazku, do wlaczenia natadowanych wigzan, np. do okoto 1 na kazde 2-5
nienaladowanych wigzan, na przyklad okolo 4-5 na co 10 nienaladowanych wigzan. W
niektorych przykladach wykonania optymalng poprawe aktywnosci antysensownej mozna
zaobserwowacé, gdy okoto 25% wigzan szkieletu jest kationowych. W niektorych przyktadach
wykonania, wzmocnienie moze by¢ widoczne z niewielkg liczbg np. 10-20% wigzan
kationowych lub gdy liczba wigzan kationowych miesci si¢ w zakresie 50-80%, tak jak okoto
60%.

[0094] Dostarczono oligomery majace dowolnag liczbe kationowych potaczen, w tym oligomery
potaczone w petni kationowo. Korzystnie jednak oligomery sg czg¢sciowo natadowane, na
przyktad w ilosci 10%-80%. W korzystnych przykladach wykonania okoto 10% do 60% i
korzystnie 20% do 50% wigzan jest kationowych.

[0095] W jednym przyktadzie wykonania kationowe wigzania sg przeplatane wzdtuz szkieletu.
Czeg$ciowo naladowane oligomery korzystnie zawieraja co najmniej dwa kolejne
nienatadowane wigzania; to znaczy, oligomer korzystnie nie ma $cisle naprzemiennego wzoru
na catej swojej dtugosci.

[0096] Rozwazane sg rowniez oligomery majace bloki kationowych potaczen i bloki potaczen
nienatadowanych; na przyktad centralny blok nienaladowanych wigzan moze by¢ otoczony
przez bloki kationowych wigzan lub odwrotnie. W jednym przyktadzie wykonania oligomer
ma w przyblizeniu rowne dtugosci 5', 3' i regiony centralne, a procent potaczen kationowych w
centralnym regionie jest wigkszy niz okoto 50%, korzystnie wigkszy niz okoto 70%.

[0097] W pewnych przyktadach wykonania, antysensowne zwigzki wedlug wynalazku mozna
otrzymywac etapami syntezy w fazie statej, stosujac sposoby wyszczegdlnione w cytowanych
powyzej pozycjach literaturowych i1 ponizej w odniesieniu do syntezy oligonukleotydow
majgcych mieszaning lub nienatadowanych i kationowych potaczen szkieletowych. W
niektorych przypadkach moze by¢ pozadane dodanie dodatkowych zwigzkow chemicznych do
zwigzku antysensownego, np. do zwigkszenia farmakokinetyki lub utatwienia wychwytywania
lub wykrywania zwigzku. Takie ugrupowanie moze by¢ przylaczone kowalencyjnie, zgodnie
ze standardowymi sposobami syntezy. Przykladowo, dodanie ugrupowania glikolu
polietylenowego lub innego polimeru hydrofilowego, np. takiego, ktory ma 1-100 podjednostek
monomerycznych, moze by¢ przydatne w zwigkszaniu rozpuszczalnosci.
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[0098] Do celow detekcji mozna dotaczy¢ czastke reporterowa, taka jak fluoresceina lub grupa
radioznakowana. Alternatywnie, znacznik reporterowy przytaczony do oligomeru moze by¢
ligandem, takim jak antygen lub biotyna, zdolnym do wigzania wyznakowanego przeciwciata
lub streptawidyny. Przy wyborze ugrupowania do przylaczenia lub modyfikacji zwigzku
antysensownego, ogolnie pozadane jest oczywiscie wybranie zwigzkow chemicznych z grup,
ktore sg biokompatybilne i prawdopodobnie sg tolerowane przez osobnika bez niepozadanych
efektow ubocznych.

[0099] Kazda struktura pier$cienia morfolinowego wspiera ugrupowanie parowania zasad, aby
utworzy¢ sekwencj¢ ugrupowan do parowania zasad, ktora jest typowo zaprojektowana do
hybrydyzacji z wybranym celem antysensownym w komorce lub u leczonego osobnika.
Podstawowa czasteczkg parowania moze by¢ puryna lub pirymidyna znaleziona w natywnym
DNA lub RNA (np. A, G, C, T lub U).

I11. Formulacje i sposoby podawania

[0100] W niektorych przyktadach wykonania, wynalazek zapewnia kompozycje
farmaceutyczne odpowiednie do terapeutycznego dostarczania oligomerdéw antysensownych
wedlug wynalazku. W zwigzku z tym, w niektorych przyktadach wykonania, Wynalazek
dostarcza farmaceutycznie dopuszczalne kompozycje, ktore zawierajg terapeutycznie
skuteczng ilo$¢ jednego lub wigcej oligomerow wedlug wynalazku, formutowanych razem z
jednym lub wigksza liczbg farmaceutycznie dopuszczalnych nos$nikéw (dodatkéw) i/lub
rozcienczalnikoéw. Chociaz mozliwe jest podawanie oligomeru wedlug wynalazku osobno,
korzystne jest podawanie zwigzku jako formulacji farmaceutycznej (kompozycji).

[0101] Sposoby dostarczania czgsteczek kwasu nukleinowego sg opisane, na przyklad, w
Akhtar i wsp., 1992, Trends Cell Bio., 2:139; i Delivery Strategies for Antisense
Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar; Sullivan i wsp., PCT WO 94/02595. Te i inne
protokoty mozna stosowa¢ do dostarczania praktycznie dowolnej czgsteczki kwasu
nukleinowego, w tym izolowanych oligomerow wedtug wynalazku.

[0102] Jak wyszczegolniono ponizej, kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku moga
by¢ specjalnie formutowane do podawania w postaci statej lub cieklej, w tym dostosowane do
nastgpujacych: (1) podawanie doustne, na przyktad, roztwory (wodne lub niewodne roztwory
lub zawiesiny), tabletki, np. te przeznaczone do wchtaniania policzkowego, podjezykowego i
ogolnoustrojowego, bolusy, proszki, granulki, pasty do stosowania na jezyku; (2) podawanie
pozajelitowe, na przyklad, przez wstrzyknigcie podskorne, domig$niowe, dozylne Iub
zewnatrzoponowe, na przyktad, jako sterylny roztwor lub zawiesina lub formulacja o
przedluzonym uwalnianiu; (3) stosowanie miejscowe, na przyktad, jako krem, mas¢ lub plaster
lub spray o kontrolowanym uwalnianiu nakladany na skore; (4) dopochwowo lub
doodbytniczo, na przyktad, jako pesarium, krem lub pianka; (5) podjezykowo; (6) do oczu; (7)
przezskornie; lub (8) donosowo.

[0103] Okreslenie ,,farmaceutycznie dopuszczalny”, zgodnie z zastosowaniem, dotyczy

zwigzkow, materialdow, kompozycji i/lub postaci dawkowania, itd. ktére sg w zakresie
racjonalnej oceny medycznej odpowiednie do stosowania w kontakcie z tkankami istot ludzkich
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1 zwierzat bez nadmiernej toksycznos$ci, podraznienia, odpowiedzi alergicznej lub innego
problemu lub powiktania, wspotmiernie do racjonalnego wspotczynnika korzysci/ryzyka.

[0104] Stosowane tu okreslenie ,farmaceutycznie dopuszczalny no$nik” 0znacza
farmaceutycznie dopuszczalny material, kompozycj¢ lub nosnik, taki jak ciekly lub staly
wypetniacz, rozcienczalnik, substancja pomocnicza, srodek utatwiajacy wytwarzanie (np.
srodek poslizgowy, talk, magnez, wapn lub cynk; stearynian lub kwas stearynowy) lub materiat
kapsutkujacy rozpuszczalnik, zaangazowany w przenoszenie lub transport przedmiotowego
zwiazku z jednego narzadu lub czesci ciala do innego narzadu lub czesci ciala. Kazdy no$nik
musi by¢ ,,dopuszczalny” w znaczeniu bycia kompatybilnym z innymi sktadnikami formulacji
I nieszkodliwy dla pacjenta.

[0105] Niektore przyktady materiatow, ktore moga stuzy¢ jako farmaceutycznie dopuszczalne
no$niki obejmuja, nicograniczajaco: (1) cukry, takie jak laktoza, glukoza i sacharoza; (2)
skrobie, takie jak skrobia kukurydziana i skrobia ziemniaczana; (3) celuloza i jej pochodne,
takie jak sol sodowa karboksymetylocelulozy, etyloceluloza i octan celulozy; (4) sproszkowana
tragakanta; (5) stod; (6) zelatyna; (7) talk; (8) substancje pomocnicze, takie jak masto kakaowe
1 woski do czopkdw; (9) oleje, takie jak olej arachidowy, olej bawetniany, olej szafranowy, olej
sezamowy, oliwa z oliwek, olej kukurydziany i olej sojowy; (10) glikole, takie jak glikol
propylenowy; (11) poliole, takie jak gliceryna, sorbitol, mannitol i glikol polietylenowy; (12)
estry, takie jak oleinian etylu i laurynian etylu; (13) agar; (14) $rodki buforujace, takie jak
wodorotlenek magnezu 1 wodorotlenek glinu; (15) kwas alginowy; (16) wolna od pirogenow
woda; (17) izotoniczny roztwor soli; (18) roztwor Ringera; (19) alkohol etylowy; (20) roztwory
buforowane pH; (21) poliestry, poliwgglany i/lub polibezwodniki; 1 (22) inne nietoksyczne
kompatybilne substancje stosowane w formulacjach farmaceutycznych.

[0106] Dodatkowe nieograniczajgce przyktady $rodkéw odpowiednich do formutowania z
antysensownymi oligomerami wedlug wynalazku obejmuja: Sprzezone z PEG kwasy
nukleinowe, sprzezone z fosfolipidem kwasy nukleinowe, kwasy nukleinowe zawierajace
czasteczki lipofilowe, fosforotioniany, inhibitory P-glikoproteiny (takie jak Pluronic P85),
ktore mogg zwigkszac przenikanie lekow do roznych tkanek; biodegradowalne polimery, takie
jak mikrosfery z poli(DL-laktydu-koglikolidu) do dostarczania o przedtuzonym uwalnianiu po
implantacji (Emerich, DF i wsp., 1999, Cell Transplant, 8, 47-58) Alkermes, Inc. Cambridge,
Mass.; 1 zaladowane nanoczasteczki, takie jak te wytworzone z cyjanoakrylanu polibutylowego,
ktore moga dostarczac leki przez bariere krew-moézg i moga zmienia¢ neuronalne mechanizmy
wychwytu (Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 23, 941-949, 1999).

[0107] Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej
liposomy modyfikowane powierzchniowo, zawierajace lipidy poli(glikolu
etylenowego)(modyfikowane PEG, rozgatezione 1 nierozgatezione lub ich kombinacje, lub
dtugo krazace liposomy lub utajone liposomy). Oligomery do stosowania w wynalazku moga
rowniez zawiera¢ kowalencyjnie przylaczone czasteczki PEG o réznych masach
czasteczkowych. Te formulacje oferujg sposob zwigkszania akumulacji lekow w tkankach
docelowych. Ta klasa no$nikoéw lekéw jest odporna na opsonizacje 1 eliminacje przez
jednojadrzaste uktady fagocytujace (MPS lub RES), umozliwiajac w ten sposob dhuzszy czas
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krazenia we krwi i zwigkszong ekspozycje tkanki na kapsutkowany lek (Lasic i wsp. Chem.
Rev. 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata i wsp., Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011).
Wykazano, ze takie liposomy gromadza si¢ selektywnie w nowotworach, prawdopodobnie
przez wynaczynienie i wychwytywanie w neowaskularyzowanych tkankach docelowych (Lasic
i wsp., Science 1995, 267, 1275-1276, Oku i wsp., 1995, Biochim. Biophys. Acta, 1238, 86-
90). Dtugo cyrkulujace liposomy polepszaja farmakokinetyke i farmakodynamikg DNA i RNA,
zwlaszcza w poréwnaniu z konwencjonalnymi liposomami kationowymi, ktore sa znane z
gromadzenia si¢ w tkankach MPS (Liu i wsp., J. Biol. Chem. 1995, 42, 24864-24870; Choi i
wsp., miedzynarodowa publikacja PCT nr WO 96/10391; Ansell i wsp., migdzynarodowa
publikacja PCT nr WO 96/10390; Holland i wsp., migdzynarodowa publikacja PCT nr WO
96/10392). Dtugo krazace liposomy moga réwniez chroni¢ leki przed degradacja nukleazami
w wiekszym stopniu w pordwnaniu z kationowymi liposomami, w oparciu o ich zdolno$¢
unikania gromadzenia si¢ w metabolicznie agresywnych tkankach MPS, takich jak watroba i
$ledziona.

[0108] W kolejnym przyktadzie wykonania wynalazek obejmuje oligomerowe kompozycje
farmaceutyczne otrzymywane do dostarczania, jak opisano w U.S. Pat. Nr 6,692,911, 7,163,695
i 7,070,807. Pod tym wzgledem, w jednym przyktadzie wykonania, wynalazek zapewnia
oligomer wedtug wynalazku w kompozycji zawierajacej kopolimery lizyny i histydyny (HK)
(jak opisano w patentach US nr 7,163,695, 7,070,807 i 6,692,911), samodzielnie lub w
polaczeniu z PEG (np. rozgal¢ziony lub nierozgateziony PEG lub ich mieszanina), w
kombinacji z PEG 1 ugrupowaniem kierujagcym lub dowolnym z powyzszych w potaczeniu ze
srodkiem sieciujgcym. W niektorych przyktadach wykonania, wynalazek zapewnia oligomery
antysensowne w kompozycjach farmaceutycznych zawierajacych zmodyfikowang kwasem
glukonowym polihistydyne¢ lub glukonylowang-polihistydyne¢/transferyne-polilizyne. Znawca
dziedziny zauwazy réwniez, ze aminokwasy o wiasciwosciach podobnych do His 1 Lys moga
by¢ podstawione w kompozycji.

[0109] Pewne przyktady wykonania oligomeréw wedhug wynalazku moga zawiera¢ zasadowa
grupe funkcyjng, taka jak amino lub alkiloaminowa i1 sg zatem zdolne do tworzenia
farmaceutycznie dopuszczalnych soli z farmaceutycznie dopuszczalnymi kwasami. Termin
,farmaceutycznie dopuszczalne sole” w tym wzglgdzie dotyczy wzglgdnie nietoksycznych,
nieorganicznych 1 organicznych soli addycyjnych z kwasami zwigzkow wedlug wynalazku.
Sole te mozna otrzymac in situ w nosniku do podawania leku lub w sposobie wytwarzania
postaci dawkowania lub przez oddzielng reakcje oczyszczonego zwigzku wedtug wynalazku w
postaci wolnej zasady z odpowiednim kwasem organicznym lub nieorganicznym i
wyodrebnianie tak utworzonej soli podczas pdzniejszego oczyszczania. Reprezentatywne sole
obejmujg sole bromowodorek, chlorowodorek, siarczan, wodorosiarczan, fosforan, azotan,
octan, walerianian, oleinian, palmitynian, stearynian, laurynian, benzoesan, mleczan, fosforan,
tosylan, cytrynian, maleinian, fumaran, bursztynian, winian, naftalanian, mesylan,
glukoheptanian, laktobionian i laurylosulfoniany. (Patrz np. Berge i wsp. (1977)
,,Pharmaceutical Salts”, J. Pharm. Sci. 66:1-19).
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[0110] Farmaceutycznie dopuszczalne sole oligomerow wedlug wynalazku obejmujg
konwencjonalne nietoksyczne sole lub czwartorzegdowe sole amoniowe zwigzkow, np. z
nietoksycznych organicznych Iub nieorganicznych kwasow. Na przyklad, takie
konwencjonalne nietoksyczne sole obejmujg sole pochodzace od kwasow nieorganicznych,
takich jak chlorowodorek, bromowodorki, siarkowy, sulfamowy, fosforowy, azotowy i tym
podobne; i sole otrzymane z kwasow organicznych, takich jak kwas octowy, propionowy,
bursztynowy, glikolowy, stearynowy, mlekowy, jabtkowy, winowy, cytrynowy, askorbinowy,
palmitynowy, maleinowy, hydroksymaleinowy, fenylooctowy, glutaminowy, benzoesowy,
salicylowy, sulfanilowy, 2-acetoksybenzoesowy,  fumarowy  toluenosulfonowy,
metanosulfonowy, etanodisulfonowy, szczawiowy, izotoniowy i tym podobne.

[0111] W niektérych przyktadach wykonania, oligomery wedlug wynalazku moga zawieraé
jedng lub wigcej kwasowych grup funkcyjnych, a zatem sg zdolne do tworzenia
farmaceutycznie dopuszczalnych soli z farmaceutycznie dopuszczalnymi zasadami. Termin
,farmaceutycznie dopuszczalne sole” w tych przypadkach dotyczy wzglednie nietoksycznych,
nieorganicznych i organicznych soli addycyjnych z zasadami zwigzkéw wedlug wynalazku.
Sole te mozna podobnie otrzymac in situ w no$niku do podawania lub sposobie wytwarzania
postaci dawkowania lub przez osobng reakcj¢ oczyszczonego zwigzku w jego postaci wolnego
kwasu z odpowiednig =zasada, taka jak wodorotlenek, weglan lub wodorowgglan
farmaceutycznie dopuszczalnego kationu metalu, z amoniakiem lub z farmaceutycznie
dopuszczalng organiczng pierwszorzedowa, drugorzedowa lub trzeciorzedowa aming.
Reprezentatywne sole zasadowe lub metali ziem alkalicznych obejmuja sole litu, sodu, potasu,
wapnia, magnezu i glinu i tym podobne.

Reprezentatywne aminy organiczne przydatne do tworzenia soli addycyjnych z zasadami
obejmujg etyloaming, dietyloaming, etylenodiaming, etanoloaming, dietanoloaming,
piperazyne i tym podobne. (Patrz np. Berge 1 wsp., powyzej).

[0112] Srodki zwilzajace, emulgatory i $rodki poslizgowe, takie jak laurylosiarczan sodu i
stearynian magnezu, jak rowniez $rodki barwigce, srodki antyadhezyjne, srodki powlekajace,
srodki stodzace, smakowe 1 zapachowe, §rodki konserwujace 1 przeciwutleniacze mogg rowniez
by¢ obecne w kompozycjach.

[0113] Przyktady farmaceutycznie dopuszczalnych przeciwutleniaczy obejmuja: (1)
rozpuszczalne w wodzie przeciwutleniacze, takie jak kwas askorbinowy, chlorowodorek
cysteiny, wodorosiarczan sodu, metabisulfite sodu, siarczyn sodu i tym podobne; (2)
rozpuszczalne w oleju przeciwutleniacze, takie jak palmitynian askorbylu, butylowany
hydroksyanizol (BHA), butylowany hydroksytoluen (BHT), lecytyna, galusan propylowy, alfa-
tokoferol i tym podobne; (3) srodki chelatujace metale, takie jak kwas cytrynowy, kwas
etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), sorbitol, kwas winowy, kwas fosforowy i tym podobne.

[0114] Kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku obejmujg kompozycje odpowiednie do
podawania doustnego, donosowego, miejscowego (w tym policzkowego 1 podjezykowego),
doodbytniczego, dopochwowego i/lub pozajelitowego. Formulacje moga by¢ dogodnie
przedstawione w jednostkowej formie dawkowania i moga zosta¢ otrzymane za pomoca
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dowolnych sposobow dobrze znanych w dziedzinie farmacji. Ilo$¢ sktadnika aktywnego, ktora
moze zosta¢ polaczona z materialem no$nikowym do wytworzenia pojedynczej postaci
dawkowania bedzie rézna w zaleznosci od leczonego gospodarza, konkretnego sposobu
podawania. Ilo$¢ substancji aktywnej, ktéra mozna potaczy¢ z materiatem no$nikowym do
wytworzenia pojedynczej postaci dawkowania, bedzie na ogoét tg iloscig zwigzku, ktéra daje
efekt terapeutyczny. Ogolnie, w stu procentach ta ilo$¢ bedzie w zakresie od okoto 0,1 procent
do okoto dziewigcédziesigciu dziewieciu procent sktadnika aktywnego, korzystnie od okoto 5
procent do okoto 70 procent, najkorzystniej od okoto 10 procent do okoto 30 procent.

[0115] W pewnych przyktadach wykonania, kompozycja farmaceutyczna wedlug wynalazku
zawiera substancje pomocniczg wybrang sposrod cyklodekstryn, celuloz, liposoméw, srodkow
tworzacych micele, np. kwasow zotciowych i no$nikow polimerycznych, np. poliestrow i
polibezwodnikéw; 1 oligomer wedlug wynalazku. W niektorych przyktadach wykonania wyzej
wymieniona formulacja czyni oligomer wedlug wynalazku biodostgpnym doustnie.

[0116] Sposoby otrzymywania tych kompozycji farmaceutycznych obejmuja etap
doprowadzania do polaczenia oligomeru wedlug wynalazku z no$nikiem i, opcjonalnie, jednym
lub wigksza liczbg skladnikdw pomocniczych. Ogdlnie, kompozycje farmaceutyczne
otrzymuje si¢ przez jednorodne i doktadne polaczenie zwiazku wedtug wynalazku z cieklymi
no$nikami lub drobno podzielonymi statymi no$nikami lub z obydwoma, a nastepnie, jesli to
konieczne, ksztattowanie produktu.

[0117] Kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku odpowiednie do podawania doustnego
moga mie¢ posta¢ kapsulek, optatkow, pigulek, tabletek, pastylek do ssania (stosujac bazeg
smakowo-zapachowa, zazwyczaj sacharoz¢ i gume arabskg lub tragakant), proszki, granulki
lub jako roztwor lub zawiesing w wodnej lub niewodnej cieczy lub jako ciekla emulsje olej w
wodzie lub woda w oleju lub jako eliksir lub syrop lub jako pastylki (z zastosowaniem oboj¢tne;j
zasady, takiej jak zelatyna 1 gliceryna lub sacharoza 1 guma arabska) i/lub jako ptukanki do ust
i tym podobne, z ktorych kazda zawiera z gory okre§long ilo$¢ antysensownego
oligonukleotydu wedtug wynalazku jako skladnik aktywny. Antysensowny oligonukleotyd
wedhug wynalazku mozna rowniez podawac jako bolus, powidetko lub paste.

[0118] W statych postaciach dawkowanych wedlug wynalazku do podawania doustnego
(kapsuiki, tabletki, piguiki, drazetki, proszki, granulki, pastylki i tym podobne), sktadnik
aktywny mozna zmiesza¢ z jednym lub wigcej farmaceutycznie dopuszczalnymi no$nikami,
takimi jak cytrynian sodu lub fosforan diwapniowy i/lub dowolne z ponizszych: (1)
wypetniacze lub rozcienczalniki, takie jak skrobie, laktoza, sacharoza, glukoza, mannitol i/lub
kwas krzemowy; (2) srodki wigzace, takie jak na przyktad karboksymetyloceluloza, alginiany,
zelatyna, poliwinylopirolidon, sacharoza i/lub guma arabska; (3) srodki nawilzajace, takie jak
glicerol; (4) srodki dezintegrujace, takie jak agar-agar, weglan wapnia, skrobia ziemniaczana
lub tapioka, kwas alginowy, pewne krzemiany i weglan sodu; (5) s$rodki opodzniajace
rozpuszczanie, takie jak parafina; (6) przyspieszacze absorpcji, takie jak czwartorzedowe
zwiazki amoniowe 1 surfaktanty, takie jak poloksamer 1 laurylosiarczan sodu; (7) $rodki
zwilzajgce, takie jak na przyktad alkohol cetylowy, monostearynian glicerolu i niejonowe
surfaktanty; (8) absorbenty, takie jak glinka kaolinowa i bentonitowa; (9) srodki poslizgowe,
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takie jak talk, stearynian wapnia, stearynian magnezu, stale glikole polietylenowe,
laurylosiarczan sodu, stearynian cynku, stearynian sodu, kwas stearynowy i ich mieszaniny;
(10) $rodki barwiace; i1 (11) srodki do kontrolowanego uwalniania, takie jak krospowidon lub
etyloceluloza. W przypadku kapsutek, tabletek i1 pigulek, kompozycje farmaceutyczne moga
rowniez zawiera¢ $rodki buforujgce. Kompozycje w stanie stalym podobnego typu mozna
zastosowa¢ réwniez jako wypetiacze w migkkich lub twardych wypemionych kapsutkach
zelatynowych, stosujac takie substancje pomocnicze jak laktoza lub cukry mlekowe, a takze
glikole polietylenowe o0 wysokiej masie czgsteczkowej i tym podobne.

[0119] Tabletke mozna wytwarza¢ przez prasowanie lub formowanie, opcjonalnie z jednym
lub wieksza liczba sktadnikéw dodatkowych. Sprasowane tabletki mozna wytwarzac stosujac
srodek wigzacy (np. zelatyne lub hydroksypropylometylocelulozg), srodek poslizgowy,
obojetny rozcienczalnik, $rodek konserwujacy, $rodek rozpraszajacy (na przyktad, glikolan
sodowy skrobi lub sieciowang karboksymetyloceluloze sodowa), $rodek aktywny
powierzchniowo lub rozpraszajacy. Uformowane tabletki mozna wytworzyé przez
uformowanie w odpowiedniej maszynie mieszaniny sproszkowanego zwigzku zmoczonego
obojetnym ptynnym rozcienczaczem.

[0120] Tabletki i inne state postacie dawkowania kompozycji farmaceutycznych wedlug
wynalazku, takie jak drazetki, kapsutki, pigutki i granulki, moga by¢ opcjonalnie nacinane lub
otrzymywane z powtokami i ostonkami, takimi jak powtoki dojelitowe i inne powtoki dobrze
znane w dziedzinie formulowania farmaceutycznego. Mozna je rowniez formutowac tak, aby
zapewni¢ powolne lub kontrolowane uwalnianie sktadnika aktywnego (sktadnikow aktywnych)
za pomocag, na przyktad, hydroksypropylometylocelulozy w roéznych proporcjach, aby
zapewni¢ pozadany profil uwalniania, innych matryc polimerowych, liposomow i/lub
mikrosfer. Mozna je formutowaé¢ do szybkiego uwalniania, np. liofilizowa¢. Moga by¢
sterylizowane, na przyktad, za pomoca filtracji przez filtr zatrzymujacy bakterie lub przez
wprowadzenie srodkow sterylizujacych w postaci sterylnych kompozycji w stanie statym, ktore
mozna rozpusci¢ w sterylnej wodzie lub innym sterylnym wstrzykiwalnym osrodku
bezposrednio przed zastosowaniem. Kompozycje te mogg rowniez opcjonalnie zawiera¢ srodki
zmetniajace 1 moga by¢ kompozycjami, ktore uwalniajg tylko sktadnik aktywny (sktadniki
aktywne) lub korzystnie, w pewnej czes$ci przewodu pokarmowego, opcjonalnie w sposob
op6zniony. Przyktady kompozycji osadzajacych, ktore mozna stosowac obejmujg substancje
polimeryczne 1 woski. Skladnik aktywny moze roéwniez wystgpowaé w postaci
mikrokapsutkowanej, jesli to odpowiednie, z jedng lub wigksza liczbg opisanych powyzej
substancji pomocniczych.

[0121] Ciekle postacie dawkowania do podawania doustnego oligonukleotydow
antysensowynch wedtlug wynalazku obejmujg farmaceutycznie dopuszczalne emulsje,
mikroemulsje, roztwory, zawiesiny, syropy 1 eliksiry. Dodatkowo oprécz sktadnika aktywnego,
plynne postaci dawkowania moga zawiera¢ obojetne rozcienczacze powszechnie stosowane w
dziedzinie, takie jak na przyktad woda lub inne rozpuszczalniki, srodki zwigkszajace
rozpuszczalno$¢ 1 emulgatory, takie jak alkohol etylowy, alkohol izopropylowy, weglan etylu,
octan etylu, alkohol benzylowy, benzoesan benzylu, glikol propylenowy, glikol 1,3-
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butylenowy, oleje (zwlaszcza oleje z nasion bawelny, orzeszkéow ziemnych, kukurydzy,
kietkow, oliwe z oliwek, olej rycynowy 1 sezamowy), glicerol, alkohol tetrahydrofurylowy,
glikole polietylenowe i estry kwasow tluszczowych sorbitanu i ich mieszaniny.

[0122] Oprocz obojetnych rozcienczaczy, kompozycje doustne mogg takze zawiera
adjuwanty, takie jak srodki zwilzajace, srodki emulgujace i zawieszajace, srodki stodzace,
smakowe, barwigce, perfumujace i konserwujace.

[0123] Zawiesiny, oprocz substancji aktywnej, moga zawiera¢ srodki zawieszajace, takie jak
na przyklad etoksylowane alkohole izostearylowe, polioksyetylenowany sorbitol i estry
sorbitanu, celuloza mikrokrystaliczna, metawodorotlenek glinu, bentonit, agar-agar i tragakanta
I ich mieszaniny.

[0124] Formulacje do podawania doodbytniczego lub dopochwowego moga by¢ prezentowane
jako czopek, ktory mozna otrzymywac przez zmieszanie jednego lub wigcej zwigzkow wedtug
wynalazku z jedng lub wigcej niz pozadang substancjg pomocniczg lub nosnikami
zawierajacymi, na przyklad, masto kakaowe, glikol polietylenowy, wosk do czopkow lub
salicylan, ktory jest staly w temperaturze pokojowej, ale cieklty w temperaturze ciata, a zatem
topi si¢ w odbytnicy lub w jamie pochwy i uwalnia zwigzek aktywny.

[0125] Dostarczone tu formulacje lub postacie dawkowania do miejscowego lub przezskornego
podawania oligomeru obejmuja proszki, aerozole, masci, pasty, kremy, balsamy, zele,
roztwory, plastry i $rodki do inhalacji. Oligomery aktywne mozna miesza¢ w sterylnych
warunkach z farmaceutycznie dopuszczalnym no$nikiem i z dowolnymi konserwantami,
buforami lub gazami pednymi, ktére mogg by¢ wymagane. Masci, pasty, kremy 1 Zele moga
zawiera¢, oprocz zwigzku aktywnego wedlug wynalazku, substancje pomocnicze takie jak
thuszcze zwierzece 1 roslinne, oleje, woski, parafiny, skrobia, tragakanta, pochodne celulozy,
glikole polietylenowe, silikony, bentonity, kwas krzemowy, talk i tlenek cynku lub ich
mieszaniny.

[0126] Proszki i spreje moga zawieraé oprocz oligomeru wedlug wynalazku substancje
pomocnicze, takie jak laktoza, talk, kwas krzemowy, wodorotlenek glinu, krzemiany wapnia i
proszek poliamidowy lub mieszaniny tych substancji. Spreje moga dodatkowo zawieraé
zwyczajowe gazy pedne, takie jak chloro-fluorowgglowodory i lotne niepodstawione
weglowodory, takie jak butan i propan.

[0127] Plastry przezskorne maja dodatkowa zalete zapewnienia kontrolowanego dostarczania
oligomeru wedlug wynalazku do organizmu. Takie postacie dawkowania mozna wytworzy¢ za
pomoca rozpuszczania lub wydzielania oligomeru w odpowiednim medium. Substancje
zwigkszajgce wchtanianie mogg by¢ réwniez stosowane do zwigkszenia przeptywu $rodka
przez skore. Szybko$¢ takiego strumienia mozna kontrolowaé przez zapewnienie membrany
kontrolujacej szybkos¢ lub dyspergujacej srodek w macierzy polimerowej lub zelu, sposréd
innych sposobdéw znanych w dziedzinie.

[0128] Kompozycje farmaceutyczne odpowiednie do podawania pozajelitowego moga
zawiera¢ jeden lub wiecej oligomerow wedtug wynalazku w potgczeniu z jednym lub wigksza
liczbg farmaceutycznie dopuszczalnych sterylnych izotonicznych wodnych lub niewodnych
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roztworow, dyspersji, zawiesin lub emulsji lub sterylnych proszkow, ktore mozna odtwarza¢ w
sterylnych roztworach lub dyspersjach do zastrzykéw tuz przed zastosowaniem, ktore moga
zawiera¢ cukry, alkohole, przeciwutleniacze, bufory, bakteriostatyki, substancje rozpuszczone,
ktoére czynig formulacje izotoniczng z krwig zamierzonego biorcy lub $rodki zawieszajace lub
zageszczajace. Przyktady odpowiednich wodnych i1 niewodnych no$nikow, ktére mozna
stosowa¢ w kompozycjach farmaceutycznych wedlug wynalazku, obejmuja wode, etanol,
poliole (takie jak glicerol, glikol propylenowy, glikol polietylenowy i tym podobne) i ich
odpowiednie mieszaniny, oleje roslinne, takie jak oliwa z oliwek i wstrzykiwane estry
organiczne, takie jak oleinian etylu. Odpowiednig plynno$¢ mozna utrzymac, na przyktad, za
pomoca materiatow powlekajacych takich jak lecytyna, za pomoca utrzymywania wymaganego
rozmiaru czasteczek w przypadku dyspersji lub za pomocg zastosowania surfaktantow.

[0129] Kompozycje te moga rowniez zawiera¢ adiuwanty, takie jak $rodki konserwujace,
srodki zwilzajace, $rodki emulgujace 1 s$rodki dyspergujace. Zapobieganie dzialaniu
mikroorganizméw na przedmiotowe oligomery mozna zapewni¢ przez wlaczenie réznych
srodkoéw przeciwbakteryjnych i1 przeciwgrzybiczych, na przyktad, parabenu, chlorobutanolu,
fenolu kwasu sorbinowego i tym podobnych. Moze by¢ rowniez pozadane wiaczenie srodkow
izotonicznych, takich jak cukry, chlorek sodu i tym podobne do kompozycji. Dodatkowo,
przedtuzong absorpcj¢ wstrzykiwalnej postaci farmaceutycznej mozna uzyskaé przez
wlaczenie §rodkow, ktore opozniajg absorpceje, takich jak monostearynian glinu i zelatyna.

[0130] W niektorych przypadkach, do przedtuzenia efektu leku, czesto pozadane jest
zwolnienie absorpcji leku ze wstrzyknigcia podskornego lub domigsniowego. Mozna to
osiggnac przez zastosowanie cieklej zawiesiny krystalicznego lub bezpostaciowego materiatu
o stabej rozpuszczalno$ci w wodzie, sposrdd innych sposobdw znanych w dziedzinie. W
zwigzku z tym szybkos$¢ absorpcji leku zalezy od jego szybkoS$ci rozpuszczania, co z kolei moze
zaleze¢ od wielko$ci krysztatow 1 postaci krystalicznej. Alternatywnie, opdzniong absorpcje
pozajelitowo podawanej postaci leku uzyskuje si¢ przez rozpuszczenie lub zawieszenie leku w
nosniku olejowym.

[0131] Wstrzykiwalne postacie o przedtuzonym uwalnianiu mozna wytwarzac przez tworzenie
mikrokapsutkowanych macierzy przedmiotowych oligomeréw w biodegradowalnych
polimerach takich jak polilaktyd-poliglikolid. W zaleznosci od stosunku oligomeru do polimeru
1 charakteru konkretnego wykorzystanego polimeru, szybko$¢ uwalniania oligomeru moze by¢
kontrolowana. Przyklady innych biodegradowalnych polimeréw obejmujg poli(ortoestry) i
poli(bezwodniki). Wstrzykiwalne formulacje o przedluzonym uwalnianiu mozna roéwniez
otrzymac tapigc lek w liposomach lub mikroemulsach, ktore sg kompatybilne z tkankami
organizmu.

[0132] Kiedy oligomery wedlug wynalazku sg podawane jako farmaceutyki, ludziom i
zwierzetom, mogg by¢ podawane per se lub jako kompozycja farmaceutyczna zawierajgca, na
przyktad, 0,1 do 99% (korzystniej 10 do 30%) sktadnika aktywnego w kombinacji w
farmaceutycznie dopuszczalnym przenos$nikiem.
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[0133] Jak zauwazono powyzej, kompozycje farmaceutyczne wedlug wynalazku mozna
podawac¢ doustnie, pozajelitowo, miejscowo lub doodbytniczo. Zazwyczaj sg one podawane w
postaciach odpowiednich dla kazdej drogi podawania. Na przyktad, sa one podawane w postaci
tabletek lub kapsutek, przez wstrzyknigcie, inhalacje, plyn do oczu, mas¢, czopek, itp.
podawanie przez wstrzykniecie, wlew lub inhalacje; miejscowo przez balsam lub mas¢; i
doodbytniczo przez czopki.

[0134] Okreslenia ,,podawanie pozajelitowe” i ,,podawane pozajelitowo” w stosowanym tu
znaczeniu oznaczaja sposoby podawania inne niz podawanie dojelitowe 1 miejscowe, zwykle
przez wstrzyknigcie, i obejmuja, nieograniczajaco, dozylne, domig¢$niowe, dot¢tnicze,
dooponowe, wewnatrztorebkowe, oczodotowe, dosercowe, $rodskorne, dootrzewnowe,
dotchawicze, podskorne, podnaskorkowe, wewnatrzczaszkowe, podtorebkowe,
podpajeczyndwkowe, dordzeniowe i domostkowe wstrzyknigcia i wlewy.

[0135] Okreslenia ,,podawanie ogo6lnoustrojowe”, ,,podawane ukladowo”, ,,podawanie
obwodowe” i ,,podawane obwodowo”, jak tu stosowane, oznaczaja podawanie zwigzku, leku
lub innego materiatu innego niz bezposrednio do centralnego uktadu nerwowego, tak, ze
wchodzi w system pacjenta, a zatem podlega metabolizmowi i innym podobnym sposobom, na
przyktad podskorne podanie.

[0136] Bez wzglgdu na wybrang drogg podawania, antysensowny oligonukleotyd wedlug
wynalazku, ktére moga by¢ stosowane w odpowiedniej postaci uwodnionej i/lub kompozycje
farmaceutyczne wedlug wynalazku moga by¢ formutowane do farmaceutycznie
dopuszczalnych postaci dawkowania za pomoca konwencjonalnych sposobdéw znanych
znawcom dziedziny. Rzeczywiste poziomy dawkowania sktadnikéw aktywnych w
kompozycjach farmaceutycznych wedlug wynalazku mozna zmieniaé tak, aby uzyskac ilo$¢
sktadnika aktywnego, ktora jest skuteczna do uzyskania pozadanej odpowiedzi terapeutycznej
dla konkretnego pacjenta, kompozycji 1 trybu podawania, bez niedopuszczalnej toksycznos$ci
dla pacjenta.

[0137] Wybrany poziom dawkowania bedzie zaleze¢ od wielu czynnikdw obejmujgcych
aktywnos¢ konkretnego oligomeru wedlug wynalazku lub jego estru, soli lub amidu, droge
podawania, czas podawania, szybko$¢ wydalania lub metabolizm konkretnego stosowanego
oligomeru, szybko$¢ i stopien absorpcji, czas trwania leczenia, inne leki, zwigzki i/lub
materiaty stosowane w potaczeniu z konkretnym stosowanym oligomerem, wiek, pte¢, mase,
stan, og6lny stan zdrowia i wczesniejszy wywiad medyczny leczonego pacjenta i podobne
czynniki dobrze znane w dziedzinie medycyny.

[0138] Lekarz lub weterynarz bgdacy znawca dziedziny moze tatwo okreslic i przepisaé
skuteczng ilo§¢ wymaganej kompozycji farmaceutycznej. Na przyktad, lekarz lub weterynarz
moze rozpocza¢ dawki zwigzkow wedlug wynalazku zastosowanych w kompozycji
farmaceutycznej na poziomie nizszym niz wymagany do osiggniecia pozadanego efektu
terapeutycznego i stopniowo zwigksza¢ dawke, az do uzyskania pozadanego efektu. Ogodlnie,
odpowiednig dawka dzienng zwigzku wedlug wynalazku bedzie ta ilo§¢ zwigzku, ktora jest
najnizsza skuteczng dawka do wywotania efektu terapeutycznego. Taka skuteczna dawka
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bedzie ogdlnie zaleze¢ od czynnikdéw opisanych powyzej. Ogdlnie, doustne, dozylne, do komor
mozgu 1 podskorne dawki zwigzkow wedtug wynalazku dla pacjenta, gdy sg stosowane do
wskazanych efektow, beda w zakresie od okoto 0,0001 do okoto 100 mg na kilogram masy
ciata na dzien.

[0139] Jesli jest to pozadane, skuteczng dzienng dawke zwigzku aktywnego mozna podawaé
jako dwie, trzy, cztery, pig¢, sze$¢ lub wigcej dawek sktadowych podawanych osobno w
odpowiednich przedziatach w ciggu dnia, opcjonalnie w jednostkowych postaciach
dawkowania. W niektorych sytuacjach dawkowanie to jedna dawka dziennie. W niektorych
przyktadach wykonania, dawkowanie to jedno lub wigcej podan co kazde 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14 dnilubco 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 tygodni lub co 1,2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12 miesigcy, w zaleznosci od potrzeb, do utrzymania pozadanej ekspresji
funkcjonalnego biatka dystrofiny.

[0140] Czasteczki kwasu nukleinowego mozna podawa¢ komoérkom roéznymi sposobami
znanymi znawcom dziedziny, w tym, ale nie wylacznie, enkapsulacjag w liposomach, przez
jontoforezg, lub przez wlaczenie do innych nos$nikow, takich jak hydrozele, cyklodekstryny.
biodegradowalne nanokapsuiki i bioadhezyjne mikrosfery, jak tu opisano i jak wiadomo w
dziedzinie. W niektorych przykladach wykonania mozna stosowa¢ technologi¢
mikroemulsyfikacji do poprawy biodostgpnosci lipofilowych (nierozpuszczalnych w wodzie)
srodkow farmaceutycznych. Przyktady obejmujg Trimetrine (Dordunoo, S. K. i wsp., Drug
Development and Industrial Pharmacy, 17(12), 1685-1713, 1991 and REV 5901 (Sheen, P. C.
I wsp., J Pharm Sci 80(7), 712-714, 1991). Wérdd innych korzysci, mikroemulsyfikacja
zapewnia zwigkszong biodostepnos¢ przez preferencyjne kierowanie absorpcji do uktadu
limfatycznego zamiast uktadu krazenia, tym samym omijajac watrobg¢ 1 zapobiegajac
zniszczeniu zwigzkow w krazeniu watrobowo-zolciowym.

[0141] W jednym aspekcie wynalazku, kompozycje farmaceutyczne zawierajg micele
utworzone z oligomeru tu dostarczonego i co najmniej jednego no$nika amfifilowego, przy
czym micele majg Srednig $rednice mniejszg niz okoto 100 nm. Korzystniejsze przyktady
wykonania zapewniajg micele majace Srednig Srednice¢ mniejsza niz okoto 50 nm, a jeszcze
korzystniejsze przyktady wykonania zapewniaja micele majace $rednig Srednice mniejsza niz
okoto 30 nm lub nawet mniejszg niz okoto 20 nm.

[0142] Chociaz rozwaza si¢ wszystkie odpowiednie nosniki amfifilowe, obecnie korzystnymi
no$nikami sg na ogot te, ktore maja status Ogolnie Uznawany za Bezpieczny (ang. Generally-
Recognized-as-Safe 0 GRAS) i ktore mogg zardwno solubilizowa¢ zwigzek wedlug wynalazku,
jak 1 mikroemulsyfikowa¢ go na pdzniejszym etapie, gdy roztwor wchodzi w kontakt ze ztozong
faza wodna (taka jak ta obecna w ludzkim przewodzie pokarmowym). Zazwyczaj sktadniki
amfifilowe, ktore spelniajg te wymagania, maja wartosci HLB (réwnowaga hydrofilowa do
lipofilowej) wynoszace 2-20, a ich struktury zawierajg prostotancuchowe reszty alifatyczne w
zakresie od C-6 do C-20. Przyktadami sa glikolizowane tluszczowe glicerydy polietylenowe i
glikole polietylenowe.



-33-

[0143] Przyktady nosnikow amfifilowych obejmuja nasycone 1 jednonienasycone
polietylenoglikolizowane glicerydy kwasow tluszczowych, takie jak te uzyskane z catkowicie
lub cze$ciowo uwodornionych réznych olejow roslinnych. Takie oleje moga korzystnie sktadac¢
si¢ z glicerydow tri-, di- i mono-kwasoéw tluszczowych i estrow di- i mono-glikolu
polietylenowego odpowiednich kwasow tluszczowych, ze szczegodlnie korzystng kompozycja
kwasow thuszczowych obejmujacag kwas kaprynowy 4-10, kwas kaprynowy 3- 9, kwas
laurynowy 40-50, kwas mirystynowy 14-24, kwas palmitynowy 4-14 i kwas stearynowy 5-
15%. Inna przydatna klasa amfifilowych no$nikéw obejmuje czeéciowo zestryfikowany
sorbitan i/lub sorbitol, z nasyconymi lub mono-nienasyconymi kwasami thuszczowymi (seria
SPAN) lub odpowiednimi etoksylowanymi analogami (seria TWEEN).

[0144] Dostepne komercyjnie no$niki amfifilowe moga by¢ szczeg6lnie przydatne, w tym seria
Gelucire, Labrafil, Labrasol lub Lauroglycol (wszystkie wytwarzane i dystrybuowane przez
Gattefosse Corporation, Saint Priest, Francja), mono-oleinian PEG, dioleinian PEG,
monolaurynian i dilaurynian PEG, lecytyna, polisorbat 80, itp. (produkowane i dystrybuowane
przez wiele firm w USA i na catym $wiecie).

[0145] W niektorych przyktadach wykonania, dostarczanie moze nastapi¢ przez zastosowanie
liposoméw, nanokapsutek, mikroczastek, mikrosfer, czasteczek lipidowych, pecherzykow i
tym podobnych, do wprowadzenia kompozycji wedlug wynalazku do odpowiednich komoérek
gospodarza. Kompozycje farmaceutyczne wedtug wynalazku mozna formutowac zwilaszcza do
dostarczania albo kapsutkowanych w czasteczce lipidowej, liposomie, pecherzyku, nanosferze,
nanoczasteczce lub tym podobnych. Formutowanie i zastosowanie takich dostarczajacych
no$nikdw mozna prowadzi¢ stosujgc znane i konwencjonalne techniki.

[0146] Hydrofilowymi polimerami odpowiednimi do stosowania w wynalazku sg polimery,
ktore latwo rozpuszczaja si¢ w wodzie, mogg by¢ kowalencyjnie zwigzane z lipidem
tworzacym pecherzyki i ktore sg tolerowane in vivo bez efektow toksycznych (tj. sa
biokompatybilne). Odpowiednie polimery obejmujg glikol polietylenowy (PEG), polilaktyk
(rowniez okreslany jako polilaktyd), kwas poliglikolowy (réwniez okreslany jako poliglikolid),
kopolimer polilaktydu - kwasu poliglikolowego i alkohol poliwinylowy. W pewnych
przyktadach wykonania polimery maja mas¢ czasteczkowa od okoto 100 lub 120 daltonow do
okoto 5000 lub 10000 dalton6w lub od okoto 300 daltonéw do okoto 5000 daltonéw. W innych
przykladach wykonania, polimer jest glikolem polietylenowym o masie czasteczkowej od
okoto 100 do okoto 5000 daltonoéw lub ma mas¢ czasteczkowag od okoto 300 do okoto 5000
daltonow. W pewnych przyktadach wykonania, polimerem jest glikol polietylenowy o masie
750 daltonéw (PEG (750)). Polimery mozna réwniez zdefiniowa¢ przez liczbg zawartych w
nich monomer6éw; w korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku wykorzystuje si¢ polimery
co najmniej okoto trzech monomerow, takie polimery PEG sktadajace si¢ z trzech monomerow
(okoto 150 daltonow).

[0147] Inne hydrofilowe polimery, ktére moga by¢ odpowiednie do zastosowania w wynalazku
obejmuja poliwinylopirolidon, polimetoksazoling, polietyloksazoling, polihydroksypropylo-
metakryloamid, polimetakryloamid, polidimetakryloamid i pochodne celulozy, takie jak
hydroksymetyloceluloza lub hydroksyetyloceluloza.
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[0148] W niektorych przyktadach wykonania, kompozycja farmaceutyczna wedhug wynalazku
zawiera biokompatybilny polimer wybrany z grupy skltadajacej si¢ z poliamidow,
poliweglandow, polialkilenéw, polimery estrow akrylowych i metakrylowych, polimerow
poliwinylowych, poliglikolidow, polisiloksanow, poliuretandow i ich kopolimeréw celuloz,
polipropylenu, polietylenow, polistyrenu, polimeréw kwasu mlekowego i1 glikolowego,
polibezwodnikow, poli(orto)estrow, poli(kwasu butynowego), poli(kwasu walerianowego),
poli(laktydu-ko-kaprolaktonu), polisacharydéow, biatek kwaséw  polihialuronowych,
policyjanoakrylanow i ich mieszanek, mieszanin lub kopolimerow.

[0149] Cyklodekstryny sa cyklicznymi oligosacharydami, sktadajgcymi si¢ z 6, 7 i 8 jednostek
glukozy, oznaczonych odpowiednio grecka literg a, B lub y. Jednostki glukozy potaczone sg
wigzaniami a-1,4-glikozydowymi. W wyniku konformacji krzesetkowej jednostek cukrowych,
wszystkie drugorzedowe grupy hydroksylowe (w C-2, C-3) znajduja si¢ po jednej stronie
pierscienia, podczas gdy wszystkie pierwszorzedowe grupy hydroksylowe w C-6 znajduja si¢
po drugiej stronie pierScienia. W rezultacie powierzchnie zewnetrzne sg hydrofilowe, co
powoduje, ze cyklodekstryny sg rozpuszczalne w wodzie. W przeciwienstwie do tego, wneki
cyklodekstryn sg hydrofobowe, poniewaz sa wylozone wodorem atoméow C-3 i C-5 i etero-
podobnymi atomami tlenu. Matryce te umozliwiaja kompleksowanie z szeregiem zwigzkow,
stosunkowo hydrofobowych, w tym, na przyktad, zwigzkami steroidowymi, takimi jak 17 a-
estradiol (patrz, na przyktad, Van Uden i wsp. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38:1-3-113 (1994)).
Kompleksowanie odbywa si¢ przez oddziatywania Van der Waalsa i tworzenie wigzan
wodorowych. Og6lny przeglad chemii cyklodekstryn mozna znalez¢ w Wenz, Agnew. Chem.
Int. Ed. Engl., 33:803-822 (1994).

[0150] Wiasciwosci fizykochemiczne pochodnych cyklodekstryny zalezg silnie od rodzaju i
stopnia podstawienia. Na przyktad ich rozpuszczalnos¢ w wodzie waha si¢ od
nierozpuszczalnych (np. triacetylo-beta-cyklodekstryna) do 147% rozpuszczalnych (wag./obj.)
(G-2-beta-cyklodekstryna). Ponadto sa rozpuszczalne w wielu rozpuszczalnikach
organicznych. Wiasciwosci cyklodekstryn umozliwiaja kontrole rozpuszczalnosci roéznych
sktadnikow formulacji przez zwigkszenie lub zmniejszenie ich rozpuszczalnosci.

[0151] Opisano liczne cyklodekstryny i sposoby ich otrzymywania. Na przyktad, Parmeter (I)
i wsp. (patent USA nr 3,453,259) i Gramera i wsp. (patent USA nr 3 459 731) opisali
elektroneutralne cyklodekstryny. Inne pochodne obejmuja cyklodekstryny o kationowych
wlasciwosciach [Parmeter (II), patent US nr 3,453,257], nierozpuszczalne usieciowane
cyklodekstryny (Solms, patent US nr 3,420,788) 1 cyklodekstryny o wlasciwosciach
anionowych [Parmeter (III), patent US nr 3,426,011]. Sposrdd pochodnych cyklodekstryny o
wlasciwo$ciach anionowych do macierzystej cyklodekstryny dotaczono kwasy karboksylowe,
kwasy fosfonowe, kwasy fosfinowe, kwasy fosforawe, kwasy fosforowe, kwasy tiofosfonowe,
kwasy tiosulfinowe i kwasy sulfonowe [patrz Parametr (III), powyzej]. Ponadto, pochodne
cyklodekstryny eteru sulfoalkilowego zostaty opisane przez Stelle i wsp. (patent USA nr
5,134,127).

[0152] Liposomy sktadaja si¢ z co najmniej jednej dwuwarstwowej btony lipidowej otaczajacej
wodny przedzial wewnetrzny. Liposomy moga by¢ charakteryzowane przez rodzaj btony i
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rozmiar. Male pecherzyki jednowarstwowe (SUV) maja pojedyncza membrang i zazwyczaj
maja $rednice od 0,02 do 0,05 um; duze pecherzyki jednowarstwowe (ang. large unilamellar
vesicles - LUVS) sa zazwyczaj wigksze niz 0,05 pm. Oligolamelarne duze pecherzyki i
multilamelarne pecherzyki maja wiele, na ogot wspotsrodkowych, warstw membranowych i sg
zwykle wieksze niz 0,1 pm. Liposomy z kilkoma niekoncentrycznymi btonami, tj. kilka
mniejszych pecherzykéw zawartych w wigkszym pecherzyku, sa nazywane pgcherzykami
wielopgcherzykowymi.

[0153] Jeden aspekt wynalazku dotyczy kompozycji farmaceutycznych zawierajacych
liposomy zawierajace oligomer wedlug wynalazku, przy czym blona liposomowa jest
formutowana do zapewnienia liposomu o zwigkszonej nosnosci. Alternatywnie lub dodatkowo,
antysensowny oligonukleotyd wedlug wynalazku moze by¢ zawarty w, lub zaadsorbowany na
dwuwarstwie liposomowej liposomu. Antysensowny oligonukleotyd wedlug wynalazku moze
by¢ agregowany z lipidowym surfaktantem i przenoszony w wewnetrznej przestrzeni liposomu;
w tych przypadkach membrana liposomowa jest formulowana tak, aby byla odporna na
zaktocajace dziatanie agregatu srodka aktywnego-surfaktantu.

[0154] Wedlug jednego przyktadu wykonania wynalazku, podwdjna warstwa lipidowa
liposomu zawiera lipidy derywatyzowane glikolem polietylenowym (PEG), tak, ze tancuchy
PEG przebiegaja od wewngtrznej powierzchni dwuwarstwy lipidowej do przestrzeni
wewnetrznej kapsutkowanej przez liposom 1 przebiegaja od zewngtrznej warstwy dwuwarstwy
lipidowej do otaczajacego Srodowiska.

[0155] Substancje aktywne zawarte w liposomach wedlug wynalazku sg w postaci
solubilizowanej. Agregaty surfaktantu i substancji aktywnej (takie jak emulsje lub micele
zawierajace substancje aktywng bedaca przedmiotem zainteresowania) moga by¢ zamknigte w
wewnetrznej przestrzeni liposomow wedlug wynalazku. Surfaktant dziata dyspergujac i
solubilizujagc $rodek aktywny i1 moze by¢ wybrany sposrod dowolnego odpowiedniego
alifatycznego, cykloalifatycznego lub aromatycznego surfaktantu, w tym, ale nie wylacznie,
biokompatybilnych lizofosfatydylocholin (LPG) o r6znych dtugosciach tancucha (na przyktad
od okoto C14 do okoto C20). Lipidy pochodzace od polimerow, takie jak lipidy PEG, mozna
takze stosowa¢ do tworzenia miceli, poniewaz bgda one hamowa¢ fuzje miceli/blony i
poniewaz dodanie polimeru do czasteczek surfaktantu obniza CMC surfaktantu 1 pomaga w
tworzeniu miceli. Korzystne sg surfaktanty z CMO w zakresie mikromolowym; surfaktanty o
wyzszej ilosci CMC mozna wykorzysta¢ do otrzymywania miceli uwig¢zionych w liposomach
wedtug wynalazku.

[0156] Liposomy wedtug wynalazku mozna otrzyma¢ dowolng z wielu technik, ktore sg znane
w dziedzinie. Patrz np. patent USA nr 4,235,871; opublikowane zgtoszenia PCT WO 96/14057;
New RRC, Liposomes: A practical approach, IRL Press, Oxford (1990), strony 33-104; Lasic
DD, Liposomes from physics to applications, Elsevier Science Publishers BV, Amsterdam,
1993. Na przyklad, liposomy wedtug wynalazku mozna otrzymac przez dyfundowanie lipidu
derywatyzowanego hydrofilowym polimerem do wcze$niej wytworzonych liposomoéw, tak jak
przez ekspozycje wczesniej wytworzonych liposoméw na micele ztozone z polimerow
szczepionych lipidem, przy st¢zeniach lipidéw odpowiadajacych koncowym procentom
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molowym derywatyzowanego lipidu, ktory jest pozadany w liposomie. Liposomy zawierajace
polimer hydrofilowy mozna réwniez wytworzy¢ przez homogenizacje, hydratacje w polu
lipidowym lub techniki wyttaczania, jakie sa znane w dziedzinie.

[0157] W innej przykladowej procedurze formulacji, $rodek aktywny jest najpierw
dyspergowany przez sonikacje w lizofosfatydylocholinie lub innym surfaktancie o niskiej CMC
(w tym lipidach szczepionych polimerem), ktory tatwo rozpuszcza czasteczki hydrofobowe.
Otrzymang micelarng zawiesing $rodka aktywnego stosuje si¢ nastepnie do uwodnienia
wysuszonej probki lipidowej, ktora zawiera odpowiedni procent molowy lipidu zaszczepionego
polimerem lub cholesterolu. Zawiesina lipidow 1 substancji aktywnych jest nast¢pnie
formowana w liposomy z zastosowaniem technik wytlaczania znanych w dziedzinie, a
uzyskane liposomy oddziela si¢ od niekapsutkowanego roztworu za pomoca standardowe;j
separacji kolumnowej.

[0158] W jednym aspekcie wynalazku, liposomy sg otrzymywane tak, aby mialy zasadniczo
jednorodne rozmiary w wybranym zakresie wielkos$ci. Jeden skuteczny sposob wymiarowania
obejmuje wytlaczanie wodnej zawiesiny liposoméw za pomoca szeregu membran
poliweglanowych o wybranej jednorodnej wielkosci poréw; Rozmiar poréw membrany
odpowiada w przyblizeniu najwiekszym rozmiarom liposoméw wytwarzanych przez
wytlaczanie przez t¢ membrane. Patrz np. patent USA nr 4,737,323 (12 kwietnia 1988 r.). W
niektorych przyktadach wykonania odczynniki, takie jak DharmaFECT® i Lipofectamine®
moga by¢ stosowane do wprowadzania polinukleotydéw lub biatek do komorek.

[0159] Charakterystyka uwalniania kompozycje farmaceutyczne wedlug wynalazku zalezy od
materialu kapsutkujacego, stezenia kapsulkowanego leku 1 obecnosci modyfikatorow
uwalniania. Na przyklad, uwalnianie moze by¢ poddane manipulacjom, aby byto zalezne od
pH, na przyktad, stosujac powtoke wrazliwag na pH, ktora uwalnia tylko przy niskim pH, jak w
zotadku, lub przy wyzszym pH, jak w jelicie. Mozna zastosowa¢ powloke dojelitowa, aby
zapobiec uwolnieniu do momentu przejscia przez zotadek. Mozna stosowaé wiele powlok lub
mieszanin cyjanamidu kapsutkowanych w réznych materiatach do uzyskania poczatkowego
uwalniania w zotadku, z dalszym p6zniejszym uwalnianiem w jelicie. Uwalnianie mozna takze
poddawa¢ manipulacjom przez wiaczenie soli lub $rodkéw porotworczych, ktore moga
zwigksza¢ pobieranie wody lub uwalnianie leku przez dyfuzje z kapsuiki. Do kontrolowania
szybkoSci uwalniania mozna rowniez stosowac substancje pomocnicze, ktore modyfikujg
rozpuszczalnos$¢ leku. Mozna rowniez wiaczy¢ $rodki, ktore zwiekszaja degradacje macierzy
lub uwalnianie z macierzy. Mozna je dodawa¢ do leku, dodawac jako osobng faze (tj. jako
czasteczki) lub mozna je wspolnie rozpuszcza¢ w fazie polimeru, w zaleznosci od zwigzku. W
wiekszosci przypadkow ilos¢ ta powinna wynosi¢ od 0,1 do 30% (wag./wag. polimeru). Typy
wzmacniaczy degradacji obejmujg sole nieorganiczne, takie jak siarczan amonu i chlorek
amonu, kwasy organiczne, takie jak kwas cytrynowy, kwas benzoesowy i kwas askorbinowy,
zasady nieorganiczne, takie jak weglan sodu, weglan potasu, weglan wapnia, weglan cynku i
wodorotlenek cynku; zasady organiczne, takie jak siarczan protaminy, spermina, cholina,
etanoloamina, dietanoloamina i trietanoloamina i surfaktanty, takie jak Tween® 1 Pluronic®.
Srodki porotworcze, ktore dodaja mikrostrukture do matryc (tj. zwiazki rozpuszczalne w



-37-

wodzie, takie jak nieorganiczne sole i cukry) dodaje si¢ w postaci czasteczek. Zakres wynosi
zazwyczaj od jednego do trzydziestu procent (wag./wag. polimeru).

[0160] Wychwyt mozna takze poddawa¢ manipulacji zmieniajgc czas przebywania czastek w
jelitach. Mozna to osiagna¢, na przyktad, przez powlekanie czasteczki lub wybor jako materiatu
kapsutkujacego, polimeru adhezyjnego sluzowki. Przyktady obejmuja wigkszos¢ polimerdw z
wolnymi grupami karboksylowymi, takich jak chitozan, celulozy, a zwlaszcza poliakrylany
(zgodnie z zastosowaniem tu, poliakrylany dotycza polimerow obejmujacych grupy
akrylanowe i zmodyfikowane grupy akrylanowe, takie jak cyjanoakrylany i metakrylany).

[0161] Oligomer mozna formutowac¢ tak, aby byt zawarty w lub dostosowany do uwalniania za
pomocg chirurgicznego lub medycznego wyrobu lub implantu. W niektorych aspektach implant
moze by¢ powleczony lub w inny sposob potraktowany oligomerem. Na przykiad, hydrozele
lub inne polimery, takie jak biokompatybilne i/lub biodegradowalne polimery, moga by¢
stosowane do powlekania implantu kompozycjami wedlug wynalazku (tj. kompozycja moze
by¢ dostosowana do zastosowania z wyrobem medycznym z zastosowaniem hydrozelu lub
innego polimeru). Polimery i kopolimery do powlekania wyrobéw medycznych srodkiem sa
dobrze znanym w dziedzinie. Nieograniczajace przyktady implantow obejmuja, migdzy
innymi, stenty, stenty uwalniajace lek, szwy, protezy, cewniki naczyniowe, cewniki do dializy,
przeszczepy naczyniowe, protezy zastawek serca, rozruszniki serca, wszczepialne defibrylatory
kardiowertery, igly dozylne, urzadzenia do nastawiania i formowania kosci, takie jak szpilki,
$ruby, ptytki i inne wyroby i matryce tkanek sztucznych do gojenia ran.

[0162] Oprocz dostarczonych tutaj sposoboéw, oligomery do zastosowania wedlug wynalazku
mozna formutowa¢ do podawania w dowolny dogodny sposob do stosowania w medycynie
ludzkiej lub weterynaryjnej, analogicznie do innych $rodkow farmaceutycznych.
Antysensowne oligomery 1 ich odpowiednie kompozycje farmaceutyczne mozna podawac
osobno lub w kombinacji z innymi strategiami terapeutycznymi w leczeniu dystrofii
migsniowej, takimi jak przeszczepianie mioblastow, terapie komodrkami macierzystymi,
podawanie antybiotykdéw aminoglikozydowych, inhibitory proteasoméw 1 terapie regulujace w
gore (np. podwyzszajace poziom utrofiny, autosomalnego paralogu dystrofiny).

[0163] Opisane drogi podawania sg jedynie orientacyjne, poniewaz wykwalifikowany lekarz
bedzie w stanie tatwo okresli¢ optymalng droge podawania 1 dowolng dawke dla dowolnego
konkretnego zwierzecia i stanu. Podjgto wiele prob wprowadzenia funkcjonalnego nowego
materiatu genetycznego do komorek, zarowno in vitro, jak i in vivo (Friedmann (1989) Science,
244:1275-1280). Podejscia te obejmuja integracje genu podlegajacego ekspresji do
zmodyfikowanych retrowirusow (Friedmann (1989) supra; Rosenberg (1991) Cancer Research
51(18), suppl.: 5074S-5079S); integracj¢ z wektorami niez retrowirusowymi (np. wektorami na
bazie wirusow zwigzanych z adenowirusami) (Rosenfeld, i wsp. (1992) Cell, 68:143-155;
Rosenfeld i wsp. (1991) Science, 252:431-434); lub dostarczanie transgenu potaczonego z
heterologicznym elementem wzmacniajacym promotor przez liposomy (Friedmann (1989),
powyzej, Brigham, i wsp. (1989) Am. J. Med. Sci., 298:278-281; Nabel i wsp. (1990) Science,
249:1285-1288; Hazinski i wsp. (1991) Am. J. Resp. Cell Molec. Biol., 4:206-209; i Wang i
Huang (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 84:7851-7855); sprzezone ze specyficznymi dla
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ligandu uktadami transportowymi opartymi na kationach (Wu i Wu (1988) J. Biol. Chem.,
263:14621-14624) lub zastosowanie nagiego DNA, wektoréw ekspresyjnych (Nabel 1 wsp.
(1990), supra); Wolff i wsp. (1990) Science, 247:1465-1468). Bezposrednie wstrzyknigcie
transgenéw do tkanki wytwarza tylko lokalng ekspresj¢ (Rosenfeld (1992) supra); Rosenfeld i
wsp. (1991) supra; Brigham i wsp. (1989) supra; Nabel (1990) supra; i Hazinski i wsp. (1991)
supra). Grupa Brigham i wsp. (Am. J. Med. Sci. (1989) 298: 278-281 i Clinical Research (1991)
39 (abstrakt)) opisali transfekcj¢ in vivo tylko ptuc myszy po dozylnym lub dotchawicznym
podaniu kompleksu liposomowego DNA. Przykltadem artykutu przegladowego na temat
procedur terapii genowej cztowieka jest: Anderson, Science (1992) 256:808-813.

V. Przyklady
Materialy i sposoby
Warunki traktowania hodowli komorkowych i tkankowych

[0164] Komorki ludzkiego migsaka pragzkowanokomorkowego (ATCC, CCL-136; komorki
RD) wysiano do kolb T75 traktowanych hodowla tkankowa (Nunc) przy 1,5 x 10°
komorek/kolbe w 24 ml ogrzanej DMEM z L-glutaming (HyClone), 10% ptodowa surowicg
bydlecg i 1% roztworem antybiotykowym, penicyliny-streptomycyny (CelGro); po 24
godzinach podloz¢ odessano, komorki przemyto raz w ogrzewanym PBS i dodano $wieze
podtoze. Komorki hodowano do 80% konfluencji w inkubatorze w 37°C przy 5,0% CO2 i
zbierano za pomocg trypsyny. Liofilizowane fosforodiamidanowe oligomery morfolinowe
(PMO) ponownie zawieszono w okoto 0,5 do 2,0 mM w wodzie wolnej od nukleazy; do
zweryfikowania molarnosci, roztwory PMO zmierzono z zastosowaniem spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). PMO dostarczono do komoérek RD stosujac
nukleoporacj¢ zgodnie z instrukcjami producenta i zestawem SG (Lonza). PMO testowano w
roznych stezeniach, jak wskazano (np. 2,5, 5, 10, 12,5, 20 1 25 mikromolarnym). Komorki
inkubowano przez 24 godziny po nukleoporacji przy w przyblizeniu 2 - 3 X 10° komorek na
dotek 12- lub 24-dotkowej ptytki (n =2 lub 3), a nastgpnie poddano ekstrakcji RNA, jak opisano
ponizej.

[0165] Pierwotne ludzkie mioblasty hodowano w podtozach Skeletal Muscle Cell Growth
Media (PromoCell), stosujac standardowe techniki. Nukleopacje PMO przy réznych stg¢zeniach
przeprowadzono jak opisano powyzej dla komérek RD. Komorki nastgpnie umieszczono w
potrojnych dotkach 12-dotkowej ptytki w podtozu wzrostowym PromoCell i pozostawiono do
inkubacji przez 24 godziny przed ekstrakcja RNA, jak opisano ponize;.

Ekstrakcja RNA i amplifikacja PCR

[0166] RNA ekstrahowano z komorek traktowanych PMO (komorki RD lub pierwotne ludzkie
mioblasty) z zastosowaniem 96-dotkowego zestawu do izolacji RNA RNAspin od GE
Healthcare i poddano nested RT-PCR, stosujac standardowe techniki i nast¢pujace pary
primerow. Zewnetrzne primery: przedni 5’-CTTGGACAGAACTTACCGACTGG-3’ (SEQID
NO: 22), wsteczny 5’-GTTTCT- TCCAAAGCAGCCTCTCG -3’(SEQ ID NO: 23);
wewnetrzne primery: przedni 5’-GCAGGATTTGGAACAGAGGCG-3’(SEQ ID NO: 25),
wsteczny 5’-CATCTACATTTGTCTGCCACTGG-3’(SEQ ID NO: 25). Pomijanie eksonu
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mierzono za pomoca elektroforezy zelowej lub z zastosowaniem bioanalizatora Caliper
LabChip 1 % pominigcia eksondw (tj. natezenie pasma produktu z pomini¢ciem eksonu w
stosunku do produktu PCR o pelnej dlugosci), jak pokazano na fig. 3-5.

Otrzymywanie podjednostek morfolinowych, PMO i PMO ze zmodyfikowanymi potgczeniami
miedzy podjednostkami

[0167]
B
O
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schemat 1: 0golny szlak syntezy dla PMO i podjednostek zmodyfikowanych PMO

[0168] W odniesieniu do Schematu Reakcji 1, przy czym B oznacza ugrupowanie do parowania
zasad 1 PG reprezentuje grupe zabezpieczajaca, podjednostki morfolinowe mozna otrzymac z
odpowiedniego rybonukleozydu (1), jak pokazano. Podjednostka morfolinowa (2) moze by¢
opcjonalnie zabezpieczona przez reakcje z odpowiednim prekursorem grupy zabezpieczajace;j,
na przyktad chlorkiem tritylu. Grupg zabezpieczajaca 3° ogdlnie usuwa si¢ podczas syntezy
oligomerowej w stanie stalym, jak opisano bardziej szczegoétowo ponizej. Ugrupowania
parowania zasad moze by¢ odpowiednio zabezpieczone do syntezy oligomeru w fazie stale;.
Odpowiednie grupy zabezpieczajace obejmuja benzoil dla adeniny i cytozyny, fenyloacetyl dla
guaniny i piwaloiloksymetyl dla hipoksantyny (I). Grupa piwaloiloksymetylowa moze zostac¢
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wprowadzona na pozycje N1 heterocyklicznej zasady hipoksantyny. Chociaz mozna
zastosowac niezabezpieczong podjednostke hipoksantynowa, wydajnosci reakcji aktywacji sa
0 wiele lepsze, gdy zasada jest zabezpieczona. Inne odpowiednie grupy zabezpieczajace
obejmuja te ujawnione w patencie USA nr 8,076,476, ktory wlacza si¢ tu w catosci jako
odniesienie.

[0169] Reakcja zwigzku 3 z aktywowanym zwiazkiem fosforu 4a lub 4b skutkuje
podjednostkami morfolinowymi majacymi pozadane ugrupowanie taczace (5a lub 5b). Nalezy
zauwazy¢, ze ugrupowanie R* i/lub L! moze byé réwniez zainstalowane na heterocyklicznym
pier§cieniu Z po utworzeniu wigzania P-O lub nawet po wiaczeniu podjednostki do oligomeru.

[0170] Zwiazki o strukturze 4a lub 4b mozna otrzymywac stosujgc dowolng liczbe sposobow
znanych znawcom, w tym te opisane w przyktadach. Sprz¢zenie z ugrupowaniem
morfolinowym przebiega nastepnie jak wskazano powyze;j.

[0171] Zwiazki o strukturze 5a lub 5b moga by¢ stosowane w syntezie oligomerowej w fazie
statej do otrzymywania oligomeréw obejmujacych potaczenia migdzy podjednostkami. Takie
sposoby sg rowniez dobrze znane w dziedzinie. W skrocie, zwigzek o strukturze 5a lub 5b
mozna modyfikowaé na koncu 5', aby zawierat linkera do statego nos$nika. Po zwigzaniu, grupe
zabezpieczajaca 5a lub 5b (np. trityl na koncu 3') usuwa si¢ i wolng amine¢ poddaje si¢ reakcji
z ugrupowaniem aktywowanego fosforu drugiego zwigzku o strukturze 5 (lub jego analogu).
Te sekwencje powtarza si¢ az do uzyskania pozadanej dtugosci oligo. Grupa zabezpieczajaca
na koncu 3’ moze zosta¢ albo usunigta, albo pozostawiona, jesli pozadana jest modyfikacja 3'.
Oligo mozna usuna¢ ze stalego nosnika, stosujac dowolng liczbg sposoboéw lub przyktadowe
traktowanie zasadg do rozszczepienia potgczenia z no$nikiem stalym.

[0172] Otrzymywanie oligomeréw morfolino w ogoélnych i swoistych oligomerach morfolino
wedtug wynalazku opisano bardziej szczegblowo w przyktadach.

Przyklad 1

Otrzymywanie olicomerow morfolino

[0173] Otrzymywanie zwigzkéw wedlug wynalazku przeprowadza si¢ stosujac nastepujacy
protokot:

Otrzymywanie fenylokarbaminianu tritylopiperazyny 35 (fig. 2): Do schtodzonej zawiesiny
zwiazku 11 w dichlorometanie (6 ml/g 11) dodano roztwér weglanu potasu (3,2 rown.) w
wodzie (4 ml/g weglanu potasu). Do tej dwufazowej mieszaniny powoli dodano roztwor
chloromréwczanu fenylu (1,03 réwn.) w dichlorometanie (2 g/g chloromréwczanu fenylu).
Mieszanine reakcyjng ogrzano do 20°C. Po zakonczeniu reakcji (1-2 godziny) warstwy
rozdzielono. Warstwe organiczng przemyto woda 1 wysuszono nad bezwodnym weglanem
potasu. Produkt 35 wyizolowano za pomocg krystalizacji z acetonitrylu.

Otrzymywanie alkoholu karbaminianowego 36: Wodorek sodu (1,2 réwn.) zawieszono w
1-metylo-2-pirolidonie (32 ml/g wodorku sodu). Do tej zawiesiny dodano glikol
trietylenowy (10,0 réwn.) i zwigzek 35 (1,0 rown.). Powstala zawiesing ogrzano do 95°C.
Po zakonczeniu reakcji (1-2 godziny) mieszaning sochtodzono do 20°C. Do tej mieszaniny



41-

dodano 30% eter dichlorometan/eter tert-butylowo-metylowy (obj.:obj.) i wode. Warstwe
organiczng zawierajacag produkt przemyto kolejno wodnym NaOH, wodnym kwasem
bursztynowym i nasyconym wodnym roztworem chlorku sodu. Produkt 36 wyizolowano
przez krystalizacje z dichlorometanu/eteru tert-butylowo-metylowego/heptanu.

Otrzymywanie ogonowego kwasu 37: Do roztworu zwigzku 36 w tetrahydrofuranie (7 ml/g
36) dodano bezwodnik bursztynowy (2,0 rown.) i DMAP (0,5 réwn.). Mieszanin¢ ogrzano
do 50°C. Po zakonczeniu reakcji (5 godzin), mieszaning schlodzono do 20°C i
doprowadzono do pH 8,5 wodnym NaHCOs. Dodano eter metylowo-tert-butylowy i
produkt ekstrahowano do warstwy wodnej. Dodano dichlorometan i pH mieszaniny
doprowadzono do 3 za pomoca wodnego roztworu kwasu cytrynowego. Warstwe
organiczng zawierajacg produkt przemyto mieszaning buforu cytrynianowego i nasyconego
wodnego roztworu chlorku sodu o pH = 3. Ten roztwor dichlorometanu 37 zastosowano bez
izolacji do otrzymania zwigzku 38.

Otrzymywanie 38: Do roztworu zwigzku 37 dodano imid kwasu N-hydroksy-5-norborneno-
2,3-dikarboksylowego (HONB) (1,02 réwn.), 4-dimetyloaminopirydyng¢ (DMAP) (0,34
réwn.), a nastgpnie chlorowodorek 1-(3-dimetyloaminopropylo)-N'-etylokarbodiimidu
(EDC) (1,1 rown.). Mieszanine ogrzano do 55°C. Po zakonczeniu reakcji (4-5 godzin),
mieszanine¢ schtodzono do 20°C i przemyto kolejno 1:1 0,2 M kwasem cytrynowym/solankg
i solanka. Roztwor dichlorometanu poddano wymianie rozpuszczalnika na aceton, a
nastgpnie na N,N-dimetyloformamid i produkt wyizolowano przez wytracenie z
acetonu/N,N-dimetyloformamidu do nasyconego wodnego roztworu chlorku sodu. Surowy
produkt ponownie zawieszono kilka razy w wodzie do usuni¢cia resztkowego N,N-
dimetyloformamidu i soli.

[0174] Woprowadzenie aktywowanego ,o0gona” na zywice zatadowang Kkotwica
przeprowadzono w dimetyloimidazolidynonie (DMI) za pomocg procedury stosowanej do
wprowadzania podjednostek podczas syntezy w fazie state;.

[0175] Otrzymywanie statego no$nika do syntezy oligomerow morfolinowych: Procedurg te
przeprowadza si¢ w silanizowanym, optaszczonym peptydowym naczyniu (ChemGlass, NJ,
USA) ze spieku szklanego o grubej porowatosci (40-60 pum), z gornym mieszadlem i 3-
stronnym zaworem typu stopcock z teflonu, aby umozliwi¢ N2 wydzielanie si¢ pgcherzykami
przez spiek lub ekstrakcje prézniowa.

[0176] Etapy traktowania/przemywania zywicy w ponizszej procedurze sktadaja si¢ z dwoch
podstawowych operacji: fluidyzacji zywicy lub reaktora ze ztozem mieszanym i ekstrakc;ji
rozpuszczalnikiem/roztworem. W przypadku fluidyzacji zywicy, zawdr stopcock ustawiono
tak, aby umozliwi¢ przeptywanie N2 przez spiek, a okreslone traktowanie/przemywanie zywica
dodawano do reaktora i umozliwiano przenikanie 1 catkowite zwilzenie zywicy. Rozpoczeto
mieszanie 1 mieszano zawiesing zywicy przez okreSlony czas. Do ekstrakcji
rozpuszczalnika/roztworu, zatrzymano mieszanie i przeptyw N2z i1 uruchomiono pompe
préozniowg, a nastgpnie ustawiono stopcock, aby umozliwi¢ odprowadzenie
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traktowania/przemycia zywicy do odpadow. Wszystkie objetosci traktowania/przemywania
zywicy wynosity 15 ml/g zywicy, 0 ile nie podano inaczej.

[0177] Do zywicy aminometylopolistyrenowej (100-200 mesh; -1,0 mmol/g obcigzenia w
oparciu o substytucje azotu; 75 g, 1 rown., Polymer Labs, Wielka Brytania, nr cz¢éci 1464-
X799) w silanizowanym, optaszczonym naczyniu peptydowym dodano 1-metylo-2-
pirolidynon (NMP, 20 ml/g Zywicy) i zywicy umozliwiono pgcznienie z mieszaniem przez 1-2
h. Po usunigciu rozpuszczalnika speczniajacego zywice przemyto dichlorometanem (2 x 1-2
minuty), 5% diizopropyloetyloaming w 25% izopropanolu/dichlorometanie (2 X 3-4 minuty) i
dichlorometanem (2 x 1-2 minuty). Po odprowadzeniu koncowego ptukania zywice
potraktowano roztworem disiarczkowej kotwicy 34 w 1-metylo-2-pirolidynonie (0,17 M, 15
ml/g zywicy, -2,5 rown.) 1 mieszaning zywica/reagent ogrzewano do 45°C przez 60 godzin. Po
zakonczeniu reakcji ogrzewanie przerwano i roztwor kotwicy odprowadzono, a zywice
przemyto 1-metylo-2-pirolidynonem (4 x 3-4 minuty) i dichlorometanem (6 x 1-2 minuty).
Zywice potraktowano roztworem 10% (obj./obj.) diweglanu dietylu w dichlorometanie (16
ml/g, 2 X 5-6 minut), a nastgpnie przemyto dichlorometanem (6 x 1-2 minuty). Zywice 39 (patrz
fig. 4) suszono pod strumieniem N2 przez 1-3 godziny, a nast¢pnie w warunkach prézni do
stalej masy (+2%). Wydajnos¢: 110-150% pierwotnej masy zywicy.

[0178] Oznaczenie tadunku zywicy aminometylopolistyrenowej-disiarczkowej: Obcigzenie
zywicy (liczba potencjalnie dostepnych miejsc reaktywnych) okre§la si¢ za pomoca
spektrometrycznego oznaczenia liczby grup trifenylometylowych (tritylowych) na gram
Zywicy.

[0179] Znang masg¢ wysuszonej zywicy (25 £ 3 mg) przenosi si¢ do silanizowanej 25 ml kolby
wolumetrycznej i dodaje si¢ ~ 5 ml 2% (obj./obj.) kwasu trifluorooctowego w dichlorometanie.
Zawarto$¢ miesza si¢ lagodnie wirujagc, a nastepnie odstawia na 30 minut. Objetosc
doprowadzono do 25 ml dodatkowym 2% (obj./obj.) kwasem trifluorooctowym w
dichlorometanie i zawarto$¢ doktadnie wymieszano. Stosujac pipete z dodatnim przesunieciem,
probke roztworu zawierajacego trityl (500 ul) przenosi si¢ do 10 ml kolby wolumetrycznej i
objetos¢ doprowadza si¢ do 10 ml za pomocg kwasu metanosulfonowego.

[0180] Zawarto$¢ kationu tritylowego w koncowym roztworze mierzy si¢ za pomocg
absorbancji UV przy 431.7 nm obcigzenia zywicy obliczanego w grupach tritylowych na gram
zywicy (umol/g), stosujac odpowiednie objetosci, rozcienczenia, wspotczynnik ekstynkcji (e:
41 pmol-1cm-1) i mas¢ zywicy. Test przeprowadza si¢ trzykrotnie i oblicza $rednie obcigzenie.

[0181] Procedura obcigzania zywicg w tym przyktadzie zapewni zywicg z obcigzeniem okoto
500 pmol/g. Obcigzenie 300-400 w pmol/g, gdy etap wilaczania kotwicy disiarczkowej
prowadzi si¢ przez 24 godziny w temperaturze pokojowe;.

[0182] Obcigzenie ogona: Stosujac te samg konfiguracje i objetosci jak przy otrzymywaniu
zywicy aminometylopolistyrenowej-disiarczkowej, Ogon mozna wprowadzi¢ do statego
noénika. Zywice obcigzong kotwica najpierw odbezpieczono w warunkach kwasowych i
otrzymany materiat zoboje¢tniono przed sprzeganiem. Do etapu sprzegania zastosowano
roztwor 38 (0,2 M) w DMI zawierajacy 4-etylomorfoling (NEM, 0,4 M) zamiast roztworu
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kotwicy disiarczkowej. Po 2 godzinach w 45°C zywice 39 przemyto dwukrotnie 5%
diizopropyloetyloaming w 25% izopropanolu/dichlorometanie i jednokrotnie DCM. Do zywicy
dodano roztwor bezwodnika benzoesowego (0,4 M) i NEM (0,4 M). Po 25 minutach ptaszcz
reaktora schtodzono do temperatury pokojowej i1 zywice przemyto dwukrotnie 5%
diizopropyloetyloaming w 25% izopropanolu/dichlorometanie i oémiokrotnie DCM. Zywice 40
odfiltrowano i wysuszono w warunkach wysokiej prozni. Obcigzenie zywicy 40 definiuje si¢
jako obcigzenie pierwotnej zywicy aminometylopolistyreno-disiarczkowe 39 zastosowanej w
obcigzeniu Ogona.

[0183] Synteza fazy statej: Oligomery morfolinowe otrzymano na Zautomatyzowanym
Syntezatorze Peptydow Gilson AMS-422 w 2 ml kolumnach reakcyjnych z polipropylenem
Gilson (cze$¢ nr 3980270). Aluminiowy blok z kanatami do przeptywu wody zostat
umieszczony wokot kolumn, gdy znajdowaly si¢ one na syntezatorze. AMS-422 bedzie
alternatywnie dodawac roztwory odczynnikow/do przemywania, utrzymywac przez okreslony
czas 1 opréznia¢ kolumny za pomocg prozni.

[0184] W przypadku oligomeréw w zakresie az do okoto 25 podjednostek dhugosci, zywice
aminometylopolistyreno-disiarczkowa z obcigzeniem w poblizu 500 pmol/g zywicy jest
korzystna. W przypadku duzych oligomerow, zywica aminometylopolistyreno-disiraczkowa z
obcigzeniem 300-400 umol/g zywicy jest korzystna. Jesli pozadana jest czasteczka z ogonem
5, zywica, ktéra zostala obcigzona Ogonem, jest wybrana z tymi samymi wytycznymi
obcigzenia.

[0185] Otrzymano nastepujgce roztwory odczynnikow:

Roztwor  detrytylacyjny: 10% kwas cyjanooctowy  (wag./obj.) w41
dichlorometanie/acetonitrylu; Roztwor neutralizacyjny: 5% diizopropyloetyloamina w 3:1
dichlorometanie/izopropanolu; Roztwor sprzegajacy: 0,18 M (lub 0,24 M dla oligomerdéw
majacych wigcej niz 20 podjednostek) aktywowanej podjednostki morfolinowej pozadanej
zasady 1 typu wigzania i 0,4 M N-etylomorfoliny, w 1,3-dimetyloimidazolidynonie.
Dichlorometan (DCM) zastosowano jako przemywanie przejSciowe, oddzielajac rdzne
przemywania roztworem odczynnika.

[0186] Na syntezatorze, przy bloku nastawionym na 42°C, do kazdej kolumny zawierajacej 30
mg zywicy aminometylopolistyrenodisiarczkowej (lub zywicy Ogona) dodano 2 ml 1-metylo-
2-pirolidynonu i pozostawiono w temperaturze pokojowej na 30 minut. Po przemyciu 2 razy 2
ml dichlorometanu, zastosowano nastepujacy cykl syntezy:

Etap Objetos¢ Dostarczanie Czas utrzymywania
Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund
Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund
Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund
Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund

Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund
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Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund
Detrytylacja 1,5 ml Kolektor 15 sekund
DCM 1,5ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
DCM 1,5ml Kolektor 30 sekund
Sprzezenie  350-500 pl  Strzykawka 40 minut

DCM 1,5ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
Neutralizacja 1,5 ml Kolektor 30 sekund
DCM 1,5ml Kolektor 30 sekund
DCM 1,5ml Kolektor 30 sekund
DCM 1,5 ml Kolektor 30 sekund

[0187] Sekwencje poszczegolnych oligomeréw zaprogramowano w syntezatorze tak, aby
kazda kolumna otrzymywata wilasciwy roztwor sprzggajacy (A, C, G, T, I) we wlasciwej
sekwencji. Gdy oligomer w kolumnie zakonczyl wilaczenie jego koncowej podjednostki,
kolumng¢ usuni¢to z bloku, a ostatni cykl przeprowadzono recznie za pomocg roztworu
sprzegajacego ztozonego z chlorku 4-metoksytrifenylometylu (0,32 M w DMI) zawierajacego
0,89 M 4-etylomorfoliny.

[0188] Rozszczepienie z zywicy i usunig¢cie zasad i grup zabezpieczajgcych szKielet: Po
metoksytrytylacji zywice przemyto 8 razy 2 ml 1-metylo-2-pirolidynonu. Dodano 1 ml
roztworu do rozszczepiania zawierajacego 0,1 M 1,4-ditiotreitol (DTT) i 0,73 M trietyloaminy
w 1-metylo-2-pirolidonie, zamknigto kolumne i pozostawiono w temperaturze pokojowej na
30 minut. Po tym czasie roztwor zostat spuszczony do 12 ml fiolki Wheatona. Bardzo skurczong
zywicg przemyto dwukrotnie 300 pl roztworu do rozszczepienia. Do roztworu dodano 4,0 ml
stez. wodnego amoniaku (przechowywanego w temperaturze -20°C), fiolke szczelnie
zamknigto (nakretkg pokryta teflonem) 1 mieszanina odwirowano, aby wymiesza¢ roztwor.
Fiolke umieszczono w piecu o temperaturze 45°C na 16-24 godziny, aby uzyskac
rozszczepienie grup zabezpieczajacych zasade 1 szkielet.

[0189] Oczyszczanie surowego produktu: Roztwoér amonolizy z fiolki usunigto z pieca i
pozostawiono do schtodzenia do temperatury pokojowej. Roztwér rozcienczono 20 ml 0,28%
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wodnego roztworu amoniaku i przepuszczono przez kolumne o wymiarach 2,5 x 10 cm,
zawierajacg zywice Macroprep HQ (BioRad). Gradient soli (A: 0,28% amoniaku z B: 1 M
chlorku sodu w 0,28% amoniaku; 0-100% B w 60 min) zastosowano do eluowania piku
zawierajacego metoksytrityl. Polaczone frakcje potaczono i dalej przetwarzano w zalezno$ci
od pozadanego produktu.

[0190] Demetoksytrytylacja oligomeréw morfolinowych: Potgczone frakcje z oczyszczania
Macroprep traktowano 1 M H3PO4 do obnizenia pH do 2,5. Po poczatkowym mieszaniu probki
pozostawiono w temperaturze pokojowej na 4 minuty, po czym zobojetniono je do pH 10-11
za pomoca 2,8% roztworu amoniaku/wody. Produkty oczyszczono za pomoca ekstrakcji w
fazie statej (ang. solid phase extraction - SPE).

[0191] Pakowanie i kondycjonowanie kolumny SPE: Amberchrome CG-300M (Rohm and
Haas, Filadelfia, PA) (3 ml) upakowano w 20 ml kolumnach spiekanych (kolumny BioRad
Econo-Pac Chromatography (732-1011)) i zywice przeptukano 3 ml nast¢pujacych: 0,28%
NH;OH/80% acetonitrylem; 0,5 M NaOH/20% etanolem; woda; 50 mM HsPO4/80%
acetonitrylem; woda; 0,5 NaOH/20% etanolem; woda; 0,28% NH4OH.

[0192] Oczyszczanie SPE: Roztwor z demetoksytritylacji zatadowano do kolumny i zywice
przeptukano trzy razy 3-6 ml 0,28% wodnego roztworu amoniaku. Fiolke Wheaton (12 ml)
umieszczono pod kolumng i produkt eluowano dwoma przemyciami za pomoca 2 ml 45%
acetonitrylu w 0,28% wodnym roztworze amoniaku.

[0193] Izolacja produktu: Roztwory zamrozono w suchym lodzie i fiolki umieszczono w
liofilizatorze do wytworzenia puszystego biatego proszku. Probki rozpuszczono w wodzie,
odfiltrowano przez filtr 0,22 mikronowy (Pall Life Sciences, 25 mm filtr strzykawkowy
Acrodisc, z 0,2-mikronowg membrang HT Tuffryn) za pomoca strzykawki i zmierzono ggstosé¢
optyczng (ang. Optical Density - OD) na spektrofotometrze UV do okreslenia obecnych
jednostek OD oligomeru, a takze pobrania probki do analizy. Roztwory nastgpnie umieszczono
ponownie w fiolkach Wheaton do liofilizacji.

[0194] Analiza oligomeréw morfolinowych za pomocag MALDI: Spektrometri¢ mas MALDI-
TOF zastosowano do okreslenia kompozycji frakcji w oczyszczeniach, a takze jako dowod
identycznosci (masy czasteczkowej) oligomerow. Probki prowadzono po rozcienczeniu
roztworem kwasu 3,5-dimetoksy-4-hydroksycynamonowego (kwasu synapinowego), 3,4,5-
trihydoksyacetofenonu (THAP) lub kwasu alfa-cyjano-4-hydoksycynamonowego (HCCA)
jako matryce.

Przyklad 2

[0195] Stosujac protokot opisany w Przykladzie 1, zsyntetyzowano nast¢pujace PMO,
H53A(+36+60), SEQ ID NO: 1 (5’- GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC -3°) 1
zastosowano w Przyktadach.
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Przyklad odniesienia 3

[0196] Stosujac protokot opisany w Przykladzie 1, zsyntetyzowano nastgpujace PMO,
H53A(+30+57), SEQ ID NO:

2 (5-GCC TCC GGT TCT GAAGGT GTT CTT GTA C-3’) i zastosowano w Przyktadach.
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Przyklad odniesienia 4

[0197] Stosujac protokot opisany w Przyktadzie 1, zsyntetyzowano nastgpujace PMO,
H53A(+30+56), SEQ ID NO: 3 (5’- CCT CCG GTT CTG AAG GTG TTC TTG TAC-3") i
zastosowano w Przyktadach.
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[0198] Stosujac protokot opisany w Przyktadzie 1, zsyntetyzowano nastgpujace PMO,
H53A(+30+55), SEQ ID NO: 4 (5'- CTC CGG TTC TGA AGG TGT TCT TGT AC-3) i

zastosowano w Przyktadach.
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[0199] Stosujac protokot opisany w Przyktadzie 1, zsyntetyzowano nastgpujace PMO,
H53A(+33+57), SEQ ID NO: 5 (5'- GCC TCC GGT TCT GAA GGT GTT CTT G-3) i

zastosowano w Przyktadach.
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Przyklad 7

Pomijanie eksonu 53

[0200] Seri¢ antysensownych oligomeréw, ktore sa ukierunkowane na ekson 53 ludzkiej
dystrofiny, zaprojektowano i zsyntetyzowano nastepujaco:

Opis Sekwencja SEQ ID NO:
H53A(+36+60)GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC 1
H53A(+30+57)GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC]2

H53A(+30+56)CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC 3
H53A(+30+55)CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC 4
H53A(+33+57)GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG 5

H53A(+33+60)|GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG 6
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H53A(+31+55)ICTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTA 7
H53A(+22+46) TGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCCC 8
H53A(+23+47)CTGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCC 9
(SEQ ID NO: 2 do 9 nie s3 wedtug wynalazku)

[0201] Antysensowne oligomery powyzej oceniono pod katem skutecznosci pomijania
eksondow przez traktowanie pierwotnych ludzkich mioblastow przy réznych wskazanych
stezeniach. W tych eksperymentach jako oligomery poréwnawcze stosowano antysensowne
oligomery odpowiadajagce H53A(+33+60) i H53A(+31+55). Jak pokazano na fig. 3 i 4,
oligomer H53A(+36+60) (SEQ ID NO: 1) byl wysoce skuteczny w indukowaniu pomijania
eksonu 53 w pierwotnych ludzkich komoérkach mioblastach. HS3A(+31+55) (SEQ ID NO: 7) i
H53A(+22+46) (SEQ ID NO: 8) rowniez indukowatly pomini¢cie eksonu 53, ale w mniejszym
stopniu niz H53A(+33+60) (SEQ ID NO: 6) 1 H53A(+36+60) (SEQ ID NO: 1). Jak pokazano
nafig. 3, HS3A(+33+60) i H53A(+36+60) (SEQ ID NO: 6 i SEQ ID NO: 1, odpowiednio) byty
wysoce skuteczne w indukowaniu pomijania eksonu 53 w hodowanych mioblastach w
porownaniu do innych wysoce aktywnych antysensownych oligonukleotydow.

[0202] Dodatkowe powyzsze oligomery antysensowne oceniono pod katem skuteczno$ci
pomijania eksondow przez traktowanie komoérek RD przy réznych wskazanych stezeniach. W
tych eksperymentach oligomer antysensowny odpowiadajacy H53A(+33+60) (SEQ ID NO: 6)
stosowano jako poréwnawczy oligomer. Jak pokazano na fig. 4, oligomery H53A(+30+57),
H53A(+30+56), H53A(+30+55) i H53A(+33+57) (odpowiednio SEQ ID NO: 2-5) byty
poréwnywalne pod wzgledem aktywnosci z oligomerem H53A(+33+60) (SEQ ID NO: 6).

[0203] W innym doswiadczeniu antysensowny oligomer wedlug wynalazku badano pod katem
pominiecia eksonu 53 w pierwotnych ludzkich mioblastach w poréwnaniu z opublikowanymi
antysensownymi oligonukleotydami. Oprécz H53A(+23+47) (SEQ ID NO: 9) opisanych
powyzej, HS3A(+39+69), HS3A(+39+62) i H5S3A(+45+69) (odpowiednio SEQ ID NO: 10, 11
i 12) z US 8,232,384; h53AON1 (+45+62) (SEQ ID NO: 13) z WO02004/083446; i
PMO3(+32+56) i PMO8(+36+56) (odpowiednio SEQ ID NO: 14 i 15) z W02012/029986
zostaly porownane z przyktadowym oligomerem wedtug wynalazku H53A(+36+60) (SEQ ID
NO:1). Jak pokazano na fig. 5A i 5B, oligomer, ktory wykazat najnizsze EC50, okreslono jako
H53A(+36+60) SEQ ID NO: 1. Zostato to potwierdzone przez poddanie wynikéw analizie
regresji trzech parametrow w programie GraphPad Prism do wygenerowania wartosci EC50,
jak pokazano w ponizszej tabeli.

EC50
SEQIDNO:10 H53A(+39+69) 6,482
SEQIDNO:9 H53A(+23+47) |9,135
SEQIDNO:1 H53A(+36+60) [3,910
SEQIDNO:13 H53A(+45+62) [17,13
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SEQIDNO:11 H53A(+39+62) 6,061
SEQIDNO:12 H53A(+45+69) [13,11
SEQIDNO:14 PMO3(+32+56)[11,80
SEQIDNO:15 PMO8(+36+56)[15,81
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LISTA SEKWENCJI

Opis Sekwencja SEQ ID NO:
H53A(+36+60) GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC 1
H53A(+30+57) GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC 2
H53A(+30+56) CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC 3
H53A(+30+55) CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTAC 4
H53A(+33+57) GCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG 5
H53A(+33+60) GTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTG 6
h53A(+31+55) CTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGTA 7
H53A(+22+46) TGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCCC 8
H53A(+23+47) CTGAAGGTGTTCTTGTACTTCATCC 9
H53 (+39+69) CATTCAACTGTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTG 10
H53(+39+62) CTGTTGCCTCCGGTTCTGAAGGTG 11
H53 (+45+69) CATTCAACTGTTGCCTCCGGTTCTG 12
H53 (+45+62) CTGTTGCCTCCGGTTCTG 13
PMO3(+32+56) CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTCTTGT 14
PMO8(+36+56) CCTCCGGTTCTGAAGGTGTTC 15
ITAT RRRQRRKKR 16
Tat RKKRRQRRR 17
RoF2 RRRRRRRRRFF 18
RsF2R4 RRRRRFFRRRR 19
R4 RRRR 20
Rs RRRRR 21
Re RRRRRR 22
R7 RRRRRRR 23
Rs RRRRRRRR 24
Ro RRRRRRRRR 25
(RX)s RXRXRXRXRXRXRXRX 26
(RAhXR)s; (P007) RAhXRRAhXRRAhXRRAhXR 27
(RAhXR)s; (CP04057)  |RAhXxRRAhXRRAhXRRAhXRRAhXR 28
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(RAhXRRBR)2; (CP06062)RAhXxRRBRRAhXRRBR 29
(RAR)4F2 RARRARRARRARFF 30
(RGR)4F2 RGRRGRRGRRGRFF 31
Primer CTTGGACAGAACTTACCGACTGG 32
Primer GTTTCTTCCAAAGCAGCCTCTCG 33
Primer GCAGGATTTGGAACAGAGGCG 34
Primer CATCTACATTTGTCTGCCACTGG 35
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Zastrzezenia patentowe

1. Antysensowny oligonukleotyd majacy nastepujaca strukture:
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farmaceutycznie dopuszczalna sol.

Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca antysensowny oligonukleotyd wedlug zastrz. 1
i farmaceutycznie dopuszczalny nosnik.

Kompozycja wedlug zastrz. 2 do zastosowania w leczeniu dystrofii mig$niowej
Duchenne'a.
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