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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

INFORMATII CONEXE

Aceasta cerere de brevet revendica beneficiul cererii de brevet provizorii U.S. Nr. 62/436.182,
inregistratd la 19 decembrie 2016, cererii de brevet provizorii U.S. Nr. 62/443.476, inregistratad la 6
ianuarie 2017, cererii de brevet provizorii U.S. Nr. 62/479.173, inregistrata la 30 martie 2017 si al cererii
de brevet provizorii U.S. Nr. 62/562.080, inregistrata la 22 septembrie 2017.

DOMENIUL DEZVALUIRII

Prezenta dezvaluire se referd la noi conjugati de oligomeri antisens adecvati pentru omiterea
exonului 45 1n gena distrofinei umane, si la compozitii farmaceutice ale acestora. Dezvaluirea furnizeaza,
de asemenea, conjugati de oligomeri antisens si compozitii ale acestora pentru utilizare in inducerea
omiterii exonului 45 care produce distrofina la un subiect care are o mutatie a genei distrofinei care este
susceptibild de omitere a exonului 45, si tratarea unui subiect care are o mutatie a genei distrofinei care
este susceptibild de omitere a exonului 45.

CONTEXTUL DEZVALUIRII

Tehnologiile antisens sunt dezvoltate folosind o serie de reactii chimice pentru a afecta expresia
genelor la o varietate de niveluri diferite (transcriptie, imbinare, stabilitate, traducere). O mare parte din
aceste cercetdri s-au concentrat pe utilizarea compusilor antisens pentru a corecta sau compensa genele
anormale sau asociate bolii intr-o gama largd de indicatii. Moleculele antisens sunt capabile sa inhibe
expresia genelor cu specificitate si, din aceastd cauza, multe eforturi de cercetare privind oligomerii ca
modulatori ai expresiei genelor s-au concentrat pe inhibarea expresiei genelor tintite sau a functiei
elementelor cu actiune cis. Oligomerii antisens sunt in mod obisnuit indreptati impotriva ARN-ului, fie a
catenei sens (de exemplu, ARNm), fie a catenei minus in cazul unor tinte de ARN viral. Pentru a obtine
efectul dorit de reglare prin scadere a genei specifice, oligomerii, fie promoveaza dezintegrarea ARNm
tintit, blocheaza traducerea ARNm, fie blocheazd functia elementelor ARN cu actiune cis, prevenind
astfel eficient, fie sinteza proteinei tinta de novo, fie replicarea ARN-ului viral.

Cu toate acestea, astfel de tehnici nu sunt utile atunci cand obiectivul este de a regla in sens
crescator productia de proteind nativa, sau de a compensa mutatiile care induc terminarea prematurd a
traducerii, cum ar fi mutatii nonsens sau de schimbare a cadrului. In aceste cazuri, transcriptul genei
defecte nu trebuie supus degradarii tintite sau inhibarii sterice, astfel incat structura chimici a
oligomerului antisens nu ar trebui si promoveze dezintegrarea ARNm-ului tintd sau sd blocheze
traducerea.

Intr-o0 varietate de boli genetice, efectele mutatiilor asupra exprimarii eventuale a unei gene pot fi
modulate printr-un proces de omitere a exonului tintit in timpul procesului de imbinare. Procesul de
imbinare este condus de mecanisme complexe cu mai multe componente care aduc jonctiunile exon-
intron adiacente din pre-ARNm in proximitate si realizeaza scindarea legaturilor fosfodiester la capetele
intronilor, cu formarea lor ulterioard din nou intre exonii care urmeaza si fie imbinati impreund. Acest
proces complex si extrem de precis este mediat de motivele de secventa din pre-ARNmM, care sunt
segmente de ARN relativ scurte, semi-conservate, la care se leagd diversi factori nucleari de imbinare
care sunt apoi implicati In reactiile de imbinare. Prin schimbarea modului in care mecanismul de imbinare
citeste sau recunoaste motivele implicate n procesarea pre-ARNm, este posibil sd se creeze molecule de
ARNm imbinate in mod diferentiat. S-a recunoscut acum cé majoritatea genelor umane sunt imbinate
alternativ in timpul expresiei genice normale, desi mecanismele implicate nu au fost identificate. Bennett
si colab. (Brevetul U.S. nr. 6,210,892) descriu modularea antisens a prelucrarii ARNm celulare de tip
salbatic folosind analogi de oligomeri antisens care nu induc scindarea mediatda de ARNaza H a ARN-ului
tintd. Acest lucru isi gaseste utilitatea In a putea genera mARN-uri imbinate alternativ care nu au exoni
specifici (vezi, de ex., asa cum este descris de Sazani, Kole si colab. 2007 pentru generarea de receptori
solubili ai superfamiliei TNF care nu au exoni care codifica domeniile de acoperire a membranei).

In cazurile in care o proteini in mod normal functionald este terminati prematur din cauza
mutatiilor din aceasta, s-a dovedit ca este posibil un mijloc de restabilire a productiei de proteine
functionale prin tehnologia antisens prin interventie in timpul proceselor de imbinare si cd, daca exonii
asociati cu mutatii care cauzeaza boli pot sa fie stersi in mod specific din unele gene, se poate produce
uneori un produs proteic scurtat care are proprietéti biologice similare cu proteina nativa sau care are o
activitate biologicd suficienta pentru a ameliora boala cauzata de mutatiile asociate cu exonul (vezi, de
ex., Sierakowska, Sambade si colab. 1996; Wilton, Lloyd si colab. 1999; van Deutekom, Bremmer-Bout
si colab. 2001; Lu, Mann si colab. 2003; Aartsma-Rus, Janson si colab. 2004). Kole si colab. (brevetele
U.S. numerele: 5,627,274; 5,916,808; 5,976,879; si 5,665,593) dezvaluie metode de combatere a
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imbindrii aberante folosind analogi de oligomeri antisens modificati care nu promoveaza degradarea pre-
ARNm tinta. Bennett si colab. (Brevetul U.S. nr. 6,210,892) descriu modularea antisens a prelucrarii
ARNm celulare de tip sédlbatic folosind, de asemenea, analogi de oligomeri antisens care nu induc
scindarea mediatd de ARNaza H a ARN-ului tinta.

Procesul de omitere a exonului tintit este probabil sa fie deosebit de util in genele lungi in care
existd multi exoni si introni, in care existd redundanta in constitutia geneticd a exonilor sau in care o
proteind este capabila sa functioneze fara unu sau mai multi anumiti exoni. Eforturile de redirectionare a
prelucrérii genelor pentru tratamentul bolilor genetice asociate cu trunchiere cauzata de mutatii in diferite
gene, s-au concentrat pe utilizarea oligomerilor antisens care fie: (1) se suprapun complet sau partial cu
elementele implicate in procesul de imbinare; fie (2) se leagd de pre-ARNm intr-o pozitie suficient de
apropiata de element pentru a perturba legarea si functia factorilor de imbinare care ar media in mod
normal o anumita reactie de imbinare care are loc la acel element.

Distrofia musculard Duchenne (DMD) este cauzatd de un defect In exprimare a proteinei
distrofina. Gena care codifica proteina contine 79 de exoni raspanditi pe peste 2 milioane de nucleotide de
ADN. Orice mutatie exonica care schimba cadrul de citire al exonului, sau introduce un codon de oprire,
sau este caracterizata prin indepartarea unui intreg exon sau de exoni din afara cadrului, sau dubleaza unu
sau mai multi exoni, are potentialul de a perturba productia de distrofind functionala, rezultind DMD

O forma mai putin severa de distrofie musculard, distrofia muscularda Becker (DMO) s-a
descoperit cd apare atunci cand o mutatie, de obicei, o stergere a unuia sau mai multor exoni, are ca
rezultat un cadru corect de citire de-a lungul intregului transcript al distrofinei, astfel incat traducerea
ARNmMm 1n proteina nu este opritd prematur. Daca iImbinarea exonilor din amonte si din aval in procesarea
unui pre-ARNm de distrofind mutantd mentine cadrul de citire corect al genei, rezultatul este un ARNm
care codifica o proteind cu o stergere scurtd internd care pastreaza o anumitd activitate, rezultand un
fenotip Becker.

De multi ani se stie cd stergerea unui exon sau a exonilor care nu modificd cadrul de citire al
unei proteine distrofind ar da nastere unui fenotip BMD, 1n timp ce o stergere a exonului care provoaca o
schimbare a cadrului va da nastere la DMD (Monaco, Bertelson si colab. 1988). In general, mutatiile
distrofinei, incluzdnd mutatiile punctiforme si stergerile exonilor care schimba cadrul de citire si astfel
intrerup traducerea adecvatd a proteinei, au ca rezultat DMD. De asemenea, trebuie remarcat faptul ca
unii pacienti cu DMO si DMD au stergeri de exon care acopera mai multi exoni.

Modularea mbinarii pre-ARNm al distrofinei mutante cu oligoribonucleotide antisens a fost
raportata, atat in vitro si in vivo (vezi, de ex., Matsuo, Masumura si colab. 1991; Takeshima, Nishio si
colab. 1995; Pramono, Takeshima si colab. 1996; Dunckley, Eperon si colab. 1997; Dunckley,
Manoharan si colab. 1998; Wilton, Lloyd si colab. 1999; Mann, Honeyman si colab. 2002; Errington,
Mann si colab. 2003).

Oligomerii antisens au fost special conceputi pentru a tinti regiuni specifice ale pre-ARNm, de
obicei, exoni pentru a induce omiterea unei mutatii a genei DMD, restabilind astfel aceste mutatii din
afara cadrului in cadru pentru a permite producerea de proteine distrofind scurtate intern, dar totusi
functionale. Se stie ca astfel de oligomeri antisens tintesc complet in interiorul exonului (asa numitele
secvente interne ale exonului) sau la o jonctiune donor de imbinare sau acceptor de imbinare care
traverseaza de la exon Intr-o portiune a intronului.

Descoperirea si dezvoltarea unor astfel de oligomeri antisens pentru DMD a fost un domeniu de
cercetare anterioard. Aceste evolutii includ cele din: (1) University of Western Australia si Sarepta
Therapeutics (cesionar al acestei cereri): WO 2006/000057; WO 2010/048586; WO 2011/057350; WO
2014/100714; WO 2014/153240; WO 2014/153220; (2) Academisch Ziekenhuis Leiden/Prosensa
Technologies (acum BioMarin Pharmaceutical): WO 02/24906; WO 2004/083432; WO 2004/083446;
WO 2006/112705; WO 2007/133105; WO 2009/139630; WO 2009/054725; WO 2010/050801; WO
2010/050802; WO 2010/123369; WO 2013/112053; WO 2014/007620; (3) Carolinas Medical Center:
WO 2012/109296; (4) Royal Holloway: brevete si cereri care revendica beneficiul prioritatii, si includ,
cererile US. Nr. 61/096.073 si 61/164.978; cum ar fi US 8.084.601 si US 2017-0204413 (4) JCR
Pharmaceuticals and Matsuo: US 6,653,466; brevete si cereri care revendica beneficiul, si care includ, JP
2000-125448, cum ar fi US 6.653.467; brevete si cereri care revendica beneficiul si care includ, JP 2000-
256547, cum ar fi US 6,727,355; WO 2004/048570; (5) Nippon Shinyaku: WO 2012/029986; WO
2013/100190; WO 2015/137409; WO 2015/194520; si (6) Association Institut de Myologie/Universite
Pierre et Marie Curie/Universitit Bern/Centre national de la Recherche Scientifique/Synthena AG: WO
2010/115993; WO 2013/053928.

In plus, WO 2017/062835 A2 dezviluie oligomeri antisens modificati pentru tratamentul
distrofiei musculare Duchenne si al tulburarilor asociate. Oligomerii dezvaluiti aici cuprind o secventa de
tintire complementara cu 12 sau mai multe nucleotide contigue dintr-o regiune tintd care cuprinde un
exon de pre-ARNm de distrofind umana si cel putin o subunitate care este un analog de nucleotide care



10

15

20

25

30

MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

are (i) o legatura internucleozida modificata, (ii) un fragment de zahdr modificat sau (iii) o combinatie a
celor de mai sus.

Descoperirea si dezvoltarea oligomerilor antisens conjugati cu peptide care patrund celulele
pentru DMD a fost, de asemenea, un domeniu de cercetare (vezi Publicatia PCT Nr. WO 2010/048586;
Wu, B. si colab., The American Journal of Pathology, vol. 181 (2): 392-400, 2012; Wu, R. si colab.,
Nucleic Acids Research, Vol. 35 (15): 5182-5191, 2007; Mulders, S. si colab., Al 19-lea Congres
International al World Muscle Society, Poster Presentation Berlin, octombrie 2014; Bestas, B. si colab.,
The Journal of Clinical Investigation, doi: 10.1172/JCI76175, 2014; Jearawiriyapaisarn, N. si colab.,
Molecular Therapy, Vol. 16(9): 1624-1629, 2008; Jearawiriyapaisarn, N. si colab., Cardiovascular
Research, Vol. 85: 444-453, 2010; Moulton, H.M. si colab., Biochemical Society Transactions, Vol. 35
(4): 826-828, 2007; Yin, H. si colab., Molecular Therapy, Vol. 19 (7): 1295-1303, 2011; Abes, R. si
colab., J. Pept. Sci., voi. 14: 455-460, 2008; Lebleu, B. si colab., Advanced Drug Delivery Reviews, Vol.
60: 517-529, 2008; McClorey, G. si colab., Gene Therapy, Vol. 13: 1373-1381, 2006; Alter, J. si colab.,
Nature Medicine, Voi. 12 (2): 175-177, 2006; si Youngblood, D. si colab., American Chemical Society,
Bioconjugate Chem., 2007, 18 (1), pp. 50-60). Mai mult, WO 2012/150960 dezviluic analogi de
oligonucleotida conjugati cu peptide purtdtoare. Conjugatii dezvaluiti sunt descrisi ca fiind utili pentru
tratamentul diverselor boli, de exemplu boli in care inhibarea exprimdrii proteinei sau corectarea
produselor aberante de imbinare ARNm produce efecte terapeutice benefice.

Peptidele care patrund in celule (CPP), de exemplu, un fragment de transport de peptida bogata
in arginind, pot fi eficiente pentru a Imbunatati penetrarea intr-o celuld, de exemplu, a unui oligomer
antisens conjugat cu CPP.

in ciuda acestor eforturi, rimane o nevoie de oligomeri antisens imbunitititi care tintesc exonul
45 si de compozitii farmaceutice corespunzitoare care sunt potential utile pentru metodele terapeutice
pentru producerea distrofinei si tratarea DMD.

EXPUNEREA PE SCURT A DEZVALUIRII
Prezenta dezviluire furnizeaza conjugati de oligomeri antisens cu Formula (IV):
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeaza conjugati de oligomeri antisens cu Formula (IVA):
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Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeazi compozitii farmaceutice care includ conjugatii de
oligomeri antisens din dezvaluire si un purtitor acceptabil farmaceutic. In unele variante de realizare,
purtatorul acceptabil farmaceutic este o solutie salina care include un tampon fosfat.

Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeazi conjugati de oligomeri antisens ca mai sus, si
compozitii ale acestora pentru utilizare in tratarea distrofiei musculare Duchenne (DMD) la un subiect
care are nevoie de aceasta, in care subiectul are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibila de
omitere a exonului 45.

Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeazi conjugati de oligomeri antisens ca mai sus, si
compozitii ale acestora pentru utilizare In restabilirea unui cadru de citire a ARNm pentru a induce
productia de distrofina la un subiect care are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibild de omitere
a exonului 45. Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeaza conjugati de oligomeri antisens ca mai sus, si
compozitii ale acestora pentru utilizare in excluderea exonului 45 din pre-ARNm de distrofina in timpul
prelucrarii ARNm la un subiect care are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibild de omitere a
exonului 45. Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeazi conjugati de oligomeri antisens ca mai sus, si
compozitii ale acestora pentru utilizare in legarea exonului 45 al pre-ARNm de distrofina la un subiect
care are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibila de omitere a exonului 45.

Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeazi un conjugat de oligomer antisens din dezviluirea de
aici pentru utilizare in terapie. Intr-un alt aspect, dezviluirea furnizeazi, de asemenea, Kituri pentru
tratarea distrofiei musculare Duchenne (DMD) la un subiect care are nevoie de aceasta, in care subiectul
are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibild de omitere a exonului 45, kituri care cuprind cel
putin un conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire, ambalat intr-un recipient adecvat, si
instructiuni pentru utilizarea acestuia.

Acestea si alte obiecte si caracteristici vor fi intelese mai pe deplin atunci cand urmatoarea
descriere detaliata a dezvaluirii este cititd impreund cu figurile.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 ilustreaza o sectiune de pre-ARNm de distrofind normald si ARNm matur.

Figura 2 ilustreazd o sectiune de pre-ARNm anormal de distrofina (exemplu de DMD) si distrofina
nefunctionala, instabila rezultata.

Figura 3 (nu face parte din prezenta inventie) ilustreaza eteplirsen, conceput pentru a omite exonul 51,
restabilirea citirii "in cadru" a pre-ARNm pentru a produce distrofina stearsa intern.
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Figurile 4A-4D (nu fac parte din prezenta inventie) furnizeazd imagini reprezentative ale analizei
Western Blot care mésoard proteina distrofind in cvadriceps la soareci mdx tratati cu PMO (PMO4225)
sau PPMO (PPMO4225) pentru diferite momente de timp [7 zile (5A), 30 de zile (5B), 60 de zile (5C) si
90 de zile (5D)].

Figura 5A (nu face parte din prezenta inventie) furnizeazad un grafic cu linii care ilustreaza procentul de
distrofina de tip salbatic indus de catre PMO (PMO4225) sau PPMO (PPMO4225) in cvadricepsul
soarecilor mdx pe parcursul a 90 de zile dupd injectare, asa cum este determinat prin analiza Western
Blot.

Figura 5B (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza un grafic liniar care ilustreaza procentul de
omitere a exonului 23 indusd de PMO (PMO4225) sau PPMO (PPMO4225) in cvadricepsul soarecilor
mdx pe parcursul a 90 de zile dupa injectare, asa cum este determinat prin RT-PCR.

Figurile 6A-6D (nu fac parte din prezenta inventie) furnizeaza imagini reprezentative ale analizei
Western Blot care masoara proteina distrofind in diafragma soarecilor mdx tratati cu PMO (PMO4225)
sau PPMO (PPMO4225) pentru diferite momente de timp [7 zile (7A), 30 de zile (7B), 60 de zile (7C) si
90 de zile (7D)].

Figura 7A (nu face parte din prezenta inventie) furnizeazad un grafic cu linii care ilustreaza procentul de
distrofina de tip sédlbatic indus de PMO (PMO4225) sau PPMO (PPMO4225) in diafragma soarecilor mdx
la 90 de zile dupa injectare, asa cum este determinat prin analiza Western Blot.

Figura 7B (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza un grafic liniar care ilustreaza procentul de
omitere a exonului 23 indus de PMO (PM0O4225) sau PPMO (PPMO04225) in diafragma soarecilor mdx
pe parcursul a 90 de zile dupa injectare, asa cum este determinat prin RT-PCR.

Figurile 8A-8D (nu fac parte din prezenta inventie) furnizeazd imagini reprezentative ale analizei
Western Blot care masoara proteina distrofind in inima soarecilor mdx tratati cu PMO (PMO4225) sau
PPMO (PPMO4225) pentru diferite momente de timp [7 zile (9A), 30 de zile (9B), 60 de zile (9C) si 90
de zile (9D)].

Figura 9A (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza un grafic cu linii care ilustreaza procentul de
distrofina de tip sélbatic indus de PMO (PMO04225) sau PPMO (PPM04225) in inima soarecilor mdx pe
parcursul a 90 de zile dupa injectare, asa cum este determinat prin analiza Western Blot.

Figura 9B (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza un grafic liniar care ilustreaza procentul de
omitere a exonului 23 indusda de PMO (PMO04225) sau PPMO (PPMO4225) in inima soarecilor mdx pe
parcursul a 90 de zile dupa injectare, asa cum este determinat prin RT-PCR.

Figura 10 (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza o analizd imunohistochimicad care aratd
distrofina indusé de citre PMO (PMO4225) sau PPMO (PPMO4225) in cvadricepsul stang al soarecelui
mdx.

Figurile 11A-B (nu fac parte din prezenta inventie) furnizeazd imagini reprezentative ale analizei
Western Blot care masoara proteina distrofind in inima soarecilor mdx tratati cu PMO (PMO4225) sau
PPMO (PPM04225), pentru diferite doze: 40 mg/kg, 80 mg/kg si 120 mg/kg.

Figura 12 (nu face parte din prezenta inventie) furnizeazd un grafic cu bare care ilustreaza procentul de
distrofina de tip salbatic indus de PMO (PM04225) sau PPMO (PPM04225) in inima soarecilor mdx, asa
cum este determinat prin analiza Western Blot la 30 de zile dupa injectare la diferite doze: 40 mg/kg, 80
mg/kg si 120 mg/kg.

Figurile 13A-B (nu fac parte din prezenta inventie) furnizeazd imagini reprezentative ale analizei
Western Blot care masoara proteina distrofind in diafragma soarecilor mdx tratati cu PMO (PMO04225)
sau PPMO (PPMO4225) pentru diferite doze de 40 mg/kg, 80 mg/kg si 120 mg/kg.

Figura 14 (nu face parte din prezenta inventie) furnizeazd un grafic cu bare care ilustreaza procentul de
distrofina de tip salbatic indus de PMO (PMO4225) sau PPMO (PPMO4225) in diafragma soarecilor
mdx, asa cum a fost determinat prin analiza Western Blot la 30 de zile dupa injectare la diferite doze: 40
mg/kg, 80 mg/kg si 120 mg/kg.

Figurile 15A-B (nu fac parte din prezenta inventie) furnizeazd imagini reprezentative ale analizei
Western Blot care mésoara proteina distrofind in cvadricepsul soarecilor mdx tratati cu PMO (PMO4225)
sau PPMO (PPMO4225) pentru doze diferite: 40 mg/kg, 80 mg/kg si 120 mg/kg.

Figura 16 (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza un grafic cu bare care ilustreaza procentul de
distrofina de tip salbatic indus de PMO (PMO4225) sau PPMO (PPMO04225) in cvadricepsul soarecilor
mdx, asa cum este determinat prin analiza Western Blot, la 30 de zile dupa injectare la diferite doze: 40
mg/kg, 80 mg/kg si 120 mg/kg.

Figura 17 prezinta ciclurile de cuplare efectuate prin metoda B de sintezd a PMO.

Figura 18 (nu face parte din prezenta inventie) furnizeaza o analizd imunohistochimicad care aratad
distrofina si laminina din diafragma si inima de soarece mdx, induse de PPMO (PPMO4225), in
comparatie cu solutia salind, la soarecii mdx si la soarecii de tip salbatic.

Figura 19 furnizeaza un grafic cu bare al procentului de omitere a exonului 45 din mioblastele umane
sanatoase, de catre PMO#1 si PPMO#1 la diferite concentratii, la 96 de ore dupa tratament, asa cum este
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masurat prin RT-PCR. Barele de eroare ilustreazd media + SD. Numarul x denotd o modificare relativa a
procentului de omitere a exonului de catre PPMO#1 in comparatie cu PMO#1 la fiecare concentratie. *,
*¥* gi *** jndicd o diferentd semnificativa intre PMO#1 si PPMO#1 cu valoarea p < 0,05, 0,005 si,
respectiv, 0,0005.

Figura 20 furnizeazd un grafic cu bare al procentului de omitere a exonului 51 in miotuburi umane
sanatoase, de catre PMO#1 si PPMO#1 la diferite concentratii, la 96 de ore dupa tratament, agsa cum a fost
masurat prin RT-PCR. Barele de eroare ilustreaza media + SD. Numdarul x denota o modificare relativa a
procentului de omitere a exonului de catre PPMO#1 in comparatie cu PMO#1 la fiecare concentratie. **
si **** indica o diferentd semnificativa intre PMO#1 si PPMO#1 cu valoarea p < 0,005 si, respectiv,
0,0005.

DESCRIEREA DETALIATA A DEZVALUIRII

Variantele de realizare a prezentei dezvaluiri se referd, In general, la conjugati de oligomeri
antisens imbunatatiti si la utilizarile acestora, care sunt special concepute pentru a induce omiterea
exonilor In gena distrofinei umane. Distrofina joaca un rol vital In functia musculara, si diferite boli legate
de muschi sunt caracterizate de forme mutante ale acestei gene. Prin urmare, in anumite variante de
realizare, conjugatii de oligomeri antisens imbunatétiti descrisi aici induc omiterea exonilor in formele
mutante ale genei distrofinei umane, cum ar fi genele distrofinei mutante gasite in distrofia musculara
Duchenne (DMD) si distrofia musculara Becker (BMD).

Din cauza evenimentelor aberante de imbinare a ARNm cauzate de mutatii, aceste gene mutante
ale distrofinei umane, fie exprima proteina distrofind defectuoasd, fie nu exprimd deloc distrofina
masurabild, o afectiune care conduce la diferite forme de distrofie musculara. Pentru a remedia aceasta
afectiune, conjugatii de oligomeri antisens din prezenta dezvaluire hibridizeaza cu regiuni selectate ale
unui ARNm preprocesat al unei gene a distrofinei umane mutante, induc omiterea exonilor si imbinarea
diferentiatd prin aceea cd, altfel, ARNm-ul distrofinei este imbinat in mod aberant si, prin urmare, permit
celulelor musculare si produce o transcriere ARNm care codifici o proteina distrofind functionala. In
anumite variante de realizare, proteina distrofind rezultatd nu este neaparat forma "de tip salbatic" a
distrofinei, ci este mai degraba o forma trunchiata, dar functionala, de distrofina.

Prin cresterea nivelurilor de proteind distrofind functionald in celulele musculare, acestea si
variantele de realizare inrudite sunt utile pentru profilaxia si tratamentul distrofiei musculare, in special,
pentru acele forme de distrofie musculard, cum ar fi DMD si BMD, care sunt caracterizate prin
exprimarea proteinelor distrofind defecte din cauza imbinarii aberant a ARNm-ului. Conjugatii de
oligomeri antisens specifici descrigi aici asigura, in plus, o tintire specificd imbunatatita a exonului
distrofina fata de alti oligomeri si, prin urmare, oferd avantaje semnificative si practice fatd de tratamente
alternative ale formelor relevante de distrofie musculara.
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Astfel, dezvéluirea se refera la conjugati de oligomeri antisens cu Formula (IV):
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(V)

sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Situsul de aliniere este H45A(-03+19).

Cu exceptia cazului in care sunt definiti altfel, toti termenii tehnici si stiintifici utilizati aici au
aceeasi semnificatie pe care o iInteleg In mod obisnuit specialistii cu calificare obisnuitd in domeniul
caruia 1i apartine dezvaluirea. Desi orice metode si materiale similare sau echivalente cu cele descrise aici
pot fi utilizate la punerea 1n practica sau la testarea prezentei dezvaluiri, sunt descrise metode si materiale
preferate. In scopul prezentei dezvaluiri, urmatorii termeni sunt definiti mai jos.

|. Definitii

Prin "aproximativ" se intelege o cantitate, nivel, valoare, numar, frecventd, procent, dimensiune,
marime, cantitate, greutate sau lungime, care variaza cu pana la 30, 25, 20, 15, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 sau
1% fata de o cantitate, nivel, valoare, numar, frecventd, procent, dimensiune, marime, cantitate, greutate
sau lungime de referinta.

"Susceptibil de omitere a exonului 45", asa cum este utilizat aici cu privire la un subiect sau
pacient, se intentioneaza sa includd subiecti si pacienti care au una sau mai multe mutatii ale genei
distrofinei care, in absenta omiterii exonului 45 al pre-ARNm de distrofind, provoaca cadrul de citire sa
fie in afara cadrului, perturband astfel traducerea pre-ARNmM ceea ce conduce la incapacitatea subiectului
sau pacientului de a produce distrofina functionald sau semi-functionala. Exemple de mutatii ale genei
distrofinei care sunt susceptibile de omitere a exonului 45 includ, de exemplu, mutatii in exonii 7-44, 12-
44, 18-44, 44, 46, 46-47, 46-48, 46-49, 46-51, 46-53, 46-55, 46-57, 46-59, 46-60, 46-67, 46-69, 46-75, si
46-78 (baza de date cu mutatii de distrofie musculara Leiden Duchenne, Centrul Medical al Universitatii
din Leiden, Tarile de Jos). Determinarea daca un pacient are o mutatie in gena distrofinei care este
susceptibild de omitere a exonilor este iIn domeniul de competenta al unui specialist in domeniu (vezi, de
exemplu, Aartsma-Rus si colab. (2009) Hum Mutat. 30:293-299; Gurvich si colab., Hum Mutat. 2009;
30(4) 633-640; si Fletcher si colab. (2010) Terapie moleculara 18(6) 1218-1223.).

Termenul "oligomer", asa cum este utilizat aici, se referd la o secventa de subunitati conectate
prin legituri intre subunititi. In anumite cazuri, termenul "oligomer" este utilizat cu referire la un
"oligomer antisens". Pentru "oligomeri antisens", fiecare subunitate constd din: (i) un zahar riboza sau un
derivat al acestuia; si (ii) o nucleobaza legatd de aceasta, astfel incat ordinea fragmentelor de imperechere
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de baze s formeze o secventd de baze care este complementara cu o secventa tintd dintr-un acid nucleic
(de obicei un ARN) prin imperecherea bazelor Watson-Crick, pentru a forma un heteroduplex acid
nucleic: oligomer in cadrul secventei tintd, cu conditia ca, fie subunitatea, legitura intre subunitati, fie
ambele sa nu apard in mod natural. Oligomerul antisens este un PMO. Variante de realizare suplimentare
sunt descrise aici.

Termenii "complementar” si "complementaritate” se refera la doi sau mai multi oligomeri (adica,
fiecare cuprinzand o secventd de nucleobazd) care sunt inruditi unul cu celdlalt prin regulile de
imperechere a bazelor Watson-Crick. De exemplu, secventa de nucleobaze "T-G-A (5°—3’)" este
complementara cu secventa de nucleobaza "A-C-T (3°—5’)". Complementaritatea poate fi "partiala", in
care mai putine decat toate nucleobazele unei anumite secvente de nucleobaze sunt potrivite cu cealalta
secventd de nucleobaze conform regulilor de imperechere a bazelor. De exemplu, in unele variante de
realizare, complementaritatea intre o anumita secventd de nucleobaze si cealaltd secventd de nucleobaza
poate fi de aproximativ 70%, aproximativ 75%, aproximativ 80%, aproximativ 85%, aproximativ 90%
sau aproximativ 95%. Sau, poate exista complementaritate "completd" sau "perfectd" (100%) intre o
anumita secventd de nucleobaza si cealaltd secventa de nucleobaza pentru a continua exemplul. Gradul de
complementaritate intre secventele de nucleobaze are efecte semnificative asupra eficientei si puterii
hibridizarii dintre secvente.

Termenii "cantitate eficientd" si "cantitate eficientd terapeutic" sunt utilizati in mod
interschimbabil aici si se referd la o cantitate de compus terapeutic, cum ar fi un oligomer antisens,
administrat unui subiect mamifer, fie sub forma unei singure doze, fie ca parte a unei serii de doze, care
este eficientd pentru a produce efectul terapeutic dorit. Pentru un oligomer antisens, acest efect este
produs, de obicei, prin inhibarea traducerii sau a prelucrarii naturale prin imbinare a unei secvente tinta
selectate, sau prin producerea unei cantitati semnificative clinic de distrofina (semnificatie statistica).

in unele variante de realizare, o cantitate eficient este de cel putin 10 mg/kg, sau cel putin 20
mg/kg de o compozitie care include un oligomer antisens pentru o perioada de timp pentru a trata
subiectul. in unele variante de realizare, o cantitate eficientd este de cel putin 20 mg/kg de o compozitie
care include un oligomer antisens pentru a creste numarul de fibre pozitive pentru distrofind intr-un
subiect la cel putin 20% din normal. In anumite variante de realizare, o cantitate eficientd este de 10
mg/kg, sau cel putin 20 mg/kg de o compozitie care include un oligomer antisens pentru a stabiliza,
mentine sau imbunatati distanta de mers pe jos de la un deficit de 20%, de exemplu, intr-un 6 MWT, la un
pacient, in raport cu unul egal sanitos. In diverse variante de realizare, o cantitate eficienta este de la cel
putin 10 mg/kg pana la aproximativ 30 mg/kg, cel putin 20 mg/kg pana la aproximativ 30 mg/kg,
aproximativ 25 mg/kg péana la aproximativ 30 mg/kg sau aproximativ 30 mg/kg pana la aproximativ 50
mg/kg. In unele variante de realizare, o cantitate eficienti este de aproximativ 10 mg/kg, aproximativ 20
mg/kg, aproximativ 30 mg/kg sau aproximativ 50 mg/kg. Intr-un alt aspect, o cantitate eficientd este de
cel putin aproximativ 10 mg/kg, aproximativ 20 mg/kg, aproximativ 25 mg/kg, aproximativ 30 mg/kg sau
aproximativ 30 mg/kg pana la aproximativ 50 mg/kg, pentru cel putin 24 de sdptamani, cel putin 36 de
saptamani sau cel putin 48 de saptamani, pentru a creste astfel numarul de fibre pozitive pentru distrofina
la un subiect la cel putin 20%, aproximativ 30%, aproximativ 40%, aproximativ 50%, aproximativ 60%,
aproximativ 70%, aproximativ 80%, aproximativ 90%, aproximativ 95% din normal, si stabilizeaza sau
imbunatateste distanta de mers pe jos de la un deficit de 20%, de exemplu, intr-un 6 MWT, la pacient in
raport cu unul egal sanitos. In unele variante de realizare, tratamentul creste numarul de fibre pozitive
pentru distrofind la 20-60% sau 30-50% din cel normal la pacient.

Prin "sporeste" sau "sporirea", sau "creste" sau "crestere", sau "stimuleaza" sau "stimulare", se
face referire, In general, la capacitatea unuia sau mai multor conjugati de oligomeri antisens sau
compozitii farmaceutice de a produce sau de a provoca un raspuns fiziologic mai mare (adica, efecte in
aval) intr-o celula sau intr-un subiect, In comparatie cu raspunsul provocat, fie de lipsa unui conjugat de
oligomer antisens, fie de un compus de control. Un raspuns fiziologic mai mare poate include expresia
crescutd a unei forme functionale a unei proteine distrofind, sau o activitate biologica crescuta legata de
distrofina in tesutul muscular, printre alte raspunsuri evidente din intelegerea In domeniu si din descrierea
de aici. Se poate masura si cresterea functiei musculare, incluzand cresteri sau imbunatatiri ale functiei
musculare cu aproximativ 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%, sau 100%. Se poate masura si procentul de fibre musculare care exprima o distrofina
functionald, incluzind cresterea expresiei distrofinei in aproximativ 1%, 2%, 5%, 15%, 16%, 17%, 18%,
19%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, sau
100% din fibrele musculare. De exemplu, a fost ardtat ca aproximativ 40% din imbunatatirea functiei
musculare poate avea loc daca 25-30% din fibre exprimd distrofina (vezi, de ex., DelloRusso si colab.,
Proc Natl Acad Sci USA 99: 12979-12984, 2002). O cantitate "crescutd" sau "sporitad" este, de obicei, o
cantitate "semnificativa din punct de vedere statistic" si poate include o crestere care este de 1,1, 1,2, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 30, 40, 50 sau de mai multe ori (de ex., de 500, 1000 de ori, incluzénd toate
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numerele Intregi si zecimale dintre ele si peste 1, de ex., 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, etc.) cantitatea produsa in lipsa
unui conjugat de oligomer antisens (absenta unui agent) sau de un compus de control.

Asa cum este utilizat aici, termenii "functie" si "functional" si altii asemenea se refera la o
functie biologica, enzimatica sau terapeutica.

O proteina distrofind "functionala" se referd, in general, la o proteind distrofina care are o
activitate biologica suficientd pentru a reduce degradarea progresiva a tesutului muscular, care este altfel
caracteristica distrofiei musculare, de obicei, in comparatie cu forma modificatd sau "defectuoasa" a
proteinei distrofind care este prezentd in anumiti subiecti cu DMD sau DMO. In anumite variante de
realizare, o proteina functionald distrofind poate avea aproximativ 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% sau 100% (incluzand toate numerele intregi dintre ele) din activitatea biologica in vitro
sau in vivo a distrofinei de tip salbatic, agsa cum este masuratd conform tehnicilor de rutind din domeniu.
Ca un exemplu, activitatea legatd de distrofind in culturile musculare in vitro poate fi masurata in functie
de dimensiunea miotubului, organizarea miofibrilei (sau dezorganizarea), activitatea contractild si
gruparea spontand a receptorilor de acetilcolina (vezi, de ex., Brown si colab., Journal of Cell Science.
112:209-216, 1999). Modelele animale sunt, de asemenea, resurse valoroase pentru studiul patogenezei
bolii si furnizeazd un mijloc de testare a activitdtii legate de distrofina. Doud dintre cele mai utilizate
modele animale pentru cercetarea DMD sunt soarecele mdx si céinele cu distrofie musculard Golden
Retriever (GRMD), ambele fiind negative la distrofina (vezi, de ex., Collins & Morgan, Int J Exp Pathol
84: 165-172, 2003). Acestea si alte modele animale pot fi utilizate pentru a masura activitatea functionala
a diferitelor proteine distrofind. Sunt incluse formele trunchiate de distrofina, cum ar fi acele forme care
sunt produse in urma administrarii unora dintre conjugatii de oligomeri antisens de omitere a exonului din
prezenta dezvaluire.

Termenii "nepotrivire™ sau "nepotriviri” se referd la una sau mai multe nucleobaze (fie contigue,
fie separate) dintr-o secventa de nucleobaza de oligomer care nu sunt potrivite cu un pre-ARNm tinta
conform regulilor de imperechere a bazelor. In timp ce complementaritatea perfectd este adesea dorita,
unele variante de realizare pot include una sau mai multe, dar preferabil 6, 5, 4, 3, 2 sau 1 nepotriviri cu
privire la pre-ARNm-ul tintd. Sunt incluse variatii in orice locatie din oligomer. In anumite variante de
realizare, conjugatii de oligomeri antisens din dezvaluire includ variatii ale secventei de nucleobaze in
apropierea variatiilor terminale din interior si, daca sunt prezente, sunt de obicei in aproximativ 6, 5, 4, 3,
2 sau 1 subunitate a capatului 5' si/sau 3'.

Termenii "morfolino”, "oligomer morfolino" si "PMO" se referd la un oligomer morfolino
fosforodiamidat cu urmatoarea structurd generala:

3 ~

3

N

si asa cum este descris in Figura 2 din Summerton, J., si colab., Antisens & Nucleic Acid Drug
Development, 7: 187-195 (1997). Morfolino, asa cum este descris aici include toti stereoizomerii si
tautomerii cu structura generald de mai sus. Sinteza, structurile si caracteristicile de legare ale
oligomerilor morfolino sunt detaliate in brevetele U.S. numerele: 5,698,685; 5,217,866; 5,142,047,
5,034,506; 5,166,315; 5,521,063; 5,506,337; 8,076,476; si 8,299,206.

Morfolino din prezenta inventie este conjugat la capatul 5' al oligomerului cu un fragment "tail"
pentru a creste stabilitatea si/sau solubilitatea acestuia. Fragmentul tail are structura:
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Fragmentul tail de mai sus este denumit aici "TEG" sau "EG3".

Asa cum este utilizat aici, termenii "-G-Rg" si "-G-Re-Ac" sunt utilizati interschimbabil si se
refera la un fragment peptidic conjugat cu un oligomer antisens din dezviluire. In diverse variante de
realizare, "G" reprezintd un reziduu de glicind conjugat cu "Rg" printr-o legatura amida, si fiecare "R"
reprezintd un reziduu de arginind conjugat impreuna prin legaturi amidice, astfel incat "Re" inseamna sase
(6) reziduuri de arginina conjugate impreuna prin legaturi amidice. Reziduurile de arginina sunt reziduuri
de L-arginind. "-G-R¢" sau "-G-Rg-Ac" este conjugat cu azotul din ciclul morfolina al subunitatii 3', cea
mai morfolinicd a unui oligomer antisens PMO din dezvaluire. "-G-Rg" sau "-G-Rg-Ac™ este conjugat la
capatul 3' al unui oligomer antisens din dezvaluire gi are urmatoarea formula:

HNYNHQ HNYNHQ HNYNHQ

)/NH NH NH

R H H 0 H E/(O H E)/O
N ~ N ; z

/Y\E ?l/\” ?l/\N A AL

H H
o

HN HN HN

NH HszgNH HZN/K

NH
sau

HNYNHZ HNYNHZ HNYNHZ

jNH NH NH
O 0 )/O /r

SOV OUE
O
.6HCI
HN

HzN/gNH HQNANH HZN/KNH

Termenii "nucleobaza" (Nu), "fragment de imperechere a bazelor" sau "baza" sunt utilizati
interschimbabil pentru a se referi la o baza purina sau pirimidina gasita in ADN sau ARN existent in mod
natural sau "nativ" (de ex., uracil, timind, adenind, citozina si guanind), precum si la analogi ai acestor
purine si pirimidine care existd in mod natural. Acesti analogi pot conferi proprietati imbunatatite pentru
oligomer, cum ar fi afinitatea de legare. Analogi exemplificatori includ hipoxantind (componenta de baza
a inozinei); 2,6-diaminopurind; 5-metil citozind; pirimidine modificate C5-propinil; si 10-(9-
(aminoetoxi)fenoxazinil) (clema G).

Expresiile "administrare parenterald" si "administrat parenteral”, asa cum este utilizat aici,
inseamnad alte moduri de administrare decat administrarea enterald si topica, de obicei, prin injectare, si
includ, fara limitare, injectare sau perfuzie intravenoasa, intramusculard, intraarteriald, intratecala,
intracapsulard, intraorbitalda, intracardiacd, intradermicd, intraperitoneald, transtraheald, subcutanata,
subcuticulara, intraarticulara, subcapsulara, subarahnoidiana, intraspinala si intrasternala.

Pentru claritate, structurile din dezvaluire, incluzadnd, de exemplu, Formula (IV), sunt continue
de la 5” pana la 3’ si, pentru comoditatea descrierii intregii structuri intr-o forma compacta, au fost incluse
diverse intreruperi de ilustrare etichetate "RUPTURA A", "RUPTURA B" si "RUPTURA C". Asa cum ar
fi inteles de catre specialistul in domeniu, de exemplu, fiecare mentionare "RUPTURA A" arata o
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continuare a ilustrarii structurii In acele puncte. Specialistul In domeniu intelege ca acelasi lucru este
valabil pentru fiecare exemplu de "RUPTURA B" si pentru "RUPTURA C" din structurile de mai sus.
Niciuna dintre rupturile ilustratiei, totusi, nu este destinata sd indice, si nici un specialist in domeniu nu
le-ar intelege, ca inseamna o intrerupere reala a structurii de mai sus.

Asa cum este utilizat aici, un set de paranteze utilizate intr-o formula structurald indica faptul ca
caracteristica structurala dintre paranteze este repetata. In unele variante de realizare, parantezele folosite
pot fi "[" si "]", iar in anumite variante de realizare, parantezele folosite pentru a indica caracteristicile
structurale repetate pot fi "(" and ")". In unele variante de realizare, numarul de iteratii repetate ale
caracteristicii structurale dintre paranteze este numarul indicat in afara parantezelor, cumar fi 2, 3, 4, 5, 6,
7, si asa mai departe. In diverse variante de realizare, numarul de iteratii repetate ale caracteristicii
structurale dintre paranteze este indicat printr-o variabila indicata in afara parantezei, cum ar fi "Z".

Asa cum este utilizat aici, o legaturd dreaptd sau o legatura ondulatd desenatd la un atom de
carbon sau fosforic chiral intr-o formuld structurala indica faptul c@ stereochimia carbonului sau
fosforului chiral este nedefinita si se intentioneaza sa includa toate formele centrului chiral. Exemple de
astfel de ilustratii sunt reprezentate mai jos.
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Expresia "acceptabil farmaceutic" Inseamna ca substanta sau compozitia trebuie si fie
compatibild, din punct de vedere chimic si/sau toxicologic, cu celelalte ingrediente care cuprind o
formulare si/sau cu subiectul care este tratat cu aceasta.

Expresia "purtdtor acceptabil farmaceutic", asa cum este utilizata aici, inseamna un material de
umpluturd, diluant, material de incapsulare netoxic inert solid, semisolid sau lichid, sau o formulare de
auxiliar de orice tip. Cateva exemple de materiale care pot servi ca purtatori acceptabili farmaceutic sunt:
zaharuri, cum ar fi lactoza, glucoza si zaharozd; amidon, cum ar fi amidon de porumb si amidon de
cartofi; celuloza si derivatii sdi, cum ar fi carboximetil celuloza de sodiu, etilceluloza si acetat de
celulozd; tragacant pulverulent; malt; gelatind; talc; excipienti, cum ar fi unt de cacao si ceruri pentru
supozitoare; uleiuri, cum ar fi ulei de arahide, ulei de seminte de bumbac, ulei de sofrédnel, ulei de susan,
ulei de masline, ulei de porumb si ulei de soia; glicoli, cum ar fi propilenglicol; esteri, cum ar fi oleatul de
etil si laurat de etil; agar; agenti de tamponare, cum ar fi hidroxid de magneziu si hidroxid de aluminiu;
acid alginic; apa apirogend; solutie salind izotonicd; solutie Ringer; alcool etilic; solutii de tampon fosfat;
lubrifianti compatibili netoxici, cum ar fi lauril sulfat de sodiu si stearat de magneziu; agenti de colorare;
agenti de eliberare; agenti de acoperire; agenti de indulcire; agenti de aromatizare; agenti de parfumare;
conservanti; si antioxidanti; in conformitate cu judecata persoanei care formuleaza.

Termenul "restabilire", cu privire la sinteza sau producerea distrofinei, se refera, in general, la
producerea unei proteine distrofind, incluzidnd forme trunchiate de distrofina, intr-un pacient cu distrofie
musculard in urma tratamentului cu un conjugat de oligomer antisens descris aici. In unele variante de
realizare, tratamentul are ca rezultat o crestere a productiei noi de distrofina la un pacient cu 1%, 5%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, sau 100% (incluzand toate numerele intregi dintre
acestea). In unele variante de realizare, tratamentul creste numarul de fibre pozitive pentru distrofind in
subiect la cel putin aproximativ 20%, aproximativ 30%, aproximativ 40%, aproximativ 50%, aproximativ
60%, aproximativ 70%, aproximativ 80%, aproximativ 90% sau aproximativ 95% pana la 100% din
normal. in alte variante de realizare, tratamentul creste numarul de fibre pozitive pentru distrofina in
subiect la aproximativ 20% pana la aproximativ 60%, sau aproximativ 30% pana la aproximativ 50% din
normal. Procentul de fibre pozitive pentru distrofina la un pacient dupa tratament poate fi determinat
printr-o biopsie musculari folosind tehnici cunoscute. De exemplu, o biopsie musculara poate fi luata de
la un muschi adecvat, cum ar fi muschiul biceps brahial al unui pacient.

Analiza procentului de fibre pozitive pentru distrofind poate fi efectuata inainte de tratament
si/sau dupa tratament sau la momente de timp pe parcursul tratamentului. In unele variante de realizare, o
biopsie dupa tratament este prelevatd de la muschiul contralateral din care a fost biopsia de inainte de
tratament. Analiza expresiei distrofinei inainte si dupd tratament poate fi efectuata utilizdnd orice test
adecvat pentru distrofina. In unele variante de realizare, detectarea imunohistochimica este efectuati pe
sectiuni de tesut din biopsia musculara folosind un anticorp care este un marker pentru distrofina, cum ar
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fi un anticorp monoclonal sau policlonal. De exemplu, poate fi utilizat anticorpul MANDYS106 care este
un marker foarte sensibil pentru distrofind. Poate fi utilizat orice anticorp secundar adecvat.

in unele variante de realizare, procentul de fibre pozitive pentru distrofind este calculat prin
impartirea numarului de fibre pozitive la fibrele totale numarate. Probele normale de muschi au fibre
100% pozitive pentru distrofind. Prin urmare, procentul de fibre pozitive pentru distrofind poate fi
exprimat ca procent din normal. Pentru a controla prezenta unor urme de distrofina in muschiul de inainte
de tratament, precum si a fibrelor revertante, se poate stabili o linie de referintd folosind sectiuni de
muschi de inainte de tratament de la un pacient atunci cadnd se numara fibrele pozitive pentru distrofina
din muschi dupa tratament. Aceasta poate fi folosita ca un prag pentru numararea fibrelor pozitive pentru
distrofind in sectiuni ale muschilor dupa tratamentul acelui pacient. in alte variante de realizare, sectiunile
de tesut colorate cu anticorpi pot fi utilizate, de asemenea, pentru cuantificarea distrofinei folosind
software-ul de analiza prin imagistica Bioquant (Bioquant Image Analysis Corporation, Nashville, TN).
Intensitatea totald a semnalului de fluorescenta a distrofinei poate fi raportata ca procent din normal. in
plus, analiza Western blot cu anticorpi monoclonali sau policlonali anti-distrofina poate fi utilizata pentru
a determina procentul de fibre pozitive pentru distrofind. De exemplu, poate fi utilizat anticorpul anti-
distrofina NCL-Dysl de la Leica Biosystems. Procentul de fibre pozitive pentru distrofind poate fi
analizat, de asemenea, prin determinarea expresiei componentelor complexului sarcoglican (B,y) si/sau
NOS neuronal.

In unele variante de realizare, tratamentul cu un conjugat de oligomer antisens din dezvaluire
incetineste sau reduce disfunctia si/sau insuficienta progresivd a muschilor respiratori la pacientii cu
DMD care ar fi de asteptat fira tratament. in unele variante de realizare, tratamentul cu un conjugat de
oligomer antisens din dezvaluire poate reduce sau elimina nevoia de asistentd de ventilatie care ar fi de
asteptat fara tratament. in unele variante de realizare, masuratorile functiei respiratorii pentru urmarirea
cursului bolii, precum si evaluarea potentialelor interventii terapeutice includ presiunea inspiratorie
maxima (MIP), presiunea expiratoric maxima (MEP) si capacitatea vitald fortata (FVC). MIP si MEP
masoara nivelul de presiune pe care o persoana il poate genera in timpul inspiratie si, respectiv, expiratiei,
si sunt masuri sensibile ale fortei muschilor respiratori. MIP este o masurd a slabiciunii muschilor
diafragmei.

In unele variante de realizare, MEP poate scidea inainte de modificarile din alte teste ale functiei
pulmonare, incluzand MIP si FVC. in anumite variante de realizare, MEP poate fi un indicator precoce al
disfunctiei respiratorii. In anumite variante de realizare, FVC poate fi utilizata pentru a masura volumul
total de aer expulzat in timpul expiratiei fortate dupa inspiratia maxima. La pacientii cu DMD, FVC
creste concomitent cu cresterea fizicad pana la inceputul adolescentei. Cu toate acestea, pe masura ce
cresterea Incetineste sau este opritd de progresia bolii si sldbiciunea musculara progreseaza, capacitatea
vitald intrd Intr-o faza descendenta si scade cu o ratd medie de aproximativ 8 pana la 8,5% pe an dupa
varsta de 10 pani la 12 ani. in anumite variante de realizare, procentul MIP preconizat (MIP ajustat
pentru greutate), procentul MEP preconizat (MEP ajustat pentru varstd) si procentul FVC preconizat
(FVC ajustat pentru varsta si inaltime) sunt analize de sustinere.

Termenii "subiect" si "pacient”, asa cum este utilizat aici, includ orice animal care prezintd un
simptom sau care prezinta riscul de a prezenta un simptom, care poate fi tratat cu un conjugat de oligomer
antisens din dezvéluire, cum ar fi un subiect (sau pacient) care are sau prezinta risc de a avea DMD sau
DMO sau oricare dintre simptomele asociate cu aceste afectiuni (de ex., pierderea fibrei musculare).
Subiectii adecvati (sau pacientii) includ animale de laborator (cum ar fi soarece, sobolan, iepure sau porc
de guineea), animale de ferma si animale domestice sau animale de companie (cum ar fi o pisica sau un
caine). Sunt incluse primate non-umane si, de preferint, pacienti (sau subiecti) oameni. De asemenea,
sunt incluse metode de producere a distrofinei intr-un subiect (sau pacient) care are o mutatie a genei
distrofinei care este susceptibila de omitere a exonului 45.

Expresiile "administrare sistemicd", "administrat sistemic", "administrare periferica" si
"administrat periferic", asa cum este utilizat aici, inseamna administrarea unui compus, medicament sau
alt material, in alt mod decat direct in sistemul nervos central, astfel incat acesta sa intre in sistemul
pacientului si, astfel, sd fie supus metabolismului si altor procese similare, de exemplu, administrarea
subcutanata.

Expresia "secventd de tintire" se referd la o secventd de nucleobaze ale unui oligomer care este
complementard cu o secventd de nucleotide dintr-un pre-ARNm tintd. Secventa de nucleotide din pre-
ARNm tinta este un situs de aliniere a exonului 45 in pre-ARNm de distrofina, denumit H45A(-03+19).

"Tratamentul” unui subiect (de ex., un mamifer, cum ar fi un om) sau al unei celule este orice tip
de interventie utilizata in Incercarea de a modifica cursul natural al subiectului sau celulei. Tratamentul
include, dar nu se limiteaza la, administrarea unui oligomer sau a unei compozitii farmaceutice a acestuia,
si poate fi efectuat fie profilactic, fie ulterior initierii unui eveniment patologic sau contactului cu un agent
etiologic. Tratamentul include orice efect de dorit asupra simptomelor sau patologiei unei boli sau
afectiuni asociate cu proteina distrofina, cum ar fi in anumite forme de distrofie musculara, si poate
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include, de exemplu, modificari sau imbunatatiri minime ale unuia sau mai multor markeri masurabili ai
bolii sau afectiunii care este tratatd. Sunt incluse, de asemenea, tratamentele "profilactice”, care pot fi
indreptate catre reducerea ratei de progresie a bolii sau afectiunii care este tratatd, intarzierea aparitiei
acelei boli sau afectiuni, sau reducerea severitatii debutului acesteia. "Tratamentul” sau "profilaxia" nu
indica in mod necesar eradicarea completd, vindecarea sau prevenirea bolii sau afectiunii sau a
simptomelor asociate acestora.

In unele variante de realizare, tratamentul cu un conjugat de oligomer antisens din dezviluire
creste productia de distrofind noud, intarzie progresia bolii, incetineste sau reduce pierderea deambulatiei,
reduce inflamatia musculard, reduce afectarea musculara, Imbunatiteste functia musculard, reduce
pierderea functiei pulmonare si/sau imbunatiteste regenerarea musculard care ar fi de asteptat fara
tratament. in unele variante de realizare, tratamentul mentine, intarzie sau incetineste progresia bolii. In
unele variante de realizare, tratamentul mentine deambulatia sau reduce pierderea deambulatiei. In unele
variante de realizare, tratamentul mentine functia pulmonari sau reduce pierderea functiei pulmonare. in
unele variante de realizare, tratamentul mentine sau creste o distantd de mers pe jos stabil la un pacient,
asa cum este masuratd, de exemplu, prin testul de mers pe jos 6 minute (6(MWT). in unele variante de
realizare, tratamentul mentine sau reduce timpul de mers/alergare 10 metri (adica, testul de mers/alergare
de 10 metri). in unele variante de realizare, tratamentul mentine sau reduce timpul de sedere in decubit
dorsal (adica, timpul de stat la test). In unele variante de realizare, tratamentul mentine sau reduce timpul
de urcare a patru scari standard (adicd, testul de urcare pe patru scari). In unele variante de realizare,
tratamentul mentine sau reduce inflamatia musculara la pacient, asa cum este masurata, de exemplu, prin
RMN (de ex., RMN al muschilor picioarelor). In unele variante de realizare, RMN misoard T2 si/sau
fractia de grasime pentru a identifica degenerarea musculard. RMN poate identifica modificari ale
structurii §i compozitiei musculare cauzate de inflamatie, edem, leziuni musculare si infiltrarea
grasimilor.

in unele variante de realizare, tratamentul cu un conjugat de oligomer antisens din dezviluire
mareste productia de distrofina noud si incetineste sau reduce pierderea deambulatiei care ar fi de asteptat
fara tratament. De exemplu, tratamentul poate stabiliza, mentine, imbunatati sau creste deambulatia (de
ex., stabilizarea deambulatiei) la subiect. In unele variante de realizare, tratamentul mentine sau creste o
distantd de mers pe jos stabil la un pacient, asa cum este masurata, de exemplu, prin testul de mers pe jos
6 minute (60MWT) descris de McDonald si colab. (Muscle Nerve, 2010; 42:966-74). O modificare a
distantei parcurse mergand pe jos 6 minute (6MWD) poate fi exprimatd ca o valoare absoluta, o
modificare procentuald sau o modificare a valorii procentuale preconizate. in unele variante de realizare,
tratamentul mentine sau imbunatateste o distantd de mers pe jos stabil intr-un 6MWT de la un deficit de
20% la subiect fatd de unul egal sanatos. Performanta unui pacient cu DMD in 6MWT 1in raport cu
performanta tipicd a unui egal sandtos poate fi determinata prin calcularea unei valori % preconizate. De
exemplu, procentul 6MWD preconizat poate fi calculat folosind urmitoarea ecuatie pentru barbati:
196,72 + (39,81 x varstd) - (1,36 x varstd?) + (132,28 x iniltimea in metri). Pentru femei, procentul
6MWD preconizat poate fi calculat folosind urmatoarea ecuatie: 188,61 + (51,50 x varstd) - (1,86 x
varstd®) + (86,10 x iniltime in metri) (Henricson si colab. PLoS Curr., 2012, versiunea 2). In unele
variante de realizare, tratamentul cu un oligomer antisens creste distanta de mers pe jos stabil la pacient
de la valoarea initiald la mai mult decat 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30 sau 50 de metri (incluzand toate
numerele intregi dintre ele).

Pierderea functiei musculare la pacientii cu DMD poate apdrea pe fondul cresterii si dezvoltarii
normale a copilariei. Intr-adevir, copiii mai mici cu DMD pot prezenta o crestere a distantei parcurse in
timpul 6MWT pe parcursul a aproximativ 1 an, in ciuda deficientei musculare progresive. in unele
variante de realizare, 6MWD la pacientii cu DMD este comparat cu subiectii de control in curs de
dezvoltare in mod obisnuit si cu datele normative existente de la subiectii potriviti ca vérsta si sex. in
unele variante de realizare, cresterea si dezvoltarea normala pot fi luate in considerare utilizdnd o ecuatie
bazata pe varsta si indltime, adaptatd la datele normative. O astfel de ecuatie poate fi utilizatd pentru a
converti 6MWD intr-o valoare preconizati procentual (preconizata in %) la subiectii cu DMD. in anumite
variante de realizare, analiza datelor 6MWD preconizate in % reprezintd o metoda de a tine cont de
cresterea si dezvoltarea normala, si poate arata ca castigurile de functie la varste fragede (de ex., mai mici
sau egale cu varsta de 7 ani) reprezintd mai degraba stabilitatea decat imbunatatirea abilitatilor la pacientii
cu DMD (Henricson si colab. PLoS Curr., 2012, versiunea 2).

A fost propus si publicat un sistem de nomenclaturda a moleculelor antisens pentru a face
distinctia intre diferitele molecule antisens (vezi Mann si colab., (2002) J Gen Med 4, 644-654). Aceasta
nomenclaturd a devenit deosebit de relevanta la testarea mai multor molecule antisens usor diferite, toate
indreptate catre aceeasi regiune tinta, dupa cum se arata mai jos:

H#A/D(x:y).

Prima litera desemneaza specia (de ex., H: om, M: murin, C: canin). "#" desemneaza numarul

exonului de distrofina tintd. "A/D" indica locul de imbinare a acceptorului sau donorului la inceputul si,
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respectiv, la sfarsitul exonului. (x y) reprezinta coordonatele de aliniere in care "-" sau "+" indicd secvente
intronice sau, respectiv, exonice. De exemplu, A(-6+18) ar indica ultimele 6 baze ale intronului care
preced exonul tintd si primele 18 baze ale exonului tintd. Cel mai apropiat situs de imbinare ar fi
acceptorul, astfel incét aceste coordonate ar fi precedate de un "A". Descrierea coordonatelor de aliniere
5  lasitusul de imbinare a donorului ar putea fi D(+2-18), in care ultimele 2 baze exonice si primele 18 baze
intronice corespund situsului de aliniere al moleculei antisens. Coordonatele de aliniere in intregime
exonice care ar fi reprezentate de A(+65+85), adica situsul dintre a 65-a si a 85-a nucleotidd de la
inceputul acelui exon.

10 II. Oligomeri antisens
A. Conjugati de oligomeri antisens conceputi pentru a induce omiterea exonului 45

Conjugatii de oligomeri antisens din dezvaluire au Formula (IV) si sunt complementari unei
regiuni tintd a exonului 45 a genei distrofinei, si induc omiterea exonului 45. In special, dezviluirea se
referd la conjugati de oligomeri antisens complementari unei regiuni tinta a exonului 45 a pre-ARNmM de

15  distrofind desemnati ca un situs de aliniere. Situsul de aliniere este H45A(-03+19).

Oligomerii antisens conjugati din dezvaluire tintesc pre-ARNm de distrofina si induc omiterea
exonului 45, astfel incét acesta este exclus sau omis din transcriptul ARNm matur imbinat. Prin omiterea
exonului 45, cadrul de citire intrerupt este restabilit la o mutatie in cadru. In timp ce DMD este compus
din diferite subtipuri genetice, conjugatii de oligomeri antisens din dezvaluire au fost conceputi in mod

20  deosebit pentru a omite exonul 45 al pre-ARNm de distrofind. Mutatiile DMD susceptibile de omitere a
exonului 45 cuprind un subgrup de pacienti cu DMD (13%).

B. Caracteristici ale chimiei oligomerului

25 Oligomeri morfolino
Conjugatul de oligomer antisens din prezenta inventie este conform formulei (1V):
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sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.
30 In unele variante de realizare, un conjugat de oligomer antisens cu Formula (IV) este o sare de
HCI (acid clorhidric) a acestuia. In anumite variante de realizare, sarea HCI este o sare de.6HCI.
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in unele variante de realizare, incluzand, de exemplu, variante de realizare a conjugatilor de
oligomeri antisens cu Formula (IV), un conjugat de oligomer antisens din dezvaluire este conform
Formulei (IVA):
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(IVA).

Saruri acceptabile farmaceutic ale conjugatilor de oligomeri antisens

Anumite variante de realizare a conjugatilor de oligomeri antisens descrise aici pot sd contind o
grupare functionald bazica, cum ar fi amino sau alchilamino, si, astfel, sunt capabili sd formeze saruri
acceptabile farmaceutic cu acizi acceptabili farmaceutic. Termenul "saruri acceptabile farmaceutic" in
aceste cazuri, se refera la sarurile de aditie cu acid anorganic si organic relativ netoxice ale conjugatilor
de oligomeri antisens din prezenta dezvaluire. Aceste sdruri pot fi preparate in situ in vehiculul de
administrare sau in procesul de fabricare a formei de dozare, sau prin reactia separatd a unui conjugat de
oligomer antisens purificat din dezvéluire in forma sa de baza liberd cu un acid organic sau anorganicC
adecvat, si izolarea sarii astfel formate in timpul purificarii ulterioare. Sarurile reprezentative includ
sarurile bromhidrat, clorhidrat, sulfat, bisulfat, fosfat, azotat, acetat, valerat, oleat, palmitat, stearat, laurat,
benzoat, lactat, tosilat, citrat, maleat, fumarat, succinat, tartrat, naftilat, mesilat, glucoheptonat,
lactobionat si laurilsulfonat. (Vezi, de ex., Berge si colab. (1977) "Pharmaceutical Salts", J. Pharm. Sci.
66: 1-19).

Sarurile acceptabile farmaceutic ale conjugatilor de oligomeri antisens includ sarurile
conventionale netoxice sau sarurile de amoniu cuaternar ale conjugatilor de oligomeri antisens, de ex., din
acizi organici sau anorganici netoxici. De exemplu, astfel de saruri netoxice conventionale le includ pe
cele derivate din acizi anorganici, cum ar fi clorhidric, bromhidric, sulfuric, sulfamic, fosforic si nitric; si
sarurile preparate din acizi organici cum ar fi acetic, propionic, succinic, glicolic, stearic, lactic, malic,
tartric, citric, ascorbic, palmitic, maleic, hidroximaleic, fenilacetic, glutamic, benzoic, salicilic, sulfanilic,
2-acetoxibenzoic, fumaric, toluensulfonic, metansulfonic, etan disulfonic, oxalic si izotionic.

in anumite variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens din prezenta dezviluire pot si
contind una sau mai multe grupari functionale acide si, astfel, sunt capabili sa formeze saruri acceptabile
farmaceutic cu baze acceptabile farmaceutic. Termenul "saruri acceptabile farmaceutic" in aceste cazuri,
se refera la sarurile de aditie a bazelor anorganice si organice relativ netoxice ale conjugatilor de
oligomeri antisens din prezenta dezvaluire. Aceste saruri pot fi, de asemenea, preparate in situ in
vehiculul de administrare sau in procesul de fabricare a formei de dozare, sau prin reactia separatd a
conjugatului de oligomer antisens purificat in forma sa de acid liber cu o baza adecvatd, cum ar fi
hidroxidul, carbonatul sau bicarbonatul unui cation metalic acceptabil farmaceutic, cu amoniac sau cu o
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amind organicd primard, secundard sau tertiara acceptabild farmaceutic. Sarurile alcaline sau alcalino-
pamantoase reprezentative includ sarurile de litiu, sodiu, potasiu, calciu, magneziu si aluminiu. Amine
organice reprezentative utile pentru formarea sarurilor de aditie de baza includ etilamina, dietilamina,
etilendiamina, etanolamina, dietanolamina si piperazina. (Vezi, de ex., Berge si colab., de mai sus).

I11. Formuléri si moduri de administrare

In anumite variante de realizare, prezenta dezviluire furnizeaza formulari sau compozitii
farmaceutice adecvate pentru furnizarea terapeutica a conjugatilor de oligomeri antisens, asa cum este
descris aici. Prin urmare, in anumite variante de realizare, prezenta dezvéluire furnizeaza compozitii
acceptabile farmaceutic care cuprind o cantitate eficienta terapeutic de unu sau mai multi dintre conjugatii
de oligomeri antisens descrisi aici, formulati impreund cu unu sau mai multi purtatori (aditivi) si/sau
diluanti acceptabili farmaceutic. Desi este posibil ca un conjugat de oligomer antisens din prezenta
dezviluire sa fie administrat singur, este de preferat ca conjugatul de oligomer antisens sa se administreze
sub forma unei formulari (compozitii) farmaceutice. Conjugatul de oligomer antisens al formularii este
conform Formulei (IV) sau este o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Metodele de furnizare a moleculelor de acid nucleic, care pot fi aplicabile la conjugatii de
oligomeri antisens din prezenta dezvaluire, sunt descrise, de exemplu, in: Akhtar si colab., 1992, Trends
Cell Bio., 2:139; Delivery Strategies for Antisens Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar, 1995, CRC
Press; si Sullivan si colab., PCT WO 94/02595. Acestea si alte protocoale pot fi utilizate practic pentru
furnizarea oricarei molecule de acid nucleic, incluzdnd conjugatii de oligomeri antisens din prezenta
dezviluire.

Compozitiile farmaceutice din prezenta dezvaluire pot fi formulate special pentru administrare in
forma solida sau lichida, incluzdnd pe cele adaptate pentru urmatoarele: (1) administrare orald, de
exemplu, bauturi (solutii sau suspensii apoase sau neapoase), tablete (tintite pentru absorbtie bucala,
sublinguala sau sistemicd), bolusuri, pulberi, granule, paste pentru aplicare pe limba; (2) administrare
parenterala, de exemplu, prin injectie subcutanata, intramusculara, intravenoasa sau epidurala, sub forma
de, de exemplu, o solutie sau suspensie sterila sau o formulare cu eliberare sustinutd; (3) aplicare locala,
de exemplu, sub forma de crema, unguent sau plasture cu eliberare controlatd sau spray aplicat pe piele;
(4) intravaginal sau intrarectal, de exemplu, sub formd de pesar, crema sau spuma; (5) sublingual; (6)
ocular; (7) transdermic; sau (8) nazal.

Cateva exemple de materiale care pot servi ca purtatori acceptabili farmaceutic includ, fara
limitare: (1) zaharuri, cum ar fi lactoza, glucoza si zaharoza; (2) amidon, cum ar fi amidon de porumb si
amidon de cartofi; (3) celuloza si derivatii sdi, cum ar fi carboximetil celuloza de sodiu, etil celuloza si
acetat de celulozd; (4) praf de tragacant; (5) malt; (6) gelatina; (7) talc; (8) excipienti, cum ar fi unt de
cacao si ceara pentru supozitoare; (9) uleiuri, cum ar fi ulei de arahide, ulei de seminte de bumbac, ulei de
sofrdnel, ulei de susan, ulei de madsline, ulei de porumb si ulei de soia; (10) glicoli, cum ar fi
propilenglicol; (11) polioli, cum ar fi glicerina, sorbitol, manitol si polietilen glicol; (12) esteri, cum ar fi
oleat de etil si laurat de etil; (13) agar; (14) agenti de tamponare, cum ar fi hidroxid de magneziu si
hidroxid de aluminiu; (15) acid alginic; (16) apd apirogena; (17) ser fiziologic izotonic; (18) Solutie
Ringer; (19) alcool etilic; (20) solutii tamponate pentru pH; (21) poliesteri, policarbonati si/sau
polianhidride; si (22) alte substante compatibile netoxice utilizate in formularile farmaceutice.

Exemple suplimentare nelimitative de agenti adecvati pentru formulare cu conjugatii de
oligomeri antisens din prezenta dezvaluire includ: acizi nucleici conjugati cu PEG; acizi nucleici
conjugati cu fosfolipide; acizi nucleici care contin fragmente lipofile; fosforotioati; inhibitori ai
glicoproteinei P (cum ar fi Pluronic P85) care pot imbunatati intrarea medicamentelor in diferite tesuturi;
polimeri biodegradabili, cum ar fi microsfere de poli(D,L-lactida-coglicolidd) pentru administrare cu
eliberare sustinuta dupa implantare (Emerich, D F si colab., 1999, Cell Transplant, 8, 47-58) Alkermes,
Inc. Cambridge, Mass.; si nanoparticule Incarcate, cum ar fi cele realizate din polibutilcianoacrilat, care
pot elibera medicamente prin bariera hematoencefalica si pot modifica mecanismele de captare neuronala
(Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry, 23, 941-949, 1999).

Dezviluirea prezinta, de asemenea, utilizarea compozitiei care cuprinde lipozomi modificati la
suprafata care contin lipide poli(etilen glicol) ("PEG") (PEG modificate, ramificate si neramificate sau
combinatii ale acestora, sau lipozomi de circulatie lunga sau lipozomi ascunsi). Aceste formulari oferad o
metodd de crestere a acumuldrii de medicamente in tesuturile tintd. Aceastd clasd de purtitori de
medicament rezistd la opsonizare si eliminare de catre sistemul fagocitar mononuclear (MPS sau RES),
permitand astfel timpi mai lungi de circulatie in sange si o expunere sporita a tesuturilor la medicamentul
incapsulat (Lasic si colab. Chim. Rev. 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata si colab., Chem. Pharm. Bull. 1995,
43, 1005-1011). A fost aratat ca astfel de lipozomi se acumuleaza selectiv in tumori, probabil prin
extravazare si captare in tesuturile tintd neovascularizate (Lasic si colab., Science 1995, 267, 1275-1276;
Oku si colab., 1995, Biochim. Biophys. Acta, 1238, 86-90). Lipozomii de circulatie lunga imbunatatesc
farmacocinetica si farmacodinamia ADN-ului si ARN-ului, in special, in comparatie cu lipozomii
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cationici conventionali despre care se stie cd se acumuleaza in tesuturile MPS (Liu si colab., J. Biol.
Chim. 1995, 42, 24864-24870; Choi si colab., Publicatia internationald PCT Nr. WO 96/10391; Ansell si
colab., Publicatia internationald PCT Nr. WO 96/10390; Holland si colab., Publicatia internationald PCT
Nr. WO 96/10392). Este, de asemenea, probabil ca lipozomii de circulatie lungd sd protejeze
medicamentele fatd de degradarea nucleazei intr-o masura mai mare in comparatie cu lipozomii cationici,
pe baza capacitatii lor de a evita acumularea in tesuturile MPS agresive din punct de vedere metabolic,
cum ar fi ficatul si splina.

Intr-o alta varianta de realizare, prezenta dezviluire include compozitii farmaceutice cu conjugati
de oligomeri antisens preparate pentru furnizare asa cum este descris in Brevetele U.S. numerele:
6,692,911; 7,163,695; si 7,070,807. in acest caz, intr-o varianti de realizare, prezenta dezvaluire
furnizeaza un conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire intr-o compozitie care cuprinde
copolimeri de lizind si histidina (HK) (asa cum este descris in brevetele U.S. numerele: 7,163,695;
7,070,807; si 6,692,911), fie singur, fie in combinatie cu PEG (de ex., PEG ramificat sau neramificat sau
un amestec al ambelor), in combinatie cu PEG si un fragment de tintire, sau oricare dintre cele de mai sus
in combinatie cu un agent de reticulare. In anumite variante de realizare, prezenta dezviluire furnizeazi
conjugati de oligomeri antisens in compozitii farmaceutice care cuprind polihistidind modificata cu acid
gluconic sau polihistidind gluconilaté/transferind-polilizind. O persoana de specialitate in domeniu va
recunoaste, de asemenea, ca aminoacizii cu proprietati similare cu His si Lys pot fi substituiti in
compozitie.

In compozitii pot fi prezenti, de asemenea, agenti de umectare, emulgatori si lubrifianti (cum ar
fi lauril sulfat de sodiu si stearat de magneziu), agenti de colorare, agenti de eliberare, agenti de acoperire,
agenti de indulcire, agenti de aromatizare, agenti de parfumare, conservanti si antioxidanti.

Exemple de antioxidanti acceptabili farmaceutic includ: (1) antioxidanti solubili in apa, cum ar fi
acid ascorbic, clorhidrat de cisteina, bisulfat de sodiu, metabisulfit de sodiu si sulfit de sodiu; (2)
antioxidanti solubili in ulei, cum ar fi palmitat de ascorbil, hidroxianisol butilat (BHA), hidroxitoluen
butilat (BHT), lecitina, galat de propil, si alfa-tocoferol; si (3) agenti de chelatare a metalelor, cum ar fi
acid citric, acid etilendiamin tetraacetic (EDTA), sorbitol, acid tartric si acid fosforic.

Formularile din prezenta dezvaluire le includ pe cele adecvate pentru administrare orald, nazala,
topica (incluzand bucala si sublinguald), rectala, vaginala si/sau parenterala. Formularile pot fi prezentate
in mod convenabil in forma de dozare unitard si pot fi preparate prin orice metode bine cunoscute in
domeniul farmaciei. Cantitatea de ingredient activ care poate fi combinatd cu un material purtator pentru
a produce o forma de dozare unitard va varia in functie de subiectul care este tratat si de modul particular
de administrare. Cantitatea de ingredient activ care poate fi combinatd cu un material purtator pentru a
produce o formé de dozare unitara va fi in general acea cantitate de ingredient activ care produce un efect
terapeutic. In general, aceastd cantitate va varia de la aproximativ 0,1 procente pani la aproximativ
noudzeci si noud procente de ingredient activ, de preferintd, de la aproximativ 5 procente pana la
aproximativ 70 procente, cel mai preferabil, de la aproximativ 10 procente pand la aproximativ 30
procente.

In anumite variante de realizare, o formulare din prezenta dezviluire cuprinde un excipient
selectat dintre ciclodextrine, celuloze, lipozomi, agenti formatori de miceliu, de exemplu, acizi biliari, si
purtdtori polimerici, de exemplu, poliesteri si polianhidride; si un conjugat de oligomer antisens din
prezenta dezvaluire. Conjugatul de oligomer antisens din formulare este conform cu Formula (IV) sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia. In anumite variante de realizare, o formulare mentionata mai sus
face biodisponibil oral un conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire.

Metodele de preparare a acestor formulari sau compozitii farmaceutice includ etapa de asociere a
unui conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire cu purtatorul si, optional, cu unu sau mai
multe ingrediente accesorii. in general, formularile sunt preparate prin asocierea uniforma si intima a unui
conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire cu purtatori lichizi, sau purtétori solizi fin divizati,
sau cu ambii, si apoi, daca este necesar, modelarea produsului.

Formularile din dezvaluire adecvate pentru administrare orala pot fi sub forma de capsule,
casete, pilule, tablete, pastile (folosind o bazd aromatizata, de obicei, zaharoza si salcdm sau tragacant),
pulberi, granule, sau sub forma de solutie sau suspensie Intr-un lichid apos sau neapos, sau sub forma de
emulsie lichida ulei-in-apa sau apa-in-ulei, sau sub forma de elixir sau sirop, sau sub forma de pastile
(folosind o baza inertd, cum ar fi gelatind si glicerind, sau zaharoza si salcdm), si/sau sub forma de apa de
gurd, fiecare continand o cantitate predeterminatd de un conjugat de oligomer antisens din prezenta
dezvaluire ca ingredient activ. Un conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire poate fi
administrat, de asemenea, sub forma de bolus, lictar sau pasta.

In formele de dozare solide pentru administrare orald din dezviluire (capsule, tablete, pilule,
drajeuri, pulberi, granule, pastile), ingredientul activ poate fi amestecat cu unu sau mai multi purtatori
acceptabili farmaceutic, cum ar fi citrat de sodiu sau fosfat dicalcic si/sau oricare dintre urmatoarele: (1)
agenti de umplere sau diluanti, cum ar fi amidon, lactoza, zaharoza, glucoza, manitol si/sau acid silicic;
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(2) lianti, cum ar fi, de exemplu, carboximetilceluloza, alginati, gelatind, polivinil pirolidona, zaharoza
si/sau acacia; (3) umectanti, cum ar fi glicerol; (4) agenti de dezintegrare, cum ar fi agar-agar, carbonat de
calciu, amidon de cartofi sau tapioca, acid alginic, anumiti silicati si carbonat de sodiu; (5) agenti de
intarziere a solutiei, cum ar fi parafind; (6) acceleratori de absorbtie, cum ar fi compusi de amoniu
cuaternar si surfactanti, cum ar fi poloxamer si lauril sulfat de sodiu; (7) agenti de umectare, cum ar fi, de
exemplu, alcool cetilic, monostearat de glicerol si surfactanti neionici; (8) absorbanti, cum ar fi caolin si
argila bentonitd; (9) lubrifianti, cum ar fi talc, stearat de calciu, stearat de magneziu, polietilen glicoli
solizi, lauril sulfat de sodiu, stearat de zinc, stearat de sodiu, acid stearic, si amestecuri ale acestora; (10)
agenti de colorare; si (11) agenti de eliberare controlata, cum ar fi crospovidona sau etil celuloza. In cazul
capsulelor, tabletelor si pilulelor, compozitiile farmaceutice pot sd contind, de asemenea, agenti de
tamponare. Compozitiile farmaceutice solide de un tip similar pot fi, de asemenea, folosite ca umpluturi
in capsule de gelatind moi si cu invelis tare utilizdnd excipienti, cum ar fi lactoza sau zaharuri din lapte,
precum si polietilenglicoli cu greutate moleculard mare.

O tabletd poate fi realizatd prin comprimare sau turnare, optional, cu unu sau mai multe
ingrediente accesorii. Tabletele comprimate pot fi preparate folosind liant (de ex., gelatind sau
hidroxipropilmetil celulozd), lubrifiant, diluant inert, conservant, dezintegrant (de ex., amidon glicolat de
sodiu sau carboximetil celuloza de sodiu reticulat), agent activ de suprafatd sau de dispersare. Tabletele
turnate pot fi realizate prin turnare intr-o masind adecvatd a unui amestec de compus sub forma de pulbere
umezit cu un diluant lichid inert.

Tabletele si alte forme de dozare solide ale compozitiilor farmaceutice din prezenta dezvaluire,
cum ar fi drajeurile, capsulele, pilulele si granulele, pot fi optional marcate sau preparate cu acoperiri si
invelisuri, cum ar fi acoperiri enterice si alte acoperiri bine cunoscute in domeniul formularilor
farmaceutice. Ele pot fi, de asemenea, formulate astfel incat sa asigure eliberarea lentd sau controlata a
ingredientului activ din acestea utilizdnd, de exemplu, hidroxipropilmetil celuloza in proportii variabile
pentru a furniza profilul de eliberare dorit, alte matrice polimerice, lipozomi si/sau microsfere. Ele pot fi
formulate pentru eliberare rapida, de exemplu, liofilizate. Acestea pot fi sterilizate, de exemplu, prin
filtrare printr-un filtru de retinere a bacteriilor sau prin incorporarea agentilor de sterilizare sub forma de
compozitii farmaceutice solide sterile care pot fi dizolvate in apa sterila sau in alt mediu injectabil steril
imediat inainte de utilizare. Aceste compozitii farmaceutice pot sd contina, de asemenea, optional, agenti
de opacizare si pot avea o compozitie care elibereazd numai ingredientul (ingredientele) activ, sau
preferential, intr-o anumitd portiune a tractului gastrointestinal, optional, intr-o manierd intarziata.
Exemple de compozitii de inglobare care pot fi utilizate includ substante polimerice si ceruri. Ingredientul
activ poate fi, de asemenea, sub forma micro-incapsulatd, daca este cazul, cu unu sau mai multi dintre
excipientii descrisi mai sus.

Formele de dozare lichide pentru administrare orald a conjugatilor de oligomeri antisens din
dezviluire includ emulsii, microemulsii, solutii, suspensii, siropuri si elixiruri acceptabile farmaceutic. In
plus fata de ingredientul activ, formele de dozare lichide pot sd contind diluanti inerti utilizati in mod
obisnuit in domeniu, cum ar fi, de exemplu, apa sau alti solventi, agenti de solubilizare si emulgatori, cum
ar fi alcool etilic, alcool izopropilic, carbonat de etil, acetat de etil, alcool benzilic, benzoat de benzil,
propilen glicol, 1,3-butilen glicol, uleiuri (in special, uleiuri de seminte de bumbac, arahide, porumb,
germeni, masline, ricin si susan), glicerol, alcool tetrahidrofurilic, polietilen glicoli si esteri ai acizilor
grasi ai sorbitanului, si amestecuri ale acestora.

Pe langa diluantii inerti, compozitiile farmaceutice orale pot include, de asemenea, adjuvanti,
cum ar fi agenti de umectare, agenti de emulsionare si de suspendare, agenti de indulcire, aromatizare,
colorare, parfumare si conservanti.

Suspensiile, in plus fatd de compusii activi, pot s contind agenti de suspendare, cum ar fi, de
exemplu, alcooli izostearilici etoxilati, polioxietilen sorbitol si esteri de sorbitan, celulozad microcristalina,
metahidroxid de aluminiu, bentonita, agar-agar si tragacant, si amestecuri ale acestora.

Formularile pentru administrare rectald sau vaginala pot fi prezentate sub forma de supozitor,
care poate fi preparat prin amestecarea unuia sau mai multor compusi din dezvaluire cu unu sau mai multi
excipienti sau purtatori neiritanti adecvati, care cuprind, de exemplu, unt de cacao, polietilen glicol, o
ceard pentru supozitoare sau un salicilat, si care este solid la temperatura camerei, dar lichid la
temperatura corpului si, prin urmare, se va topi in rect sau in cavitatea vaginala si va elibera compusul
activ.

Formularile sau formele de dozare pentru administrare topica sau transdermica a unui oligomer,
asa cum este furnizat aici, includ pulberi, spray-uri, unguente, paste, creme, lotiuni, geluri, solutii, plasturi
si inhalanti. Conjugatii de oligomeri activi pot fi amestecati in conditii sterile cu un purtator acceptabil
farmaceutic si cu orice conservanti, solutii tampon sau propulsori care pot fi necesari. Unguentele,
pastele, cremele si gelurile pot s contina, in plus fatd de un compus activ din aceastd dezvaluire,
excipienti, cum ar fi grasimi animale si vegetale, uleiuri, ceard, parafine, amidon, tragacant, derivati de
celuloza, polietilen glicoli, siliconi, bentonite, acid silicic, talc si oxid de zinc, sau amestecuri ale acestora.
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Pulberile si spray-urile pot sa contina, in plus fatd de un conjugat de oligomer antisens din
prezenta dezvaluire, excipienti, cum ar fi lactoza, talc, acid silicic, hidroxid de aluminiu, silicati de calciu
si pulbere de poliamida, sau amestecuri ale acestor substante. Spray-urile pot sd contind suplimentar
propulsori obisnuiti, cum ar fi clorofluorohidrocarburi si hidrocarburi volatile nesubstituite, cum ar fi
butan si propan.

Plasturii transdermici au avantajul suplimentar de a asigura eliberarea controlata in organism a
unui conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire. Astfel de forme de dozare pot fi realizate prin
dizolvarea sau dispersarea oligomerului in mediul adecvat. Amplificatorii de absorbtie pot fi, de
asemenea, utilizati pentru a creste fluxul de agent prin piele. Viteza unui astfel de flux poate fi controlata,
printre alte metode cunoscute in domeniu, fie prin furnizarea unei membrane de control al vitezei, fie prin
dispersarea agentului Intr-o matrice polimerica sau gel.

Compozitiile farmaceutice adecvate pentru administrare parenterala pot cuprinde unu sau mai
multi oligomeri conjugati din dezvaluire in combinatie cu una sau mai multe solutii, dispersii, suspensii
sau emulsii apoase sau neapoase sterile izotonice acceptabile farmaceutic sau pulberi sterile care pot fi
reconstituite in solutii injectabile sterile sau in dispersii chiar inainte de utilizare, care pot sa contind
zaharuri, alcooli, antioxidanti, tampoane, bacteriostatice, substante dizolvate care fac formularea izotonica
cu sangele beneficiarului, sau agenti de suspendare sau de ingrosare. Exemple de purtatori aposi si
neaposi adecvati care pot fi folositi in compozitiile farmaceutice din dezvaluire includ apa, etanol, polioli
(cum ar fi glicerol, propilen glicol si polietilen glicol) si amestecuri adecvate ale acestora, uleiuri
vegetale, cum ar fi uleiul de masline, si esteri organici injectabili, cum ar fi oleatul de etil. Fluiditatea
adecvata poate fi mentinuta, de exemplu, prin utilizarea materialelor de acoperire, cum ar fi lecitina, prin
mentinerea dimensiunii necesare a particulelor in cazul dispersiilor si prin utilizarea surfactantilor.
Conjugatul de oligomer antisens din compozitia farmaceutica este conform cu Formula (IV) sau este o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

Aceste compozitii farmaceutice pot sa contind, de asemenea, adjuvanti, cum ar fi conservanti,
agenti de umectare, agenti de emulsionare si agenti de dispersare. Prevenirea actiunii microorganismelor
asupra conjugatilor de oligomeri aflati in discutie poate fi asigurata prin includerea diversilor agenti
antibacterieni si antifungici, de exemplu, paraben, clorbutanol si acid fenol sorbic. De asemenea, poate fi
de dorit sa se includa in compozitii agenti izotonici, cum ar fi zaharuri, si clorurd de sodiu. In plus,
absorbtia prelungitd a formei farmaceutice injectabile poate fi realizatd prin includerea de agenti care
intarzie absorbtia, cum ar fi monostearat de aluminiu si gelatina.

In unele cazuri, pentru a prelungi efectul unui medicament, este de dorit si fie incetinita
absorbtia medicamentului injectat subcutanat sau intramuscular. Acest lucru poate fi realizat, printre alte
metode cunoscute in domeniu, prin utilizarea unei suspensii lichide de material cristalin sau amorf care
are o solubilitate slaba 1n apa. Viteza de absorbtie a medicamentului depinde apoi de viteza sa de
dizolvare care, la randul siu, poate depinde de dimensiunea cristalului si de forma cristalind. in mod
alternativ, absorbtia intarziata a unei forme de medicament administrate parenteral este realizatd prin
dizolvarea sau suspendarea medicamentului intr-un vehicul uleios.

Formele de depozit injectabile pot fi realizate prin formarea matricelor de microcapsule ale
conjugatilor de oligomeri aflati in discutie in polimeri biodegradabili, cum ar fi polilactida-poliglicolida.
In functie de raportul dintre oligomer si polimer si de natura polimerului particular utilizat, viteza de
eliberare a oligomerului poate fi controlatd. Exemple de alti polimeri biodegradabili includ
poli(ortoesteri) si poli(anhidride). Formularile de depozit injectabile pot fi preparate, de asemenea, prin
captarea medicamentului in lipozomi sau microemulsii care sunt compatibile cu tesuturile corpului.

Atunci cand conjugatii de oligomeri antisens din prezenta dezvaluire sunt administrati sub forma
de produse farmaceutice la oameni si animale, ei pot fi administrati per se sau sub forma unei compozitii
farmaceutice care contine, de exemplu, 0,1 pana la 99% (mai preferabil, 10 pana la 30%) de conjugat de
oligomer antisens in combinatie cu un purtator acceptabil farmaceutic.

Formularile sau preparatele din prezenta dezvaluire pot fi administrate oral, parenteral, topic sau
rectal. Ele sunt administrate, de obicei, in forme adecvate pentru fiecare cale de administrare. De
exemplu, ele sunt administrate sub forma de tablete sau capsule, prin injectie, inhalare, lotiune pentru
ochi, unguent, supozitor sau perfuzie; topic prin lotiune sau unguent; sau rectal prin supozitoare.

Indiferent de calea de administrare aleasd, conjugatii de oligomeri antisens din prezenta
dezvaluire, care pot fi utilizati intr-o forma hidratatd adecvata, si/sau compozitiile farmaceutice din
prezenta dezvaluire, pot fi formulate In forme de dozare acceptabile farmaceutic prin metode
conventionale cunoscute specialistilor in domeniu. Nivelurile reale de dozare ale ingredientelor active din
compozitiile farmaceutice din aceastd dezvaluire pot fi variate astfel incat sa se obtina o cantitate de
ingredient activ care este eficientd pentru a obtine raspunsul terapeutic dorit pentru un anumit pacient,
compozitie si mod de administrare, fara a fi inacceptabil de toxice pentru pacient.

Nivelul de dozare selectat va depinde de o varietate de factori, incluzénd activitatea conjugatului
de oligomer antisens particular din prezenta dezvaluire utilizat sau a esterului, a sarii sau a amidei
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acestuia, calea de administrare, timpul de administrare, viteza de excretie sau metabolismul oligomerului
particular utilizat, viteza si gradul de absorbtie, durata tratamentului, alte medicamente, compusi si/sau
materiale utilizate in combinatie cu oligomerul particular utilizat, varsta, sexul, greutatea, afectiunea,
starea generald de sanatate si antecedentele medicale ale pacientului tratat, si factori similari bine
cunoscuti in domeniul medical.

Un medic sau un medic veterinar cu o calificare obisnuitad in domeniu poate determina si prescrie
cu usurintd cantitatea eficientd de compozitie farmaceutica necesard. De exemplu, medicul sau medicul
veterinar ar putea incepe cu doze de conjugati de oligomeri antisens din dezvéluire folositi in compozitia
farmaceutica la niveluri mai mici decét cele necesare pentru a obtine efectul terapeutic dorit, si sa creasca
treptat doza pana la obtinerea efectului dorit. in general, o dozi zilnica adecvati de conjugat de oligomer
antisens din dezvaluire va fi acea cantitate de conjugat de oligomer antisens care este cea mai mica doza
eficientd pentru a produce un efect terapeutic. O astfel de doza eficientd va depinde, in general, de factorii
descrisi aici. In general, dozele orale, intravenoase, intracerebroventriculare si subcutanate de conjugati
de oligomeri antisens din aceasta dezvaluire pentru un pacient, atunci cand sunt utilizate pentru efectele
indicate, vor varia de la aproximativ 0,0001 pana la aproximativ 100 mg la fiecare kilogram de greutate
corporala pe zi.

In unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens din prezenta dezviluire sunt
administrati in doze, in general, de la aproximativ 10-160 mg/kg sau 20-160 mg/kg. In unele cazuri, pot fi
necesare doze mai mari decat 160 mg/kg. In unele variante de realizare, dozele pentru administrare i.v.
sunt de la aproximativ 0,5 mg pana la 160 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri
antisens sunt administrati in doze de aproximativ 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5
mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg sau 10 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatii de
oligomeri antisens sunt administrati in doze de aproximativ 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg, 18
mg/kg, 20 mg/kg, 21 mg/kg, 25 mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30 mg/kg, 31 mg/kg,
32 mg/kg, 33 mg/kg, 34 mg/kg, 35 mg/kg, 36 mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg, 40 mg/kg, 41
mg/kg, 42 mg/kg, 43 mg/kg, 44 mg/kg, 45 mg/kg, 46 mg/kg, 47 mg/kg, 48 mg/kg, 49 mg/kg 50 mg/kg,
51 mg/kg, 52 mg/kg, 53 mg/kg, 54 mg/kg, 55 mg/kg, 56 mg/kg, 57 mg/kg, 58 mg/kg, 59 mg/kg, 60
mg/kg, 65 mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg, 90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105
mg/kg, 110 mg/kg, 115 mg/kg, 120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg, 140 mg/kg, 145 mg/kg,
150 mg/kg, 155 mg/kg, 160 mg/kg, incluzind toate numerele intregi dintre ele. In unele variante de
realizare, oligomerul este administrat la 10 mg/kg. In unele variante de realizare, oligomerul este
administrat la 20 mg/kg. In unele variante de realizare, oligomerul este administrat la 30 mg/kg. in unele
variante de realizare, oligomerul este administrat la 40 mg/kg. In unele variante de realizare, oligomerul
este administrat la 60 mg/kg. In unele variante de realizare, oligomerul este administrat la 80 mg/kg. In
unele variante de realizare, oligomerul este administrat la 160 mg/kg. in unele variante de realizare,
oligomerul este administrat la 50 mg/kg.

in unele variante de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV) sau o sare
acceptabild farmaceutic a acestuia este administrat in doze, in general, de la aproximativ 10-160 mg/kg
sau 20-160 mg/kg. in unele variante de realizare, dozele de conjugat de oligomer antisens cu Formula
(IV) sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia pentru administrare i.v. sunt de la aproximativ 0,5 mg
pani la 160 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV) sau o
sare acceptabild farmaceutic a acestuia este administrat in doze de aproximativ 0,5 mg/kg, 1 mg/kg, 2
mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg, 7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg sau 10 mg/kg. In unele variante
de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV) sau o sare acceptabilda farmaceutic a
acestuia este administrat in doze de aproximativ 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12 mg/kg, 15 mg/kg, 18 mg/kg, 20
mg/kg, 21 mg/kg, 25 mg/kg, 26 mg/kg, 27 mg/kg, 28 mg/kg, 29 mg/kg, 30 mg/kg, 31 mg/kg, 32 mg/kg,
33 mg/kg, 34 mg/kg, 35 mg/kg, 36 mg/kg, 37 mg/kg, 38 mg/kg, 39 mg/kg, 40 mg/kg, 41 mg/kg, 42
mg/kg, 43 mg/kg, 44 mg/kg, 45 mg/kg, 46 mg/kg, 47 mg/kg, 48 mg/kg, 49 mg/kg 50 mg/kg, 51 mg/kg,
52 mg/kg, 53 mg/kg, 54 mg/kg, 55 mg/kg, 56 mg/kg, 57 mg/kg, 58 mg/kg, 59 mg/kg, 60 mg/kg, 65
mg/kg, 70 mg/kg, 75 mg/kg, 80 mg/kg, 85 mg/kg, 90 mg/kg, 95 mg/kg, 100 mg/kg, 105 mg/kg, 110
mg/kg, 115 mg/kg, 120 mg/kg, 125 mg/kg, 130 mg/kg, 135 mg/kg, 140 mg/kg, 145 mg/kg, 150 mg/kg,
155 mg/kg, 160 mg/kg, incluzind toate numerele intregi dintre ele. in unele variante de realizare,
conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IVI) sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia este
administrat la 10 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV)
sau 0 sare acceptabild farmaceutic a acestuia este administrat la 20 mg/kg. in unele variante de realizare,
conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV) sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia este
administrat la 30 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (1V)
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia este administrat la 40 mg/kg. In unele variante de realizare,
conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV) sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia este
administrat la 60 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV)
sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia este administrat la 80 mg/kg. In unele variante de realizare,
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conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV) sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia este
administrat la 160 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatul de oligomer antisens cu Formula (IV)
sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia este administrat la 50 mg/kg.

Daca se doreste, doza zilnica eficientd de compus activ poate fi administrata ca doua, trei, patru,
cinci, sase sau mai multe subdoze administrate separat la intervale adecvate pe parcursul zilei, optional, in
forme de dozare unitara. In anumite situatii, doza este de o administrare pe zi. In anumite variante de
realizare, dozarea este de una sau mai multe administrari la fiecare 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14
zile sau la fiecare 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12 saptamani sau la fiecare 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12 luni, dupd cum este necesar, pentru a mentine expresia doriti a unei proteine distrofina functionala. in
anumite variante de realizare, dozarea este cu una sau mai multe administrari o dati la doua saptimani. in
unele variante de realizare, dozarea este o administrare o data la doud saptdmani. in diverse variante de
realizare, dozarea este una sau mai multe administriri in fiecare lund. In anumite variante de realizare,
dozarea este o administrare in fiecare luna.

in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati saptimanal la
10 mg/kg. in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati saptiménal
la 20 mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati
saptiméanal la 30 mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt
administrati siptimanal la 40 mg/kg. in unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt
administrati siptimanal la 60 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt
administrati siptimanal la 80 mg/kg. in unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt
administrati siptimanal la 100 mg/kg. in unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt
administrati saptamanal la 160 mg/kg. Asa cum este utilizat aici, sdptdmanal este inteles ca care are
semnificatia acceptatd in domeniu de fiecare sdptdmana.

in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la doua
saptamani la 10 mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati
la doud saptimani la 20 mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt
administrati la doud siptimani la 30 mg/kg. in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri
antisens sunt administrati la doua saptimani la 40 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatii de
oligomeri antisens sunt administrati la doua saptimani la 60 mg/kg. In unele variante de realizare,
conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la dou saptimani la 80 mg/kg. in unele variante de
realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la doud saptamani la 100 mg/kg. In unele
variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la doud sdptdmani la 160 mg/kg.
Asa cum este utilizat aici, la doud saptimani este inteles ca are semnificatia acceptatd in domeniu: la
fiecare doud saptamani.

in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la fiecare trei
saptamani la 10 mg/kg. in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati
la fiecare trei saptimani la 20 mg/kg. in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens
sunt administrati la fiecare trei siptaimani la 30 mg/kg. in diverse variante de realizare, conjugatii de
oligomeri antisens sunt administrati la fiecare trei saptimani la 40 mg/kg. in unele variante de realizare,
conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la fiecare trei saptimani la 60 mg/kg. in unele variante
de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la fiecare trei saptimani la 80 mg/kg. in
unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la fiecare trei saptdmani la
100 mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati la fiecare trei
saptamani la 160 mg/kg. Asa cum este utilizat aici, se Intelege ca fiecare trei saptamani are semnificatia
acceptata in domeniu de o data la trei saptamani.

in diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 10
mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 20
mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 30
mg/kg. In diverse variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 40
mg/kg. In unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 60 mg/kg.
In unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 80 mg/kg. in
unele variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 100 mg/kg. In unele
variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati lunar la 160 mg/kg. Asa cum este
utilizat aici, lunar este Inteles ca care are semnificatia acceptatd in domeniu de in fiecare luna.

Dupa cum s-ar intelege in domeniu, administrarile saptamanale, la doua saptamani, la fiecare a
treia saptamana sau lunare pot fi in una sau mai multe administrari sau subdoze asa cum a fost discutat
aici.

Moleculele de acid nucleic si conjugatii de oligomeri antisens descrise aici pot fi administrate la
celule printr-o varietate de metode cunoscute celor familiari cu domeniul, incluzand, dar fard limitare la,
incapsularea in lipozomi, prin iontoforeza sau prin incorporare in alte vehicule, cum ar fi hidrogeluri,
ciclodextrine, nanocapsule biodegradabile si microsfere bioadezive, asa cum sunt descrise aici si
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cunoscute in domeniu. in anumite variante de realizare, tehnologia de microemulsionare poate fi utilizata
pentru a imbunatati biodisponibilitatea agentilor farmaceutici lipofili (insolubili in apa). Exemplele includ
trimetrind (Dordunoo, S. K., si colab., Drug Development and Industrial Pharmacy, 17(12), 1685-1713,
1991) si REV 5901 (Sheen, P. C., si colab., J Pharm Sci 80(7), 712-714, 1991). Printre alte beneficii,
microemulsifierea asigurd o biodisponibilitate imbunétatitd prin absorbtia directionata preferential catre
sistemul limfatic in locul sistemului circulator, care ocoleste astfel ficatul si previne distrugerea
compusilor in circulatia hepatobiliara.

Intr-un aspect al dezvaluirii, formularile contin micelii formati dintr-un oligomer asa cum este
furnizat aici, si cel putin un purtator amfifil, in care miceliile au un diametru mediu mai mic decat
aproximativ 100 nm. Variantele de realizare mai preferate furnizeaza micelii care au un diametru mediu
mai mic decat aproximativ 50 nm, si variantele de realizare chiar mai preferate furnizeaza micelii care au
un diametru mediu mai mic decét aproximativ 30 nm, sau chiar mai mic decat aproximativ 20 nm.

Desi sunt luati in considerare toti purtatorii amfifilii adecvati, purtatorii preferati in prezent sunt,
in general, cei care au statutul General Recunoscut ca Sigur (Generally-Recognized-as-Safe) (GRAS) si
care pot, atdt sd solubilizeze un conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire, cat si sa il
microemulsioneze intr-o etapa ulterioard cand solutia intrd in contact cu o fazd apoasa a complexului
(cum ar fi cea gasita in tractul gastro-intestinal uman). De obicei, ingredientele amfifile care satisfac
aceste cerinte au valori HLB (echilibru hidrofil pana la lipofil) de 2-20, si structurile lor contin radicali
alifatici cu catend liniara in intervalul C-6 péana la C-20. Exemple sunt gliceridele grase
polietilenglicolizate si polietilenglicolii.

Exemple de purtatori amfifilii includ gliceridele acizilor grasi polietilenglicolizati saturate si
mononesaturate, cum ar fi cele obtinute din diferite uleiuri vegetale complet sau partial hidrogenate.
Astfel de uleiuri pot consta in mod avantajos din acizi grasi tri-, di- si mono-gliceride si esteri di- si
mono-poli(etilen glicol) ai acizilor grasi corespunzatori, cu o compozitie de acizi grasi preferatad in mod
deosebit incluzand acid capric 4-10%, acid capric 3-9%, acid lauric 40-50%, acid miristic 14-24%, acid
palmitic 4-14% si acid stearic 5-15%. O alta clasa utila de purtatori amfifilii include sorbitanul si/sau
sorbitolul partial esterificat, cu acizi grasi saturati sau mono-nesaturati (seria SPAN) sau analogii etoxilati
corespunzatori (seria TWEEN).

Purtatorii amfifili disponibili comercial pot fi deosebit de utili, incluzand seria Gelucire,
Labrafil, Labrasol sau Lauroglicol (toate fabricate si distribuite de Gattefosse Corporation, Saint Priest,
Franta), PEG-mono-oleat, PEG-di-oleat, PEG-mono-laurat si di-laurat, Lecitina, Polisorbat 80, etc.
(produse si distribuite in SUA si in intreaga lume de cétre o serie de companii).

In anumite variante de realizare, furnizarea poate avea loc prin utilizarea de lipozomi,
nanocapsule, microparticule, microsfere, particule lipidice si vezicule, pentru introducerea compozitiilor
farmaceutice din prezenta dezviluire in celule gazda adecvate. In special, compozitiile farmaceutice din
prezenta dezvaluire pot fi formulate pentru furnizare, fie incapsulate intr-o particula lipidica, un lipozom,
0 veziculd, o nanosferd, o nanoparticuld, fie prin altele asemenea. Formularea si utilizarea unor astfel de
vehicule de furnizare pot fi efectuate folosind tehnici cunoscute si conventionale.

Polimerii hidrofili adecvati pentru utilizare in prezenta dezvaluire sunt cei care sunt usor solubili
in apd, pot fi atasati covalent la o lipida care formeaza vezicule, si cei care sunt tolerati in vivo fara efecte
toxice (adicd sunt biocompatibili). Polimerii adecvati includ poli(etilen glicol) (PEG), acid polilactic
(denumit, de asemenea, polilactida), acid poliglicolic (denumit, de asemenea, poliglicolidd), un copolimer
acid polilactic-poliglicolic si alcool polivinilic. in anumite variante de realizare, polimerii au o greutate
moleculara medie de la aproximativ 100 sau 120 daltoni pana la aproximativ 5000 sau 10000 daltoni, sau
de la aproximativ 300 daltoni pani la aproximativ 5000 daltoni. in alte variante de realizare, polimerul
este poli(etilen glicol) care are o greutate moleculara medie de la aproximativ 100 pana la aproximativ
5000 daltoni sau care are o greutate moleculard medie de la aproximativ 300 pand la aproximativ 5000
daltoni. In anumite variante de realizare, polimerul este un poli(etilen glicol) care are o greutate
moleculard medie de aproximativ 750 daltoni, de exemplu, PEG(750). Polimerii pot fi definiti, de
asemenea, prin numdrul de monomeri din ei; o variantd de realizare preferatd a prezentei dezvaluiri
utilizeaza polimeri care au cel putin aproximativ trei monomeri, astfel de polimeri PEG constand din trei
monomeri care au o greutate moleculard de aproximativ 132 daltoni.

Alti polimeri hidrofili care pot fi adecvati pentru utilizare in prezenta dezvéluire includ
polivinilpirolidona, polimetoxazolina, polietiloxazolina, polihidroxipropil metacrilamida,
polimetacrilamida, polidimetilacrilamida, si celuloze derivatizate, cum ar fi hidroximetilceluloza sau
hidroxietilceluloza.

In anumite variante de realizare, o formulare din prezenta dezviluire cuprinde un polimer
biocompatibil selectat din grupul constand din poliamide, policarbonati, polialchilene, polimeri de esteri
acrilici si metacrilici, polimeri polivinilici, poliglicolide, polisiloxani, poliuretani si copolimeri ai
acestora, celuloze, polipropilend, polietilene, polistiren, polimeri de acid lactic si acid glicolic,
polianhidride, poli(orto)esteri, poli(acid butic), poli(acid valeric), poli(lactida-co-caprolactona),
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polizaharide, proteine, acizi polihialuronici, policianoacrilati, si amestecuri intime, amestecuri sau
copolimeri ai acestora.

Ciclodextrinele sunt oligozaharide ciclice, formate din 6, 7 sau 8 unitati de glucoza, indicate prin
litera greaca a, B, sau, respectiv, y. Unitatile de glucoza sunt legate prin legaturi a-1,4-glucozidice. Ca o
consecintd a conformatiei in forma de scaun a unitatilor de zahar, toate gruparile hidroxil secundare (la C-
2, C-3) sunt situate pe o parte a ciclului, in timp ce toate gruparile hidroxil primare la C-6 sunt situate pe
cealalta latura. Ca urmare, fetele externe sunt hidrofile, ficand ciclodextrinele solubile in apa. In schimb,
cavitdtile ciclodextrinelor sunt hidrofobe, deoarece sunt captusite cu hidrogenul atomilor C-3 si C-5, si cu
oxigenii asemanatori cu eterul. Aceste matrice permit complexarea cu o varietate de compusi relativ
hidrofobi, incluzand, de exemplu, compusi steroizi, cum ar fi 17a-estradiol (vezi, de ex., van Uden si
colab. Plant Cell Tiss. Org. Cult. 38:1-3-113 (1994)). Complexarea are loc prin interactiuni Van der
Waals si prin formarea legaturilor de hidrogen. Pentru o revedere generald a chimiei ciclodextrinelor,
vezi, Wenz, Agnew. Chim. Int. Ed. Engl., 33:803-822 (1994).

Proprietatile fizico-chimice ale derivatilor de ciclodextrind depind puternic de tipul si gradul de
substitutie. De exemplu, solubilitatea lor in apad variaza de la insolubil (de ex., triacetil-beta-ciclodextrina)
pana la 147% solubil (g/v) (G-2-beta-ciclodextrini). In plus, sunt solubili in multi solventi organici.
Proprietitile ciclodextrinelor permit controlul asupra solubilitatii diferitelor componente ale formularii
prin cresterea sau scaderea solubilitatii acestora.

Au fost descrise numeroase ciclodextrine si metode de preparare a acestora. De exemplu,
Parmeter (1), si colab. (brevetul U.S. Nr. 3,453,259) si Gramera si colab. (Brevetul U.S. Nr. 3,459,731) au
descris ciclodextrine electroneutre. Alti derivati includ ciclodextrine cu proprietati cationice [Parmeter
(1), Brevetul U.S. Nr. 3,453,257], ciclodextrine reticulate insolubile (Solms, Brevetul U.S. Nr.
3,420,788), si ciclodextrine cu proprietati anionice [Parmeter (III), Brevetul U.S. Nr. 3,426,011]. Dintre
derivatii de ciclodextrind cu proprietéti anionice, acizii carboxilici, acizii fosforici, acizii fosfinosi, acizii
fosfonici, acizii fosforici, acizii tiofosfonici, acizii tiosulfinici si acizii sulfonici au fost atasati la
ciclodextrina parinte [vezi, Parmetrul (IIT), supra]. Mai mult, derivatii de ciclodextrina sulfoalchil eter au
fost descrisi de Stella, si colab. (Brevetul U.S. Nr. 5,134,127).

Lipozomii constau din cel putin o membrand cu doud straturi lipidice care cuprinde un
compartiment intern apos. Lipozomii pot fi caracterizati prin tipul membranei si prin dimensiune.
Veziculele mici unilamelare (SUV) au o singurd membrana si, de obicei, variaza intre 0,02 si 0,05 um in
diametru; veziculele mari unilamelare (LUVS) sunt de obicei mai mari decat 0,05 um. Veziculele mari
oligolamelare si veziculele multilamelare au straturi de membrana multiple, de obicei, concentrice, si sunt
de obicei mai mari de 0,1 um. Lipozomii cu mai multe membrane neconcentrice, adica cateva vezicule
mai mici continute intr-o vezicula mai mare, sunt denumiti vezicule multiveziculare.

Un aspect al prezentei dezvaluiri se refera la formulari care cuprind lipozomi care contin un
conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire, in care membrana lipozomului este formulata
pentru a furniza un lipozom cu capacitate de transport crescuti. in mod alternativ sau suplimentar,
conjugatul de oligomer antisens din prezenta dezvaluire poate fi continut in, sau adsorbit pe, stratul dublu
de lipozom al lipozomului. Un conjugat de oligomer antisens din prezenta dezvaluire poate fi agregat cu
un surfactant lipidic si este transportat in spatiul intern al lipozomului; in aceste cazuri, membrana
lipozomala este formulatd pentru a rezista la efectele perturbatoare ale agregatului agent activ-surfactant.

Conform unei variante de realizare a prezentei dezvaluiri, stratul dublu lipidic al unui lipozom
contine lipide derivate cu poli(etilen glicol) (PEG), astfel incat lanturile PEG se extind de la suprafata
interioara a stratului dublu lipidic in spatiul interior incapsulat de lipozom si se extind din exteriorul
stratului dublu lipidic in mediul inconjurator.

Agentii activi continuti in lipozomii din prezenta dezvéluire sunt sub forma solubilizata.
Agregatele de surfactant si agent activ (cum ar fi emulsii sau micelii care contin agentul activ de interes)
pot fi prinse in spatiul interior al lipozomilor conform prezentei dezvaluiri. Un surfactant actioneaza
pentru a dispersa si solubiliza agentul activ si poate fi selectat dintre orice surfactant alifatic, cicloalifatic
sau aromatic adecvat, incluzand, dar fard limitare la, lizofosfatidilcoline (LPG-uri) biocompatibile cu
lungimi de lant variabile (de ex., de la aproximativ C14 pana la aproximativ C20). Lipidele derivate din
polimer, cum ar fi lipidele PEG, pot fi, de asemenea, utilizate pentru formarea miceliilor, deoarece
acestea vor actiona pentru a inhiba fuziunea miceliu/membrana, si deoarece addugarea unui polimer la
moleculele de surfactant scade CMC a surfactantului si ajutd la formarea miceliilor. Sunt preferati
surfactantii cu CMO 1n intervalul micromolar; surfactantii cu CMC mai mare pot fi utilizati pentru a
prepara micelii prinsi in lipozomii din prezenta dezvaluire.

Lipozomii conform prezentei dezvaluiri pot fi preparati prin oricare dintre o varietate de tehnici
care sunt cunoscute in domeniu. Vezi, de ex., brevetul U.S. Nr. 4,235,871; cererea PCT publicata WO
96/14057; New RRC, Lipozomi: O abordare practica, IRL Press, Oxford (1990), paginile 33-104; si Lasic
DD, Liposomes from physics to applications, Elsevier Science Publishers BV, Amsterdam, 1993. De
exemplu, lipozomii din prezenta dezvaluire pot fi preparati prin difuzarea unei lipide derivatizate cu un
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polimer hidrofil in lipozomi preformati, cum ar fi prin expunerea lipozomilor preformati la micelii
formati din polimeri grefati cu lipide, la concentratii de lipide corespunzétoare procentului molar final al
lipidei derivatizate care este doritd in lipozom. Lipozomii care contin un polimer hidrofil pot fi formati,
de asemenea, prin tehnici de omogenizare, hidratare in camp lipidic sau extrudare, asa cum este cunoscut
in domeniu.

Intr-o alta procedurd exemplificatoare de formulare, agentul activ este mai intai dispersat prin
sonicare intr-o lizofosfatidilcolind sau intr-un alt surfactant cu CMC scazut (incluzand lipide grefate cu
polimer) care solubilizeaza usor moleculele hidrofobe. Suspensia micelara de agent activ rezultatd este
apoi utilizatd pentru a rehidrata o proba de lipide uscata care contine un procent molar adecvat de lipide
grefate cu polimer sau de colesterol. Suspensia de lipide si agent activ este apoi transformata in lipozomi
utilizand tehnici de extrudare, agsa cum este cunoscut in domeniu, si lipozomii rezultati sunt separati din
solutia neincapsulata prin separare pe coloana standard.

Intr-un aspect al prezentei dezvaluiri, lipozomii sunt preparati astfel incat si aiba dimensiuni
substantial omogene Intr-un interval de dimensiuni selectat. O metoda eficientd de dimensionare implica
extrudarea unei suspensii apoase de lipozomi printr-o serie de membrane de policarbonat care au o
dimensiune a porilor uniforma selectatd; dimensiunea porilor membranei va corespunde aproximativ cu
cele mai mari dimensiuni ale lipozomilor produsi prin extrudare prin acea membrand. Vezi, de ex.,
brevetul U.S. Nr. 4,737,323 (Apr. 12, 1988). In anumite variante de realizare, reactivi, cum ar fi
DharmaFECT® si Lipofectamine® pot fi utilizati pentru a introduce polinucleotide sau proteine in celule.

Caracteristicile de eliberare ale unei formulari din prezenta dezvéluire depind de materialul de
incapsulare, de concentratia medicamentului incapsulat si de prezenta modificatorilor de eliberare. De
exemplu, eliberarea poate fi manipulata pentru a fi dependenta de pH, de exemplu, folosind o acoperire
sensibila la pH care elibereazd numai la un pH scézut, cum ar fi in stomac, sau la un pH mai mare, cum ar
fi in intestin. Un Invelis enteric poate fi utilizat pentru a preveni eliberarea pand dupd trecerea prin
stomac. Mai multe acoperiri sau amestecuri de cianamida incapsulate in diferite materiale pot fi utilizate
pentru a obtine o eliberare initiald in stomac, urmatd de o eliberare ulterioard in intestin. Eliberarea poate
fi, de asemenea, manipulatd prin includerea de sdruri sau agenti de formare a porilor, care pot creste
absorbtia de apd sau eliberarea medicamentului prin difuzie din capsuld. Excipientii care modifica
solubilitatea medicamentului pot fi, de asemenea, utilizati pentru a controla viteza de eliberare. Agentii
care sporesc degradarea matricei sau eliberarea din matrice pot fi de asemenea incorporati. Acestia pot fi
addugati la medicament, pot fi adaugati ca o fazd separatd (adica, sub forma de particule) sau pot fi
dizolvati impreuna in faza de polimer in functie de compus. in cele mai multe cazuri, cantitatea ar trebui
sa fie intre 0,1 si 30 procente (g/g de polimer). Tipurile de amplificatori de degradare includ saruri
anorganice, cum ar fi sulfatul de amoniu si clorura de amoniu, acizi organici, cum ar fi acidul citric,
acidul benzoic si acidul ascorbic, baze anorganice, cum ar fi carbonatul de sodiu, carbonatul de potasiu,
carbonatul de calciu, carbonatul de zinc si hidroxidul de zinc, si baze organice, cum ar fi sulfatul de
protamind, spermina, colina, etanolamina, dietanolamina si trietanolamina, si surfactanti, cum ar fi
Tween® si Pluronic®. Agentii de formare a porilor care adaugd microstructurd matricelor (adicd compusi
solubili in apa, cum ar fi saruri anorganice si zaharuri) sunt adaugati sub forma de particule. Intervalul
este de obicei Intre unu si treizeci procente (g/g de polimer).

Absorbtia poate fi, de asemenea, manipulatd prin modificarea timpului de rezidentd a
particulelor in intestin. Acest lucru poate fi realizat, de exemplu, prin acoperirea particulei cu, sau
selectand ca material de incapsulare, un polimer adeziv pentru mucoase. Exemplele includ majoritatea
polimerilor cu grupari carboxil libere, cum ar fi chitosan, celuloze si, In special, poliacrilati (asa cum este
utilizat aici, poliacrilatii se referd la polimeri care includ grupari acrilat si grupari acrilat modificate, cum
ar fi cianoacrilati gi metacrilati).

Un conjugat de oligomer antisens poate fi formulat astfel incat sa fie continut in, sau, si fie
adaptat pentru eliberare printr-un dispozitiv sau implant chirurgical sau medical. In anumite aspecte, un
implant poate fi acoperit sau tratat in alt mod cu un conjugat de oligomer antisens. De exemplu,
hidrogelurile sau alti polimeri, cum ar fi polimerii biocompatibili si/sau biodegradabili, pot fi utilizate
pentru a acoperi un implant cu compozitiile farmaceutice din prezenta dezvaluire (adica, compozitia poate
fi adaptata pentru utilizare cu un dispozitiv medical prin utilizarea unui hidrogel sau alt polimer).
Polimerii si copolimerii pentru acoperirea dispozitivelor medicale cu un agent sunt bine cunoscuti in
domeniu. Exemple de implanturi includ, dar nu se limiteaza la, stenturi, stenturi cu eliberare de
medicamente, suturi, proteze, catetere vasculare, catetere de dializa, grefe vasculare, valve cardiace
protetice, stimulatoare cardiace, defibrilatoare cardioverter implantabile, ace 1V, dispozitive pentru
fixarea si formarea oaselor, cum ar fi stifturi, suruburi, placi si alte dispozitive si matrice de tesut artificial
pentru vindecarea ranilor.

In plus fatd de metodele furnizate aici, conjugatii de oligomeri antisens pentru utilizare conform
dezvaluirii pot fi formulati pentru administrare in orice mod convenabil pentru utilizare in medicina
umana sau veterinard, prin analogie cu alte produse farmaceutice. Conjugatii de oligomeri antisens si
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formulérile lor corespunzatoare pot fi administrate singure sau In combinatie cu alte strategii terapeutice,
pentru tratamentul distrofiei musculare, cum ar fi transplantul de mioblast, terapiile cu celule stem,
administrarea de antibiotice aminoglicozide, inhibitori de proteazom si terapii de reglare in sens crescator
(de ex., reglarea n sens crescator a utrofinei, un paralog autozomal al distrofinei).

In unele variante de realizare, agentul terapeutic suplimentar poate fi administrat inainte,
concomitent sau ulterior administrarii conjugatului de oligomer antisens din prezenta dezvaluire. De
exemplu, conjugatii de oligomeri antisens pot fi administrati in combinatie cu un steroid si/sau antibiotic.
In anumite variante de realizare, conjugatii de oligomeri antisens sunt administrati unui pacient care se
afld in terapie de fond cu steroizi (de ex., terapie de fond intermitentd sau cronicé/continua cu steroizi).
De exemplu, in unele variante de realizare pacientul a fost tratat cu un corticosteroid inainte de
administrarea unui oligomer antisens si continui si primeasci terapia cu steroizi. in unele variante de
realizare, steroidul este glucocorticoid sau prednison.

Ciile de administrare descrise sunt destinate doar ca un ghid, deoarece un medic calificat va fi
capabil sa determine cu usurintd calea optimad de administrare si orice dozd pentru orice animal si
afectiune particulare. Au fost incercate abordari multiple pentru introducerea de material genetic
functional nou in celule, atat in vitro, cat si in vivo (Friedmann (1989) Science, 244:1275-1280). Aceste
abordari includ integrarea genei care urmeaza sa fie exprimata in retrovirusuri modificate (Friedmann
(1989) de mai sus; Rosenberg (1991) Cancer Research 51(18), suppl.: 5074S-5079S); integrarea in
vectori non-retrovirusi (de ex., vectori virali adeno-asociati) (Rosenfeld si colab. (1992) Cell, 68:143-155;
Rosenfeld si colab. (1991) Science, 252:431-434); sau furnizarea unei transgene legata la un element
promotor-amplificator heterolog prin lipozomi (Friedmann (1989), de mai sus; Brigham si colab. (1989)
Am. J. Med. Sci., 298:278-281; Nabel si colab. (1990) Science, 249:1285-1288; Hazinski, si colab.
(1991) Am. J. Resp. Cell Molec. Biol., 4:206-209; si Wang si Huang (1987) Proc. Natl. Acad. Sci.
(SUA), 84:7851-7855); cuplati la sisteme de transport bazate pe cationi specifice ligandului (Wu si Wu
(1988) J. Biol. Chem., 263:14621-14624) sau utilizarea vectorilor de expresie a ADN-ului liber (Nabel si
colab. (1990), de mai sus; Wolff si colab. (1990) Science, 247:1465-1468). Injectarea directd a
transgenelor in tesut produce doar expresie localizatd (Rosenfeld (1992) de mai sus; Rosenfeld si colab.
(1991) de mai sus; Brigham si colab. (1989) de mai sus; Nabel (1990) de mai sus; si Hazinski si colab.
(1991) de mai sus). Grupul Brigham si colab. (Am. J. Med. Sci. (1989) 298:278-281 si Clinical Research
(1991) 39 (rezumat)) a raportat transfectia in vivo numai a plamanilor de soareci dupd administrarea, fie
intravenoasd, fie intratraheald a unui complex de lipozomi ADN. Un exemplu de articol de revizuire a
procedurilor de terapie genica umana este: Anderson, Science (1992) 256:808-813.

Intr-o alta varianti de realizare, compozitiile farmaceutice din dezviluire pot cuprinde
suplimentar un carbohidrat asa cum este previzut in Han si colab., Nat. Comms. 7, 10981 (2016). in unele
variante de realizare, compozitiile farmaceutice din dezvaluire pot cuprinde 5% de un carbohidrat de
hexozd. De exemplu, compozitia farmaceuticd din dezvaluire poate cuprinde 5% glucoza, 5% fructoza
sau 5% manozi. In anumite variante de realizare, compozitiile farmaceutice din dezvaluire pot sa contina
2,5% glucoza si 2,5% fructoza. In unele variante de realizare, compozitiile farmaceutice din dezvaluire
pot cuprinde un carbohidrat selectat dintre: arabinoza prezenta intr-o cantitate de 5% din volum, glucoza
prezentd intr-0 cantitate de 5% din volum, sorbitol prezent intr-o cantitate de 5% din volum, galactoza
prezenta in cantitate de 5% din volum, fructoza prezenta in cantitate de 5% din volum, xilitol prezent in
cantitate de 5% din volum, manoza prezentd in cantitate de 5% din volum, o combinatie de glucoza si
fructoza, fiecare prezentd intr-o cantitate de 2,5% din volum, si o combinatie de glucoza prezentd in
cantitate de 5,7% din volum, fructoza prezentd in cantitate de 2,86% din volum, si xilitol prezent intr-0
cantitate de 1,4% din volum.

IV. Utilizari
Restabilirea cadrului de citire a distrofinei folosind omiterea exonului

O abordare potential terapeutica a tratamentului DMD cauzat de mutatii in afara cadrului genei
distrofinei este sugeratd de forma mai usoara de distrofinopatie cunoscuta cu denumirea de BMD, care
este cauzatd de mutatii in cadru. Capacitatea de a transforma o mutatie din afara cadrului intr-o mutatie In
cadru ar pastra, ipotetic, cadrul de citire a ARNm-ului si ar produce o proteind distrofind scurtata intern,
dar functionald. Conjugatii de oligomeri antisens din dezvaluire au fost conceputi pentru a realiza acest
lucru.

Hibridizarea PMO cu secventa pre-ARNm tintitd interfereaza cu formarea complexului de
imbinare pre-ARNm si sterge exonul 45 din ARNm matur. Structura si conformatia conjugatilor de
oligomeri antisens din dezvaluire permit imperecherea bazelor specifice secventei cu secventa
complementara. Prin mecanism similar, eteplirsenul, de exemplu, care este un PMO care a fost conceput
pentru a omite exonul 51 al pre-ARNmM de distrofina, permite imperecherea bazelor specifice secventei cu
secventa complementara continuta in exonul 51 al pre-ARNm de distrofina.
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ARNm de distrofind normala care contine toti cei 79 de exoni va produce proteina normald de
distrofina. Graficul din Fig. 1 ilustreaza o mica sectiune a pre-ARNm de distrofind si ARNm matur, de la
exonul 47 pand la exonul 53. Forma fiecdrui exon ilustreaza modul in care codonii sunt Tmpartiti Intre
exoni; este de remarcat cd un codon este format din trei nucleotide. Exonii de forma dreptunghiulara
incep si se termind cu codoni completi. Exonii in forma de sageatd incep cu un codon complet, dar se
terminad cu un codon divizat, care contine doar nucleotida #1 a codonului. Nucleotidele #2 si #3 ale
acestui codon sunt continute in exonul urmator, care va incepe cu o forma de zig-zag.

ARNm de distrofina cu lipsd de exoni intregi din gena distrofinei conduce, in mod obisnuit, la
DMD. Graficul din Fig. 2 ilustreaza un tip de mutatie genetica (stergerea exonului 50) despre care se stie
ca are ca rezultat DMD. Deoarece exonul 49 se termind intr-un codon complet si exonul 45 Incepe cu a
doua nucleotida a unui codon, cadrul de citire dupa exonul 49 este deplasat, rezultand un cadru de citire
ARNm in afara cadrului si incorporarea de aminoacizi incorecti in aval de mutatie. Absenta ulterioara a
unui domeniu functional de legare a distroglicanului C-terminal are ca rezultat producerea unei proteine
distrofina instabila.

Eteplirsen omite exonul 51 pentru a restabili cadrul de citire a ARNm. Deoarece exonul 49 se
termina Intr-un codon complet, iar exonul 52 incepe cu prima nucleotidd a unui codon, stergerea exonului
45 restabileste cadrul de citire, ducand la producerea unei proteine distrofind scurtatd intern cu un situs de
legare a distroglicanului intact, similar cu 0 mutatia BMD "in cadru" (Fig. 3).

Fezabilitatea ameliorarii fenotipului DMD utilizand omiterea exonului pentru a restabili cadrul
deschis de citire a ARNm al distrofinei este sustinutd de cercetarile nonclinice. Numeroase studii pe
modele animale distrofice cu DMD au aratat ca restabilirea distrofinei prin omiterea exonului conduce la
imbunatatiri fiabile ale fortei si functiei musculare (Sharp 2011; Yokota 2009; Wu 2008; Wu 2011;
Barton-Davis 1999; Goyenvalle 2004; Gregore 2004; Yue 2006; Welch 2007; Kawano 2008; Reay 2008;
van Putten 2012). Un exemplu convingitor in acest sens vine dintr-un studiu in care nivelurile de
distrofina 1n urma terapiei cu omiterea exonilor (folosind o PMO) au fost comparate cu functia musculara
din acelasi tesut. La soarecii mdx distrofici, muschii tibial anterior (TA) tratati cu un PMO specific pentru
soarece si-au mentinut ~ 75% din capacitatea lor maxima de fortd dupa contractiile care induc stres, in
timp ce muschii TA contralaterali netratati au mentinut doar ~ 25% din capacitatea lor maxima de forta (p
<0,05) (Sharp 2011). intr-un alt studiu, 3 cdini CXMD distrofici au primit, la véarsta de 2-5 luni, terapie de
excludere a exonului folosind un PMO specific pentru mutatia lor genetica, o data pe saptimana timp de 5
pand la 7 siptimani sau la doud siptiméni timp de 22 de siptimani. In urma terapiei cu omiterea
exonilor, toti cei 3 cdini au demonstrat o expresie extinsd, la nivelul intregului corp, a distrofinei in
muschii scheletici, precum si 0 ambulatie mentinuta sau imbunatatita (test de alergare de 15 m), fata de
valoarea initiald. Spre deosebire de aceasta, cadini CXMD netratati potriviti ca varstd au prezentat o
scadere marcata a deplasarii pe parcursul studiului (Yokota 2009).

A fost ardtat ca PMO-urile au mai multd activitate de omitere a exonului la concentratii
echimolare decat fosforotioatii, atat la soarecii mdx, cat si la modelul de soarece DMD umanizat
(hDMD), care exprima intreaga transcriere a DMD umand (Heemskirk 2009). Experimente in vitro care
utilizeazd reactia in lant a polimerazei cu transcriptie inversa (RT-PCR) si Western blot (WB) in celule
musculare scheletice umane normale sau celule musculare de la pacienti cu DMD cu diferite mutatii
susceptibile de omitere a exonului 51, au identificat ca eteplirsen (un PMO) este un inductor puternic al
omiterii exonului 51. Omiterea exonului 51 indusa de eteplirsen a fost confirmata in vivo in modelul de
soarece hDMD (Arechavala-Gomeza 2007).

Rezultatele clinice pentru analizarea efectului unui conjugat de oligomer antisens care este
complementar unei regiuni tintd a exonului 45 a pre-ARNm de distrofind umana si induce omiterea
exonului 45, includ procente de fibre pozitive pentru distrofind (PDPF), test de mers pe jos sase minute
(6MWT), pierderea ambulatiei (LOA), Evaluarea Ambulatorie North Star (NSAA), teste ale functiei
pulmonare (PFT), capacitatea de a se ridica (din decubit dorsal) fard sprijin din exterior, productia de
distrofina de novo, si alte masuri functionale.

in unele variante de realizare, prezenta dezviluire furnizeazi conjugati de oligomeri antisens ca
mai sus, si compozitii ale acestora pentru utilizare in producerea distrofinei la un subiect care are o
mutatie a genei distrofinei care este susceptibild de omitere a exonului 45. In anumite variante de
realizare, prezenta dezvaluire furnizeaza conjugati de oligomeri antisens ca mai sus, si compozitii ale
acestora pentru utilizare in restabilirea unui cadru de citire a ARNm pentru a induce productia de proteine
distrofina la un subiect cu distrofie musculard Duchenne (DMD) care are o mutatie a genei distrofinei
care este susceptibild de omitere a exonului 45. Productia de proteine poate fi masuratd prin reactia in lant
a polimerazei cu transcriptie inversa (RT-PCR), analiza Western blot sau imunohistochimie (IHC).

In unele variante de realizare, prezenta dezviluire furnizeazi conjugati de oligomeri antisens ca
mai sus, si compozitii ale acestora pentru utilizare in tratarea DMD la un subiect care are nevoie de
aceasta, in care subiectul are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibila de omitere a exonului 45.
In diverse variante de realizare, tratamentul subiectului este misurat prin intirzierea progresiei bolii. In
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unele variante de realizare, tratamentul subiectului este masurat prin mentinerea deambulatiei la subiect
sau prin reducerea pierderii deambulatiei la subiect. In unele variante de realizare, deambulatia este
misurati utilizand testul de mers pe jos 6 minute (6(MWT). In anumite variante de realizare, deambulatia
este masurata utilizand Evaluarea Ambulatorie North Start (NSAA).

In diverse variante de realizare, prezenta dezviluire furnizeazi conjugati de oligomeri antisens
ca mai sus, si compozitii ale acestora pentru utilizare in mentinerea functiei pulmonare sau reducerea
pierderii functiei pulmonare la un subiect cu DMD, in care subiectul are o mutatie a genei DMD care este
susceptibild de omitere a exonului 45. In unele variante de realizare, functia pulmonari este masurata ca
presiune maxima expiratorie (MEP). In anumite variante de realizare, functia pulmonara este masurata ca
presiune maxima inspiratorie (MIP). In unele variante de realizare, functia pulmonara este masurati ca
Capacitate Vitala Fortata (FVC).

Intr-o alta varianti de realizare, compozitiile farmaceutice din dezviluire pot fi administrate
concomitent cu un carbohidrat in metodele din dezvaluire, fie in aceeasi formulare, fie este o formulare
separatd, asa cum este previzut in Han si colab., Nat. Comms. 7, 10981 (2016). In unele variante de
realizare, compozitiile farmaceutice din dezvaluire pot fi administrate concomitent cu 5% de un
carbohidrat de hexoza. De exemplu, compozitiile farmaceutice din dezvaluire pot fi administrate
concomitent cu 5% glucozi, 5% fructozi sau 5% manoza. in anumite variante de realizare, compozitiile
farmaceutice din dezviluire pot fi administrate concomitent cu 2,5% glucozi si 2,5% fructoza. In unele
variante de realizare, compozitia farmaceuticd din dezvaluire poate fi administratd concomitent cu un
carbohidrat selectat dintre: arabinoza prezenta intr-o cantitate de 5% din volum, glucoza prezenta intr-0
cantitate de 5% din volum, sorbitol prezent intr-o cantitate de 5% din volum, galactozd prezentd in
cantitate de 5% din volum, fructoza prezenta in cantitate de 5% din volum, xilitol prezent in cantitate de
5% din volum, manoza prezentd in cantitate de 5% din volum, o combinatie de glucoza si fructoza
prezente fiecare intr-o cantitate de 2,5% din volum, si o combinatie de glucozd prezentd in cantitate de
5,7% din volum, fructoza prezenti intr-o cantitate de 2,86% din volum si xilitol prezent intr-0 cantitate de
1,4% din volum.

In diverse variante de realizare, un conjugat de oligomer antisens din dezviluire este administrat
concomitent cu o cantitate eficienta terapeutic de un compus antiinflamator nesteroidian. in unele variante
de realizare, compusul antiinflamator nesteroidian este un inhibitor de NF-kB. De exemplu, in unele
variante de realizare, inhibitorul de NF-kB poate fi CAT-1004 sau o sare acceptabild farmaceutic a
acestuia. In diverse variante de realizare, inhibitorul de NF-kB poate fi un conjugat de salicilat si DHA. In
unele variante de realizare, inhibitorul de NF-kB este CAT-1041 sau o sare acceptabila farmaceutic a
acestuia. In anumite variante de realizare, inhibitorul de NF-kB este un conjugat de salicilat si EPA. In
diverse variante de realizare, inhibitorul de NF-kB este

0]
NN
H
OH

sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia.

in unele variante de realizare, compusul antiinflamator nesteroidian este un inhibitor de TGF-b.
De exemplu, in anumite variante de realizare, inhibitorul de TGF-b este HT-100.

In anumite variante de realizare, este descris un conjugat de oligomer antisens asa cum este
descris aici, pentru utilizare in terapie.

V. Kituri

Dezvaluirea furnizeaza, de asemenea, kituri pentru tratamentul unui pacient cu o boala genetica,
kit care cuprinde cel putin un conjugat de oligomer antisens ca mai sus, ambalat intr-un recipient adecvat
impreund cu instructiuni de utilizare. Kiturile pot s contind, de asemenea, reactivi externi, cum ar fi
tampoane, stabilizatori, etc. Persoanele cu calificare obisnuitd in domeniu ar trebui si inteleaga ca
aplicarile metodei de mai sus au o largd aplicatie pentru identificarea moleculelor antisens adecvate
pentru utilizare in tratamentul multor alte boli. Kitul cuprinde un conjugat de oligomer antisens conform
cu Formula (IV) sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia.

Exemple
Materiale si metode

Conditii de tratament pentru culturi de celule si tesuturi

Miocitele umane diferentiate (ZenBio, Inc.) au fost utilizate pentru a mésura omiterea exonilor.
Mai exact, mioblaste (ZenBio, Inc., SKB-F) au fost crescute la confluentd de 80-90%, la 37 °C si 5% CO>
in medii de crestere (SKB-M; ZenBio, Inc.). Diferentierea a fost initiatd prin inlocuirea mediului de
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crestere cu medii de diferentiere (SKM-D; ZenBio, Inc.). Pentru a analiza omiterea exonului 51, 1x10*
celule diferentiate au fost placate pe o placa cu 24 de godeuri si 1 mL de mediu de diferentiere (SKM-D;
ZenBio, Inc.) care contine diferite concentratii de PMO, sau a fost addugat PPMO la fiecare godeu, si au
fost incubate timp de 96 de ore.

Analiza Western Blot

Pentru analiza Western blot, tesutul a fost omogenizat cu tampon de omogenizare (4% SDS, 4M
uree, 125 mM tris-HCI (pH 6,8)) intr-un raport de 9 la 18 x 20 um de sectiuni de tesut la aproximativ 5
mm in diametru, in 133 pL de tampon. Lizatul corespunzator a fost colectat si supus cuantificarii
proteinei utilizand kitul de testare a proteinelor RC DC conform instructiunilor producatorului (BioRad
Cat. 500-0122). Probele de extract de tesut au fost diluate 1:10 folosind tampon de omogenizare pentru a
se incadra 1n intervalul curbei standard BSA. Probele au fost preparate astfel incat 35 pl de proba sa
contind cantitatea doritd de proteina, folosind 25 pul de lizat de proteine, 7 pl tampon de probda NuPAGE
LDS (Life Technologies Cat. NP00O0S, Carlsbad, California, SUA) si 3 pl de agent de reducere NuPAGE
(10x) (Life Technologies Cat. NP0004). Dupa incalzirea probelor de proteine timp de 5 minute la 95 °C,
probele au fost centrifugate, si supernatantul a fost incarcat pe un gel de tris-acetat de poliacrilamida mini
3-8% NuPAGE Novex cu 10 godeuri de 1 mm (Life Technologies Cat. EA0375) la maximum de 50 pg
incdrcdtura proteica totald pe banda. Gelul a fost prelucrat la 150 volti la temperatura camerei pana cand
partea frontald a colorantului s-a indepartat de gel. Gelurile proteice rezultate au fost transferate pe
membrane PVDF (Life Technologies Cat. LC2007) timp de 75 de minute la temperatura camerei cu 30
volti folosind tampon de transfer NuPAGE (Life Technologies NP006-1), 10% metanol si 0,1%
antioxidant NUPAGE (Life Technologies NP0O005).

Dupa transferul proteinei, membranele PVDF au fost scufundate in tampon TTBS (IX TBS
(Amresco Cat. J640-4L), 0,1% (v/v) tween-20). Membranele au fost transferate in tampon de blocare (5%
(g/v) lapte praf fard grasimi (Lab Scientific Cat. M0841) in TTBS) si au fost inmuiate peste noapte la 4
°C cu balansare ugoard. Dupa blocare, membranele au fost incubate, fie timp de 60 de minute la
temperatura camerei in DYS1 (Leica Cat. NCL-DYS1) diluat 1:20 folosind tampon de blocare, fie timp
de 20 de minute la temperatura camerei in anticorp anti-o-actinina (Sigma-Aldrich Cat. NA931V) diluat
1:100000 cu tampon de blocare, urmata de sase spalari (cinci minute fiecare cu TTBS). IgG anti-soarece
conjugata cu peroxidaza de hrean (GE Healthcare Cat. NA931V) a fost diluatd 1:40000 folosind tampon
de blocare si a fost adaugatd la membrane timp de 45 de minute (DYS1) sau timp de 15 minute (a-
actinind), urmatd din nou de sase spalari. Folosind kitul ECL Prime Western Detection (GE Healthcare
Cat. RPN2232), filmul a fost expus la gel si a fost developat in consecinta. Filmul developat a fost scanat
si analizat folosind software-ul ImageQuant TL Plus (versiunea 8.1) si analiza de regresie liniara a fost
efectuata folosind software-ul Graphpad.

Fiecare gel Western blot include o curba standard de distrofind cu 4 puncte, preparata folosind
proteina totald extrasa din tesut normal (de exemplu, cvadriceps, diafragma sau inima de soarece, sau
extract de cvadriceps, diafragma sau muschi neted (GI) NHP) diluatd la 64%, 16%, 4%, 1% si 0,25% si
au fost prevazute in tesutul DMD (de ex., cvadriceps, diafragma sau iniméd de soarece MDX). Probele cu
curba standard au fost prelucrate asa cum este descris mai sus. Nivelurile de proteind distrofina ca
procente din nivelurile de distrofind de tip salbatic (%WT) au fost determinate prin compararea
intensitatilor benzii de distrofina cu curba standard de gel.

Analiza RT-PCR

Pentru analiza RT-PCR, ARN-ul a fost izolat din celule folosind kitul de spin Illustra GE
urmand protocolul producatorului. Concentratia si puritatea ARN-ului au fost determinate folosind un
NanoDrop.

Dupa ce ARN-ul a fost supus la RT-PCR, probele au fost analizate folosind o magina Caliper,
care utilizeaza electroforeza capilara pe gel. Procentul de omitere a exonului a fost calculat folosind
urmatoarea ecuatie: (aria de sub curba pentru benzile omise)/(suma ariei de sub curbd pentru benzile
omise si pentru cele care nu au fost omise) x100.

Imunohistochimie: colorarea distrofinei:

Sectiuni de 10 microni de tesut congelat de cvadriceps de soarece au fost utilizate pentru a
detecta distrofina cu anticorp primar de distrofind (dilutie 1:250, iepure, Abcam, pisica #ab15277) 1n ser
de capra 10% + BSA 1% in PBS si anticorp secundar Alexa-Fluoro 488 de capra anti-iepure (dilutie de
1:1000) in ser de capra 10% + BSA 1%.

Prepararea subunitatilor Morfolino
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Schema 1: Calea de sinteza generald pentru subunitdti PMO

Referitor la Schema 1, in care B reprezintd un fragment de imperechere a bazelor, subunitatile
morfolino pot fi preparate din ribinucleozida (1) corespunzatoare, asa cum este aratat. Subunitatea
morfolino (2) poate fi optional protejatd prin reactia cu un precursor de grupare protectoare adecvata, de
exemplu, clorura de tritil. Gruparea protectoare 3' este In general indepartatd in timpul sintezei
oligomerului 1n stare solidd, asa cum este descris mai detaliat mai jos. Fragmentul de imperechere a
bazelor poate fi protejat in mod adecvat pentru sinteza oligomerului in faza solida. Gruparile protectoare
adecvate includ benzoil pentru adenind si citozina, fenilacetil pentru guanina, si pivaloiloximetil pentru
hipoxantind (I). Gruparea pivaloiloximetil poate fi introdusd in pozitia N1 a bazei heterociclice
hipoxantind. Desi poate fi utilizatad o subunitate de hipoxantina neprotejatd, randamentele in reactiile de
activare sunt cu mult superioare atunci cand baza este protejatd. Alte grupari protectoare adecvate le
includ pe cele descrise in brevetul U.S. nr. 8,076,476.

Reactia Iui 3 cu compusul de fosfor activat 4 are ca rezultat subunititi morfolino care au
fragmentul 5 de legatura dorit.

Compusii cu structura 4 pot fi preparati utilizdnd orice numar de metode cunoscute specialistilor
in domeniu. Cuplarea cu fragmentul morfolino este realizata apoi asa cum a fost evidentiat mai sus.

Compusii cu structura 5 pot fi utilizati In sinteza oligomerilor in faza solida pentru prepararea
oligomerilor care cuprind legaturile intre subunitati. Astfel de metode sunt bine cunoscute in domeniu. Pe
scurt, un compus cu structura 5 poate fi modificat la capatul 5' pentru a contine un linker la un suport
solid. Odatd sustinutd, gruparea protectoare a lui 5 (de ex., tritil la capatul 3°) este indepartata, si amina
libera reactioneaza cu un fragment de fosfor activat al unui al doilea compus cu structura 5. Aceasta
secventd se repetd pana cand este obtinuta lungimea doritd pentru oligo. Gruparea protectoare din capatul
terminal 3' poate fi, fie indepartata, fie ldsatd activa daca se doreste o modificare 3'. Oligo poate fi
indepartat de pe suportul solid folosind orice numir de metode, sau exemplu de tratament cu o baza
pentru a scinda legatura la suportul solid.

Prepararea oligomerilor morfolino, in general, si a oligomerilor morfolino specifici din
dezvaluire sunt descrise mai detaliat in Exemple.

Prepararea oligomerilor Morfolino
Prepararea compusilor din dezvaluire este realizata utilizind urmétorul protocol, in conformitate
cu Schema 2:
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Schema 2: Prepararea acidului Tail activat

Prepararea de tritil piperazina fenil carbamat 35: La o suspensie récitd de compus 11 in
diclormetan (6 ml/g 11) a fost addugata o solutie de carbonat de potasiu (3,2 echiv.) in apid (4 mL/g de
carbonat de potasiu). La acest amestec in doua faze a fost adaugata incet o solutie de cloroformiat de fenil
(1,03 echiv.) in diclormetan (2 g/g cloroformiat de fenil). Amestecul de reactie a fost incalzit la 20°C.
Dupa terminarea reactiei (1-2 ore), straturile au fost separate. Stratul organic a fost spalat cu apa si a fost
uscat pe carbonat de potasiu anhidru. Produsul 35 a fost izolat prin cristalizare din acetonitril.

Prepararea alcoolului carbamat 36: Hidrurd de sodiu (1,2 echiv.) a fost suspendata in 1-metil-2-
pirolidinond (32 mL/g de hidrura de sodiu). La aceastd suspensie au fost adaugate trietilen glicol (10,0
echiv.) si compus 35 (1,0 echiv.). Suspensia rezultata a fost incélzita la 95 °C. La terminarea reactiei (1-2
ore), amestecul a fost racit la 20°C. La acest amestec au fost adaugate 30% diclormetan/metil tert-butil
eter (v:v) si apa. Stratul organic care contine produsul a fost spélat succesiv cu NaOH apos, acid succinic
apos si clorurd de sodiu apoasa saturata. Produsul 36 a fost izolat prin cristalizare din diclormetan/metil
tert-butil eter/heptan.
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Prepararea acidului Tail 37: La o solutie de compus 36 in tetrahidrofuran (7 ml/g 36) au fost
adaugate anhidrida succinica (2,0 echiv.) si DMAP (0,5 echiv.). Amestecul a fost incélzit la 50°C. Dupa
terminarea reactiei (5 ore), amestecul a fost racit la 20°C si a fost ajustat la pH 8,5 cu NaHCO3 apos. A
fost addugat metil tert-butil eter, si produsul a fost extras in stratul apos. A fost adaugat diclormetan, si
amestecul a fost ajustat la pH 3 cu acid citric apos. Stratul organic care contine produsul a fost spalat cu
un amestec de tampon citrat pH=3 si solutie apoasd saturatd de clorurd de sodiu. Aceasta solutie de
diclormetan de 37 a fost utilizat fara izolare la prepararea compusului 38.

Prepararea lui 38: La solutia de compus 37 au fost adaugate imida acidului N-hidroxi-5-
norbornen-2,3-dicarboxilic (HONB) (1,02 echiv.), 4-dimetilaminopiridind (DMAP) (0,34 echiv.) si apoi
clorhidrat de 1-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (1,1 echiv). Amestecul a fost incilzit la
55°C. Dupa terminarea reactiei (4-5 ore), amestecul a fost racit la 20°C si a fost spalat succesiv cu acid
citric/saramura 1:1 0,2 M si saramura. Solutia de diclormetan a suferit un schimb de solvent cu acetona si
apoi cu N,N-dimetilformamida si produsul a fost izolat prin precipitare din acetond/N,N-
dimetilformamida in clorurd de sodiu apoasa saturatd. Produsul brut a fost resuspendat de cateva ori in
apa pentru a Indeparta N,N-dimetilformamida reziduala si sarurile.

Introducerea "Tail" activat pe rdsina incdrcatda cu ancord a fost efectuatda in dimetil
imidazolidinond (DMI) prin procedura utilizatd pentru incorporarea subunitatilor in timpul sintezei in faza
solida.

Metoda A de sinteza a PMO: Utilizarea de ancora disulfura

v
Q/\_Hnw u 0 q\l«ﬁv FA“

Ny MECDE

Rasina aminometil

/r
O s gt
NJLUNS"\ >_/_<h
T" k/ﬂlro

MHOOOET

Schema 3: Prepararea suportului solid pentru sinteza oligomerilar marfoling

Aceasta procedurd a fost efectuata intr-un vas silanizat, cu manta, pentru peptide, (ChemGlass,
NJ, SUA) cu o frita din sticld cu porozitate grosiera (40-60 um), agitator superior, si robinet de inchidere
din teflon cu 3 cai pentru a permite N2 sd barboteze prin frita sau o extractie in vid.

Etapele de tratare/spalare a rasinii din urmatoarea procedurd constau in doua operatii de baza:
fluidizarea rasinii sau a patului agitator din reactor si extractia cu solvent/solutie. Pentru fluidizarea
raginii, robinetul de inchidere a fost pozitionat pentru a permite curgerea N2 prin fritd si rasina specificata
pentru tratament/spalare a fost adaugatd in reactor si rasina a fost lasatd sa se impregneze si sd se
umezeascd complet. Amestecarea a fost apoi inceputd, si suspensia de rasind a fost amestecatd pe
parcursul timpului specificat. Pentru extractia cu solvent/solutie, amestecarea si fluxul de N2 au fost
oprite si pompa de vid a fost pornitd si apoi robinetul de inchidere a fost pozitionat pentru a permite
evacuarea tratamentului/spalaturii rasinii catre deseuri. Toate volumele de tratament/spalare a rdsinii au
fost de 15 mL/g de rdsind, daca nu este mentionat altfel.

La rasina aminometil polistiren (100-200 ochiuri; ~1,0 mmoli/g de incarcatura pe baza
substitutiei de azot; 75 g, 1 echiv., Polymer Labs, Marea Britanie, partea #1464-X799), intr-un vas
silanizat, cu manta, pentru peptide, a fost addugata 1-metil-2-pirolidinona (NMP; 20 ml/g de rasind), si
rasina a fost lasata sd se umfle cu amestecare timp de 1-2 ore. Dupé evacuarea solventului de umflare,
rasina a fost spdlatd cu diclormetan (2 x 1-2 min), 5% diizopropiletilamina in 25%
izopropanol/diclormetan (2 x 3-4 min) si diclormetan (2 x 1-2 min). Dupa evacuarea spélaturii finale,
ragina a fost tratata cu o solutie de disulfura ancora 34 in 1-metil-2-pirolidinona (0,17 M; 15 ml/g de
rasina, ~2,5 echiv.), si amestecul de rasind/reactiv a fost incalzit la 45 °C timp de 60 de ore. La terminarea
reactiei, incalzirea a fost intreruptd, si solutia de ancora a fost evacuata si rasina a fost spalata cu 1-metil-
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2-pirolidinona (4 x 3-4 min) si diclormetan (6 x 1-2 min). Ragina a fost tratatd cu o solutie de 10% (v/v)
dicarbonat de dietil in diclormetan (16 mL/g; 2 x 5-6 min) si apoi a fost spalata cu diclormetan (6 x 1-2
min). Rasina 39 a fost uscatd in flux de N2 timp de 1-3 ore si apoi in vid pana la greutate constanta (+
2%). Randament: 110-150% din greutatea rasinii initiale.

Determinarea incarcarii rasinii aminometil polistiren-disulfura: incarcarea rasinii (numarul de
situsuri reactive potential disponibile) este determinatd printr-un test spectrometric pentru numaérul de
grupari trifenilmetil (tritil) la fiecare gram de rasina.

O greutate cunoscuta de ridsina uscatd (25 = 3 mg) este transferatd intr-un balon volumetric
silanizat de 25 ml si se adaugd ~5 ml de acid trifluoracetic 2% (v/v) in diclormetan. Continutul este
amestecat prin agitare usoara si apoi este lasat sa stea timp de 30 de minute. Volumul este adus la 25 mL
cu acid trifluoracetic 2% (v/v) suplimentar in diclormetan si continutul este amestecat bine. Folosind 0
pipeta cu deplasare pozitiva, o alicotd din solutia care contine tritil (500 pL) este transferata intr-un balon
volumetric de 10 ml, si volumul este adus la 10 ml cu acid metansulfonic.

Continutul de cationi tritil din solutia finala este masurat prin absorbanta UV la 431,7 nm, si
incércarea cu rasina este calculatd in grupari tritil la fiecare gram de rasina (umol/g) utilizand volumele,
dilutiile, coeficientul de extinctie adecvate (e: 41 pmol-1cm-1) si greutatea rasinii. Analiza este efectuata
in trei exemplare si se calculeaza o incarcare medie.

Procedura de incarcare a rasinii din acest exemplu va furniza rdsind cu o Incdrcare de
aproximativ 500 umol/g. A fost obtinuta o incarcare de 300-400 in pmol/g daca etapa de incorporare a
ancorei disulfura este efectuata timp de 24 de ore la temperatura camerei.

Incarcarea cu Tail: Folosind aceeasi configuratie si volume ca pentru prepararea rasinii
aminometil polistiren-disulfura, Tail poate fi introdus in suport solid. Résina incarcata cu ancora a fost
mai intdi deprotejata in conditii acide, si materialul rezultat a fost neutralizat inainte de cuplare. Pentru
etapa de cuplare, o solutie de 38 (0,2 M) in DMI care contine 4-etilmorfolind (NEM, 0,4 M) a fost
utilizatd in locul solutiei de ancora disulfurd. Dupa 2 ore la 45 °C, rasina 39 a fost spalatd de doua ori cu
5% diizopropiletilamina in 25% izopropanol/diclormetan, si o datd cu DCM. La rasina au fost addugate o
solutie de anhidrida benzoicad (0,4 M) si NEM (0,4 M). Dupa 25 de minute, mantaua reactorului a fost
racitd la temperatura camerei, si rasina a fost spalatd de doud ori cu 5% diizopropiletilamina in 25%
izopropanol/diclormetan, si de opt ori cu DCM. Résina 40 a fost filtratd si a fost uscatd in vid inalt.
Incarcarea pentru risina 40 este definit a fi incarcarea rasinii initiale aminometil polistiren-disulfura 39
folosit la incarcarea cu Tail.

Sinteza in faza solidd: Oligomerii morfolino au fost preparati pe un sintetizator automat de
peptide Gilson AMS-422 in coloane de reactie de polipropilend Gilson de 2 mL (Parte # 3980270). Un
bloc de aluminiu cu canale pentru curgerea apei a fost plasat in jurul coloanelor in timp ce acestea au fost
agezate pe sintetizator. AMS-422 va adauga in mod alternativ solutii de reactiv/spalare, vor fi mentinute
pentru un timp specificat si coloanele vor fi evacuate folosind vid.

Pentru oligomerii cu lungime in intervalul de pana la aproximativ 25 de subunitati este preferata
rasina aminometil polistiren-disulfura cu incércare de aproape 500 umol/g de rasina. Pentru oligomerii
mai mari, este preferatd rasina aminometil polistiren-disulfurd cu incdrcare de 300-400 pmol/g de rasina.
Daci se doreste o moleculd cu Tail 5, rasina care a fost incércata cu Tail este aleasd cu aceleasi ghiduri de
incércare.

Au fost preparate urmatoarele solutii de reactivi:

Solutie de detritilare: 10% acid cianoacetic (g/v) in diclormetan/acetonitril 4:1;

Solutie de neutralizare: 5% diizopropiletilamina in diclormetan/izopropanol 3:1; si

Solutie de cuplare: 0,18 M (sau 0,24 M pentru oligomerii care au crescut mai lungi decét 20 de subunitati)
subunitate Morfolino activatd de tipul de bazad si de legatura dorit, si etilmorfolind 0,4 M N, in 1,3-
dimetilimidazolidinona.

Diclormetan (DCM) a fost utilizat ca o spalare de tranzitie care separa diferitele solutii de spalaturi de
reactiv.

Pe sintetizator, cu blocul reglat la 42 °C, la fiecare coloana care contine 30 mg de rasinad
aminometil polistiren-disulfura (sau rasina cu Tail) au fost addugati 2 ml de 1-metil-2-pirolidinona si au
fost lasate s stea la temperatura camerei timp de 30 min. Dupa spalarea de 2 ori cu 2 ml de diclormetan,
a fost folosit urmatorul ciclu de sinteza:

Etapa Volum Furnizare Timp de mentinere
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
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Etapa Volum Furnizare Timp de mentinere
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
Detritilare 1,5mL Manifold 15 secunde
DCM 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
DCM 1,5mL Manifold 30 secunde
Cuplare 350-500uL Seringa 40 minute
DCM 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
Neutralizare 1,5mL Manifold 30 secunde
DCM 1,5mL Manifold 30 secunde
DCM 1,5mL Manifold 30 secunde
DCM 1,5mL Manifold 30 secunde

Secventele oligomerilor individuali au fost programate in sintetizator, astfel incat fiecare coloana
sd primeasca solutia de cuplare adecvatda (A,C,G,T,I) in secventa corespunzatoare. Atunci cand
oligomerul dintr-o coloand a finalizat incorporarea subunititii sale finale, coloana a fost indepartata din
bloc si a fost efectuat un ciclu final manual cu o solutie de cuplare compusa din clorurd de 4-
metoxitrifenilmetil (0,32 M in DMI) care contine 0,89 M 4-etilmorfolina.

Scindarea din rasina si indepartarea gruparilor de protectie a bazelor si a structurii principale:
Dupa metoxitritilare, ragina a fost spélatd de 8 ori cu 2 mL de 1-metil-2-pirolidinona. A fost adaugat un
mL de o solutie de scindare constand din 0,1 M 1,4-ditiotreitol (DTT) si 0,73 M trietilamina in 1-metil-2-
pirolidinond, coloana a fost acoperita si a fost ldsatd sa stea la temperatura camerei timp de 30 de minute.
Dupa acest timp, solutia a fost drenata intr-un flacon Wheaton de 12 ml. Rasina foarte restrinsa a fost
spalata de doua ori cu 300 pl de solutie de scindare. La solutie au fost adaugati 4,0 ml de amoniac apos
concentrat (depozitat la -20 °C), flaconul a fost inchis etans (cu capac filetat captusit cu teflon) si
amestecul a fost agitat pentru a amesteca solutia. Flaconul a fost plasat intr-un cuptor la 45 °C timp de 16-
24 ore pentru a efectua scindarea gruparilor de protectie a bazei si a structurii principale.

Purificarea produsului brut: Solutia de amonoliza ambalata in flacon a fost indepartata din cuptor
si a fost lasatd sa se riceasca la temperatura camerei. Solutia a fost diluatd cu 20 mL de amoniac apos
0,28% si a fost trecutd printr-o coloana de 2,5 x 10 cm care contine rasind Macroprep HQ (BioRad). Un
gradient de sare (A: 0,28% amoniac cu B: 1 M clorura de sodiu in 0,28% amoniac; 0-100% B in 60 de
minute) a fost utilizat pentru a elua varful care contine metoxitritil. Fractiunile combinate au fost reunite
si prelucrate suplimentar in functie de produsul dorit.

Demetoxitritilarea oligomerilor Morfolino: fractiunile reunite din purificarea Macroprep au fost
tratate cu 1 M HsPO4 pentru a reduce pH-ul la 2,5. Dupd amestecarea initiald, probele au stat la
temperatura camerei timp de 4 minute, moment in care sunt neutralizate la pH 10-11 cu 2,8%
amoniac/apa. Produsele au fost purificate prin extractie in faza solida (SPE).

Umplerea si conditionarea coloanei SPE: Amberchrome CG-300M (Rohm si Haas; Philadelphia,
PA) (3 mL) este umplut in coloane fritate de 20 mL (Coloane cromatografice BioRad Econo-Pac (732-
1011)) si rasina a fost clatita cu 3 mL dintre urmatoarele: 0,5 M NaOH / 20% etanol; apa; 50 mM H3PO, /
80% acetonitril; apa; 0,5 NaOH / 20% etanol; apa; 0,28% NH4OH.

Purificarea SPE: Solutia din demetoxitritilare a fost Incarcatd pe coloana si rasina a fost clatita de
trei ori cu 3-6 mL 0,28% amoniac apos. Un flacon Wheaton (12 mL) a fost plasat sub coloana, si produsul
a fost eluat prin doua spalari cu 2 mL de acetonitril 45% in amoniac apos 0,28%.
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Izolarea produsului: Solutiile au fost congelate in gheatd carbonica si flacoanele au fost plasate
intr-un uscétor prin congelare pentru a se obtine o pulbere alba pufoasa. Probele au fost dizolvate 1n apa,
au fost filtrate printr-un filtru de 0,22 microni (Pall Life Sciences, filtru de seringd Acrodisc 25 mm, cu o
membrand HT Tuffryn de 0,2 microni) folosind o seringd, si densitatea optica (OD) a fost masuratd pe un
spectrofotometru UV pentru a determina unitatile OD de oligomer prezente, precum si proba distribuita
pentru analiza. Solutiile au fost apoi plasate inapoi in flacoane Wheaton pentru liofilizare.

Analiza oligomerilor Morfolino cu MALDI: spectrometria de masa MALDI-TOF a fost utilizata
pentru a determina compozitia fractiunilor la purificari, precum si pentru a furniza dovezi pentru
identitatea (greutatea moleculard) a oligomerilor. Probele au fost analizate dupa diluare cu solutie de acid
3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamic (acid sinapinic), 3,4,5-trihidoxiacetofenond (THAP) sau acid alfa-ciano-4-
hidoxicinamic (HCCA), ca matrice.

Metoda B de sintezia a PMO: Utilizarea ancorei NCP2
Sinteza ancorei NCP2:
1. Prepararea 4-fluor-3-nitrobenzoatului de metil (1)

OxOH Ox _OMe

O,N ON

F

1

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

2. Prepararea acidului 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoic
A. 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoat de (Z)-metil (2)
O OMe

O OMe

GoN e O\
F OH O©
1 2
Intr-un balon de 100 L au fost incarcate 3,98 kg de 4-fluor-3-nitrobenzoat de metil (1) din etapa
anterioara, 9,8 kg DMF, 2,81 kg de acetoacetat de metil. Amestecul a fost agitat si racit la 0°C. La acesta
au fost adaugate 3,66 kg de DBU timp de aproximativ 4 ore in timp ce temperatura a fost mentinuta la sau
sub 5 °C. Amestecul a fost agitat inca 1 ora. La balonul de reactie a fost adaugata o solutie de 8,15 kg de
acid citric in 37,5 kg de apa purificata in timp ce temperatura de reactie a fost mentinuta la sau sub 15 °C.
Dupé adadugare, amestecul de reactie a fost agitat suplimentar 30 de minute, apoi a fost filtrat in atmosfera
de azot. Turta de filtrare umeda a fost returnatd in balonul de 100 L impreuna cu 14,8 kg de apa
purificatd. Suspensia a fost agitata timp de 10 minute apoi a fost filtratd. Turta umeda a fost returnata din
nou in balonul de 100 L, a fost suspendata cu 14,8 kg de apa purificatd timp de 10 minute si a fost filtrata
pand la (Z)-metil 4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoat brut.

B. Acid 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoic
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4-(3-hidroxi-1-metoxi-1-oxobut-2-en-2-il)-3-nitrobenzoatul de (Z)-metil brut a fost incarcat intr-
un balon de reactie de 100 L in atmosfera de azot. La acesta au fost adaugate 14,2 kg de 1,4-dioxan si au
fost agitate. La amestec a fost addugata o solutie de 16,655 kg de HCI concentrat si 13,33 kg de apa
purificatd (6 M HCI) timp de 2 ore, in timp ce temperatura amestecului de reactie a fost mentinuta sub
15°C. Atunci cand adaugarea a fost terminatd, amestecul de reactie a fost incélzit la reflux (80°C) timp de
24 de ore, a fost racit la temperatura camerei si a fost filtrat in atmosferd de azot. Turta solida de filtrare a
fost trituratd cu 14,8 kg de apa purificata, a fost filtrata, trituratd din nou cu 14,8 kg apa purificatd si
filtrata. Solidul a fost returnat In balonul de 100 L cu 39,9 kg de DCM si au fost refluxate cu agitare timp
de 1 ord. Au fost adaugate 1,5 kg de apa purificatd pentru a dizolva solidele rdmase. Stratul organic
inferior a fost mpartit intr-un balon preincalzit de 72 L, apoi a fost returnat intr-un balon curat uscat de
100 L. Solutia a fost racita la 0°C, a fost mentinutad timp de 1 ora, apoi a fost filtratd. Turta solida de
filtrare a fost spalatd de doud ori, de fiecare datd cu o solutie de 9,8 kg de DCM si 5 kg de heptan, apoi a
fost uscata pe palnie. Solidul a fost transferat pe tavi si a fost uscat pana la o greutate constantd de 1,855
kg de acid 3-nitro-4-(2-oxopropil)benzoic. Randament total a fost de 42% din compusul 1. HPLC
99,45%.

3. Prepararea succinatului de N-tritilpiperazina (NTP)

NIy~

7] + [%&] (N_J
0 5 i

Intr-un balon cu manta de 72 L au fost incircate in atmosfera de azot 1,805 kg de clorurd de
trifenilmetil si 8,3 kg de toluen (solutie TPC). Amestecul a fost agitat pAnd cand solidele s-au dizolvat.
Intr-un balon de reactie cu manta de 100 L au fost adaugate in atmosfera de azot 5,61 kg de piperazina,
19,9 kg de toluen si 3,72 kg de metanol. Amestecul a fost agitat si racit la 0°C. La acestea a fost addugata
incet, in portii, solutia de TPC timp de 4 ore, in timp ce temperatura de reactie a fost mentinuta la sau sub
10 °C. Amestecul a fost agitat timp de 1,5 ore la 10°C, apoi a fost lasat sa se incalzeasca la 14°C. 32,6 kg
de apa purificata au fost incarcate in balonul de 72 L, apoi au fost transferate in balonul de 100 L, in timp
ce temperatura internd a lotului a fost mentinuta la 20°C +/- 5 °C. Straturile au fost ldsate sa se desparta si
stratul apos inferior a fost separat si depozitat. Stratul organic a fost extras de trei ori, de fiecare data, cu
32 kg de apa purificata, si straturile apoase au fost separate si combinate cu solutia apoasa depozitata.

Stratul organic ramas a fost racit la 18°C si a fost adaugat incet, in portii, la stratul organic o
solutie de 847 g de acid succinic 1n 10,87 kg apa purificatd. Amestecul a fost agitat timp de 1,75 ore la 20
+/- 5°C. Amestecul a fost filtrat, si solidele au fost spalate cu 2 kg de TBME si 2 kg de acetond, apoi a
fost uscat pe palnie. Turta de filtrare a fost trituratd de doua ori, de fiecare data, cu 5,7 kg de acetona si,
intre triturdri, a fost filtratd si spalatda cu 1 kg de acetond. Solidul a fost uscat pe palnie, apoi a fost
transferat 1n tavi si a fost uscat intr-un cuptor cu vid la temperatura camerei pand la o greutate constanta
de 2,32 kg de NTP. Randament 80%.

4. Prepararea (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-il)metanonei
A. Prepararea 1-(2-nitro-4(4-tritilpiperazin-1-carbonil)fenil)propan- 2-onei
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Intr-un balon cu manta de 100 L au fost incarcate in atmosfera de azot 2 kg de acid 3-nitro-4-(2-
oxopropil)benzoic (3), 18,3 kg de DCM, 1,845 kg de clorhidrat de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC.HCI). Solutia a fost agitatd pand cand s-a format un amestec omogen. Au fost
adaugate 3,048 kg de NTP timp de 30 de minute la temperatura camerei, si au fost agitate timp de 8 ore.
La amestecul de reactie au fost adaugate 5,44 kg de apa purificata si au fost agitate timp de 30 de minute.
Straturile au fost lasate sd se separe, si stratul organic inferior care contine produsul a fost drenat si
depozitat. Stratul apos a fost extras de doua ori cu 5,65 kg de DCM. Straturile organice combinate au fost
spalate cu o solutie de 1,08 kg de clorurd de sodiu 1n 4,08 kg apa purificatd. Straturile organice au fost
uscate pe 1,068 kg de sulfat de sodiu si au fost filtrate. Sulfatul de sodiu a fost spalat cu 1,3 kg de DCM.
Straturile organice combinate au fost suspendate cu 252 g de silicagel si au fost filtrate printr-o palnie de
filtrare care contine un pat de 252 g de silicagel. Patul de silicagel a fost spalat cu 2 kg de DCM. Straturile
organice combinate au fost evaporat pe un evaporator rotativ. La reziduu au fost adaugate 4,8 kg de THF
si apoi au fost evaporate pe evaporator rotativ pana cand s-a ajuns la 2,5 volume de 1-(2-nitro-4(4-
tritilpiperazin-1-carbonil)fenil)propan-2-ona brutd in THF.

B. Prepararea (4-(2-hidroxipropil)-3-nitrofenil)(4-tritilpiperazin-1-il)metanonei (5)
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Intr-un balon cu manta de 100 L au fost incircate in atmosfera de azot 3600 g de 4 din etapa
anterioara si 9800 g de THF. Solutia agitata a fost racita la < 5°C. Solutia a fost diluatd cu 11525 g de
etanol si au fost adaugate 194 g de borohidrura de sodiu timp de aproximativ 2 ore la <5 °C. Amestecul
de reactie a fost agitat inca 2 ore la < 5°C. Reactia a fost stinsd cu o solutie de aproximativ 1,1 kg de
clorura de amoniu in aproximativ 3 kg apa prin addugare lenta pentru a mentine temperatura la < 10 °C.
Amestecul de reactie a fost agitat incd 30 de minute, a fost filtrat pentru a indeparta substantele
anorganice si a fost incércat din nou intr-un balon cu manta de 100 L si a fost extras cu 23 kg de DCM.
Stratul organic a fost separat si solutia apoasa a fost extrasa Inca de doua ori, de fiecare datd, cu 4,7 kg de
DCM. Straturile organice combinate au fost spélate cu o solutie de aproximativ 800 g de clorurd de sodiu
in aproximativ 3 kg de apa, apoi au fost uscate pe 2,7 kg de sulfat de sodiu. Suspensia a fost filtrata si
turta de filtrare a fost spélata cu 2 kg de DCM. Filtratele combinate au fost concentrate pand la 2,0
volume, au fost diluate cu aproximativ 360 g de acetat de etil si au fost evaporate. Produsul brut a fost
incdrcat pe o coloana de silicagel de 4 kg de silice umpluta cu DCM 1n atmosfera de azot, si a fost eluat
cu 2,3 kg de acetat de etil in 7,2 kg de DCM. Fractiunile combinate au fost evaporate si reziduul a fost
preluat in 11,7 kg de toluen. Solutia de toluen a fost filtrata, si turta de filtrare a fost spélatd de doua ori,
de fiecare datd, cu 2 kg de toluen. Turta de filtrare a fost uscatd pand la o greutate constanta de 2,275 kg
de compus 5 (randament 46% din compusul 3) HPLC 96,99%.

5. Prepararea carbonatului de 2,5-dioxopirolidin-1-il(1-(2-nitro-4-(4-trifenilmetilpiperazin-1
carbonil)fenil)propan-2-il) (ancorda NCP2)



10

15

20

25

30

35

MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

39
0 O AN A
° A=y "Il“oiﬂ" D
o 0
| O,N
ON \]/
DG
OH Qo

- Ancori NCP2

Intr-un balon cu manta de 100 L au fost incircate in atmosferd de azot 4,3 kg de compus 5
(greutate ajustatd, pe baza toluenului rezidual, prin H* RMN; toti reactivii de aici dupi ce au fost scalati
corespunzator) si 12,7 kg de piridind. Pentru aceasta au fost incarcate 3,160 kg de DSC (78,91 % in
greutate prin H! RMN), in timp ce temperatura internd a fost mentinuti la < 35 °C. Amestecul de reactie a
fost invechit timp de aproximativ 22 de ore in mediul ambiant, apoi a fost filtrat. Turta de filtrare a fost
spalata cu 200 g de piridina. In doua loturi, fiecare cuprinzand jumatate din volumul de filtrat, filtratul a
fost Incarcat lent intr-un balon cu manta de 100 L care contine o solutie de aproximativ 11 kg de acid
citric in aproximativ 50 kg de apa, si a fost agitat timp de 30 de minute pentru a permite precipitarea
solidului. Solidul a fost colectat cu o palnie de filtrare, a fost spalat de doud ori, de fiecare data, cu 4,3 kg
de apa spalare, si a fost uscat in vid pe palnia de filtrare.

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

Sinteza rasinii incircati cu ancord NCP2

Intr-un reactor de 75 L de sintezd in faza solidd cu un robinet de inchidere din teflon au fost
incdrcate aproximativ 52 L de NMP si 2300 g de rasina aminometil polistiren. Résina a fost agitata in
NMP pentru a se umfla timp de aproximativ 2 ore, apoi a fost drenatd. Résina a fost spalata de doua ori cu
aproximativ 4 L de DCM la fiecare spalare, apoi de doud ori cu 39 L de solutie de neutralizare la fiecare
spalare, apoi de doud ori cu 39 L de DCM la fiecare spalare. Solutia de ancorda NCP2 a fost adaugata lent
la solutia de rasina, cu agitare, a fost agitatd timp de 24 de ore la temperatura camerei si a fost drenata.
Résina a fost spalata de patru ori cu 39 L de NMP la fiecare spalare si de sase ori cu 39 L de DCM la
fiecare spalare. Rasina a fost tratata si agitatd cu jumatate din solutia de acoperire DEDC, timp de 30 de
minute, a fost drenata si a fost tratatd si agitatd cu cealaltd jumatate din solutia de acoperire DEDC timp
de 30 de minute, si a fost drenata. Rasina a fost spélata de sase ori cu 39 L de DCM la fiecare spalare,
apoi a fost uscata intr-un cuptor pana la o greutate constanta de 3573,71 g de rasind incarcata cu ancora.

Sinteza de referintd a SOL in faza solidad de substantad medicamentoasa bruta Casimersen (PMO#1)
1. Materiale

Masa 2: Materii prime

Denumire Denumire chimica Numér CAS |Formuld chimica |Greutate
material moleculara
Subunitate A|Ester  N,N-dimetil-,[6-[6-(benzoilamino)-9H-|1155373-  |CssH3;CIN,O4P  |722,2
activata purin-9-il]-4-(trifenilmetil)-2-morfolinilJmetilic |30-0

al acidului fosforamidocloridic
Subunitate C|Ester N,N-dimetil-,[6-[4-(benzoilamino)-2-0x0-|1155373-  |Cs7H37CINsOsP  |698,2
activatd 1(2H)-pirimidinil]-4-(trifenilmetil)-2- 31-1

morfolinil]metilic al acidului

fosforamidocloridic
Subunitate Ester 2,2-dimetil-,4-[[[9-[6-11155309- |Cs1Hs3CIN,OP  |942,2
DPG activata |[[[clor(dimetilamino)fosfinilJoxi]metil]-4- 89-9

(trifenilmetil)-2-morfolinil]-2-[(2-
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Denumire Denumire chimica Numar CAS |Formulad chimica |Greutate
material moleculara

fenilacetil)amino]-9H-purin-6-ilJoxi]metil]fenil
al acidului propanoic

Subunitate T|Ester N,N-dimetil-,[6-(3,4-dihidro-5-metil-2,4-11155373-  |Cs1H34CIN4OsP  |609,1

activata dioxo-1(2H)-pirimidinil)]-4-(trifenilmetil)-2-  |34-4
morfolinil]metil al acidului fosforamidocloridic
Coada EG3|Ester 1-[3aR,4S,7R,7aS)-1,3,3a,4,7,7a-[1380600-  |Ca3H47N3010 765,9
activata hexahidro-1,3-dioxo-4,7-metan-2H-izoindol-2- |06-5
ill4-[2-[2-[2-[[4-(trifenilmetil)-1-
piperazinil]carbonil]oxi]etoxi]etoxi]etil] al

acidului butandioic

Structurile chimice ale materiilor prime:

A. Tail EG3 activat
\\T/O\f\o—*’\wo\/\ok/\l( j ;

()
OO

Compus (B)

B. Subunitatea C activata (Pentru preparare, vezi brevetul U.S. nr. 8.067.571)
\ ?'

“ﬁw
"o

Compus cu Formula (D1)

C. Subunitatea A activata (Pentru preparare, vezi brevetul U.S. nr. 8.067.571)
¢

‘@’“ s

O

Compus cu Formula (F1)
D. Subunitatea DPG activata (Pentru preparare, vezi WO 2009/064471)
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Compus (E1)
E. Subunitatea T activata (Pentru preparare, vezi WO 2013/082551)

>

Compus (G1)
0
02/“E©)L
A
L

5 Formula (1)
in care R este un mediu suport.

F. Rasind incarcata cu ancora

C

@Q

Tabelul 3: Descrierea solutiilor pentru sinteza oligomerului in faza solidd al substantei medicamentoase
brute Casimersen

Denumirea solutiei Compozitia solutiei

Solutie de ancora NCP2 37,5 L de NMP si 1292 g de ancora NCP2

Solutie de acoperire DEDC 4,16 L de dicarbonat de dietil (DEDC), 3,64 L de NEM si 33,8 L de
DCM

Solutie CYTFA 2,02 kg de 4-cianopiriding, 158 L de DCM, 1,42 L de TFA, 39 L de
TFE si 2 L de apa purificata

Solutie de neutralizare 35,3 LdeIPA, 7,5 L de DIPEA si 106,5 L de DCM

Solutie de scindare 1530,04 g de DTT, 6,96 L de NMP si 2,98 L de DBU

10
2. Sinteza de referinta a substantei medicamentoase brute Casimersen
A. Umflarea rasinii
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750 g de rasina incircatd cu ancord si 10,5 L de NMP au fost incércate intr-un reactor silanizat
de 50 1 si au fost agitate timp de 3 ore. NMP a fost drenat si rasina Incarcatd cu ancora a fost spalatd de
doua ori, de fiecare data, cu 5,5 L de DCM si de doua ori, de fiecare data, cu 5,5 L de 30% TFE/DCM.

B. Ciclul 0: Cuplarea Tail EG3

Résina Incarcata cu ancora a fost spalatd de trei ori, de fiecare data, cu 5,5 L de 30% TFE/DCM,
si a fost drenata, spalata cu 5,5 L de solutie CYFTA timp de 15 minute si drenata si a fost spalata din nou
cu 5,5 L de solutie CYTFA timp de 15 minute fara drenare, la care au fost incarcati 122 mL de
NEM/DCM 1:1, si suspensia a fost agitatd timp de 2 minute si a fost drenatd. Rasina a fost spalatd de
doua ori cu 5,5 L de solutie de neutralizare timp de 5 minute si a fost drenata, apoi de doua ori, de fiecare
data, cu 5,5 L de DCM si a fost drenatd. O solutie de 706,2 g de Tail EG3 activat (MW 765,85) si 234 mL
de NEM in 3 L de DMI a fost incarcata 1n rasina si a fost agitata timp de 3 ore la temperatura camerei, si a
fost drenatd. Rasina a fost spalatd de doud ori, de fiecare data, cu 5,5 L de solutie de neutralizare timp de
5 minute pentru fiecare spalare si o datd cu 5,5 L de DCM si a fost drenatd. O solutie de 374,8 g de
anhidrida benzoica si 195 mL de NEM in 2680 mL de NMP a fost incércata si agitatd timp de 15 minute
si a fost drenatd. Rasina a fost agitatd cu 5,5 I de solutie de neutralizare timp de 5 minute, apoi a fost
spélatd o datd cu 5,5 I de DCM si de doua ori de fiecare datd cu 5,5 I de 30% TFE/DCM. Rasina a fost
suspendata in 5,5 L de 30% TFE/DCM si a fost mentinuta timp de 14 ore.

C. Cicluri 1-22 de cuplare a subunitatii
i. Tratamente inainte de cuplare

Inainte de fiecare ciclu de cuplare, asa cum este descris in Figura 17, risina a fost: 1) spalata cu
30% TFE/DCM; 2) a) tratata cu solutie de CYTFA timp de 15 minute si a fost drenatd, si b) tratatd cu
solutie de CYTFA timp de 15 minute, la care a fost adaugat 1:1 NEM/DCM, a fost agitatd si a fost
drenatd; 3) agitata de trei ori cu solutie de neutralizare; si 4) spalata de doud ori cu DCM. Vezi Figura 17.

ii. Tratamente dupa cuplare

Dupa ce fiecare solutie de subunitate a fost drenatd asa cum este descris in Figura 17, rasina a
fost: 1) spalata cu DCM,; si 2) spalata de doua ori cu 30% TFE/DCM. Dacé résina a fost mentinuta pentru
o perioadd de timp nainte de urmatorul ciclu de cuplare, a doua spélare cu TFE/DCM nu a fost drenata si
rasina a fost retinuta in respectiva solutie de spalare cu TFE/DCM. Vezi Figura 17.

iii. Cicluri de cuplare a subunitatii activate
Ciclurile de cuplare au fost efectuate asa cum este descris in Figura 17.

iv. Spalare finala cu IPA

Dupa ce etapa finala de cuplare a fost efectuatda asa cum este descris in Figura 17, rasina a fost
spalata de 8 ori, de fiecare data, cu 19,5 L de IPA si a fost uscatd in vid la temperatura camerei timp de
aproximativ 63,5 ore pana la o greutate uscata de 4523 g.

C. Scindarea

Substanta medicamentoasd bruta Casimersen legata de rasina de mai sus a fost impartita in doua
loturi, fiecare lot a fost tratat dupa cum urmeazd. Doua loturi de 2261,5 g de rasina au fost fiecare: 1)
agitat cu 10 L de NMP timp de 2 ore, apoi NMP a fost drenat; 2) spilat de 3 ori, de fiecare data, cu 10 L
de 30% TFE/DCM,; 3) tratat cu 10 L de solutie de CYTFA timp de 15 minute; si 4) 10 L de solutie de
CYTFA timp de 15 minute la care au fost adaugati apoi 130 ml de 1:1 NEM/DCM si au fost agitate timp
de 2 minute si au fost drenate. Ragina a fost tratatad de trei ori, de fiecare data, cu 10 1 de solutie de
neutralizare, a fost spélata de sase ori cu 10 1 de DCM si de opt ori, de fiecare datd, cu 10 I de NMP.
Rasina a fost tratatd cu o solutie de scindare de 1530,4 g DTT si 2980 DBU in 6,96 L de NMP timp de 2
ore pentru a detasa substanta medicamentoasd brutd Casimersen din rdsina. Solutia de scindare a fost
drenatd si retinutd intr-un vas separat. Reactorul si rasina au fost spalate cu 4,97 L de NMP care a fost
combinat cu solutia de scindare.

D. Deprotejarea

Solutia de scindare combinata si spalatura de NMP au fost transferate intr-un vas sub presiune la
care au fost adaugati 39,8 L de NH4sOH (NH3+8H>0) care a fost racit la o temperatura de -10 °C péna la -
25 °C intr-un congelator. Vasul sub presiune a fost sigilat si incélzit la 45 °C timp de 16 ore, apoi a fost
lasat sa se raceasca la 25 °C. Aceasta solutie de deprotejare, care contine substanta medicamentoasa bruta
Casimersen, a fost diluatd 3:1 cu apa purificata, si pH-ul a fost ajustat la 3,0 cu acid fosforic 2 M, apoi la
pH 8,03 cu NH;OH. HPLC: C18 80,93% si SCX-10 84,4%.
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Purificarea de referinta a substantei medicamentoase brute Eteplirsen (PMO#1).

Partea D din solutia de deprotejare de mai sus, care contine substanta medicamentoasa brutd
Casimersen, a fost incdrcatd pe o coloand de rasind schimbatoare de anioni ToyoPearl Super-Q 650S
(Tosoh Bioscience) si a fost eluatd cu un gradient de 0-35% B pe 17 volume de coloana (tampon A: 10
mM hidroxid de sodiu; Tampon B: 1 M clorurd de sodiu in 10 mM hidroxid de sodiu) si fractiunile de
puritate acceptabild (C18 si SCX HPLC) au fost reunite cu o solutie purificata de produs medicamentos.

HPLC: 97,74% (C18) 94,58% (SCX).
Solutia purificatd de substanta medicamentoasd a fost desdratd si liofilizata la 1477,82 g de
substantd medicamentoasa purificatd Casimersen. Randament 63,37%; HPLC: 96,045% (C18) 96,346%

(SCX).

Tabelul 5. Acronime
Acronim Denumire
DBU 1,8-Diazabicycloundec-7-ena
DCM Diclormetan
DIPEA N,N-diizopropiletilamina
DMI 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona
TDT Ditiotreitol
IPA Alcool izopropilic
MW Greutate moleculara
NEM N-etilmorfolina
NMP N-metil-2-pirolidona
RT Temperatura camerei
TFA Acid 2,2,2-trifluoracetic
TFE 2,2,2-Trifluoretanol

Cenjugarea CFP

0 o o
PGM‘-‘”’AO/K""’ \I&D HOY ,D-v""‘-..,.f '\rﬁ
N ~N
() .
N 1. AcR-R-R-R-R-R-Gly-OH ETFA Ly
H DIPEA, DMSO PO
P!;Uﬂ . '
0 CHy '
- (o Fs L
oy e NG
N AN CH o N7
. H N =
3 R PF, ARGl SO

@Le
2. NH OH

3.Filtrarea WCX si SPE
cu schimb de ioni de clorurd

Proceduri analitice: Spectrele de masa in timpul de zbor la ionizare cu desorbtie laser asistata de
matrice (MALDI-TOF-MS) au fost inregistrate pe un Bruker AutoflexTM Speed, utilizind o matrice de
acid sinapinic (SA). SCX-HPLC a fost efectuatd pe un sistem Thermo Dionex UltiMate 3000 echipat cu
un detector cu matrice de diode 3000 si o coloand ProPacTM SCX-20 (250 x 4 mm) folosind un debit de
1,0 mL/min (pH = 2; coloana cu temperatura de 30 °C). Fazele mobile au fost A (25% acetonitril in apa
care contine 24 mM H3PO,) si B (25% acetonitril in apa care contine 1 M KCI si 24 mM H3POs). A fost
folosita eluarea cu gradient: 0 min, 35% B; 2 min, 35% B; 22 min, 80% B; 25 min, 80% B; 25,1 min,
35% B; 30 min, 35% B.

La un amestec de PMO#1 (1,82 g, 0,177 mmol, proaspit uscat prin liofilizare timp de doua zile),
Ac-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-L-Arg-Gly-OH hexatrifluoracetat (614,7 mg, 0,354 mmol) si 1-
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[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridiniu 3-oxid hexafluorofosfat (HATU, 134,4 mg,
0,354 mmol) a fost addugat dimetil sulfoxid (DMSO, 20 mL). Amestecul a fost agitat la temperatura
camerei timp de 3 minute, apoi a fost adaugatd N,N-diizopropiletilamind (DIPEA, 68,5 mg, 0,530 mmol).
Dupé 5 minute, amestecul tulbure a devenit o solutie limpede. Reactia a fost monitorizatd prin SCX-
HPLC. Dupa 2 ore, au fost adaugati 20 ml de solutie de hidroxid de amoniu 10% (2,8% NH3). Amestecul
a fost agitat la temperatura camerei timp de incé 2 ore. Reactia a fost incheiata prin addugarea a 400 ml de
apa. La solutie a fost adaugat trifluoretanol (2,0 mL).

Solutia a fost Tmpartita in doud portii, si fiecare portie a fost purificatd printr-o coloand WCX (10
g rasina la fiecare coloand). Fiecare coloanda WCX a fost mai Intai spalata cu acetonitril 20% in apa (v/v)
pentru a indeparta materia primd PMO#1. Spalarile (225 ml pentru fiecare coloand) au fost oprite cand
analiza spectrului de masa MALDI-TOF a aratat absenta semnalului PMO#1. Fiecare coloana a fost apoi
spalata cu apa (100 mL la fiecare coloand). Produsul dorit, PPMO#1, a fost eluat cu 2,0 M guanidinda HCI
(140 mL pentru fiecare coloand). Solutiile de PPMO#1 purificate au fost reunite Impreuna si apoi au fost
impartite in doud portiuni si fiecare a fost desdrata printr-o coloand SPE (10 g de rasind pentru fiecare
coloana).

Coloana SPE a fost mai intai spélata cu solutie apoasd de NaCI 1,0 M (100 mL pentru fiecare
coloand) pentru a genera sarea hexaclorhidrat a PPMO#1. Fiecare coloana SPE a fost apoi spalatd cu apa
(200 mL pentru fiecare coloand). PPMO#1 desarat final a fost eluat cu acetonitril 50% in apa (v/v, 150 ml
pentru fiecare coloand). Acetonitrilul a fost indepartat prin evacuare la presiune redusa. Solutia apoasa
rezultata a fost liofilizata pentru a se obtine clorhidratul hexaclorhidrat PPMO#1 dorit (1,93 g, randament
94,5%).

Exemplu de referinta 1: PMO#1
Folosind metoda B a protocolului de sintezd a PMO descrisa mai sus, PMO#1 a fost sintetizat:

(5] — - (3]

Nu Nu

0)\| O/\

\{) I\/N A »)\/N\I_(O\)\/NH
,\\ N/\O
H,C™ N,
L 1 29
PMO#1

in care fiecare Nu de la 1 pana la 22 si de la 5” pana la 3° este (SECV ID NR: 1):

Pozitia nr. 5|Nu |Pozitia nr. 5'|Nu |Pozitia nr. 5'Nu |Pozitia nr. 5'|Nu |Pozitia nr. 5'(Nu
pana la 3' pana la 3' pana la 3' pana la 3' pand la 3'

1 Cc |6 cC |11 c 16 G |21 T
2 A |7 c |12 T |17 T (22 G
3 A |8 A |13 G |18 T

4 T 19 T |14 G |19 C

5 G |10 c 15 A |20 C

1n care A este
=N
\ 2
N

Cis

Gis
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HPLC: 71,85%; Conditii: Dionex DNAPac (DNX#97) Gradient: 75%A + 20%B + 5%C 1a 0 min; 50%A
5 la 20 min; 25%A + 75%C at 21 min; Faza mobilda A: 10mM NaOH/20mM NacCl; C: 10mM NaOH/0,5 M
NaCL. Temp Coloana: 45C; Debit 1,0 mL/min.

Exemplul 2: PPMO#1
Folosind protocolul descris mai sus, PPMO#1 poate fi sintetizat din PMO#1.

s — 3

) 3 HNYNHZ HNYNHZ HNYNHQ

Nu Nu
n"j o"\ o H Jo H _/ro H
\ Voo g g
I«)L»le,\\f A Yy PRESRES

L - TL HN HN
10 HN S NH HZNANH HQNANH
PPMO#1
in care fiecare Nu de la 1 pana la 22 si de la 5* pana la 3’ este (SECV ID NR: 1):
Pozitia nr. 5'(Nu |Pozitia nr. 5'|Nu |Pozitia nr. 5'|Nu |Pozitia nr. 5'|Nu [Pozitia nr. 5'|Nu
pana la 3' pana la 3' pana la 3' pana la 3' pand la 3'
1 C |6 c |11 c 16 G |21 T
2 A |7 c |12 T |17 T (22 G
3 A |8 A |13 G |18 T
4 T |9 T |14 G |19 C
5 G |10 c 15 A |20 C

1n care A este
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Exemplul 3: Omiterea exonului 45 in vitro

Doi compusi care tintesc exonul 45 de distrofind umana, asa cum este descris in tabelul de mai
jos, PMO#1 si PPMO#1, din care ambii sunt asamblati in aceeasi secventd, sunt evaluati pentru
capacitatea de a induce omiterea exonului 45.

Denumire  |Secventi de tintire (TS) TS SECV ID NR. 5 3
PMO#1 CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1 EG3 |H
PPMO#1 |CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1 EG3 |-G-Rs

In mod specific, sunt utilizate miocite umane diferentiate pentru a determina capacitatea
compusilor de mai sus de a induce omiterea exonului 45 la diferite concentratii (adica, 40 um, 20 pm, 10
pm, 5 um, 2,5 pm si 1,25 um). Dupa diferentiere, celulele sunt incubate cu compusi timp de noudzeci si
sase de ore, urmatd de izolarea ARN, si este masuratd omiterea exonului 45 prin RT-PCR asa cum este
descris mai sus.

Exemplul de referinta 4: Studiu pe soarece MDX

Soarecele MDX este un model animal acceptat si bine caracterizat pentru distrofia musculara
Duchene (DMD) care contine o mutatie In exonul 23 al genei distrofinei. Secventa antisens M23D (SECV
ID NR: 2) este cunoscuta ca induce omiterea exonului 23 si restabilirea expresiei functionale a distrofinei.
Soarecii MDX la varsta de 6-7 saptadmani au primit o singura injectie In vena cozii, fie cu un PPMO4225,
fie cu un PMO4225 din tabelul de mai jos, la o doza de 40 mg/kg, sau cu ser fiziologic.

Denumire Secventa de tintire (TS) TS SECV ID|5 3
NR.

PM0O4225 GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT 2 EG3 [H

PPM0O4225 |GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT 2 EG3 [-G-Rs

Fiecare dintre PMO4225 si PPMO4225 a fost preparat prin metoda PMO A si metodele de
conjugare CPP descrise mai sus.

Soarecii tratati au fost sacrificati la 7, 30, 60 si 90 de zile dupa injectarea cu doza unica (n=6 in
fiecare grup). Diafragma, inima si cvadricepsul drept au fost prelucrate pentru analiza Western blot pentru
a masura productia de proteina distrofind, si pentru analiza RT-PCR pentru a masura procentul de omitere
a exonilor, iar cvadricepsul stang a fost prelucrat pentru imunohistochimie si colorare H/E, asa cum este
descris mai sus.

Restabilirea proteinei distrofina a fost cuantificata prin Western blot, si procentul de omitere a
exonului 23 a fost masurat prin RT-PCR, fiecare, agsa cum este descris mai sus cu un primer sens SECV
ID NR: 5 (5-CACATCTTTGATGGTGTGAGG-3") si un primer antisens SECV ID NR: 6 (5'-
CAACTTCAGCCATCCATTTCTG -3)).

Rezultatele RT-PCR sunt prezentate in figurile 4A-9B si in tabelele de mai jos. In mod
surprinzator, PPMO4225 a indus niveluri semnificativ mai mari si sustinute de restabilire a distrofinei si
de omitere a exonului 23, in comparatie cu PMO4225, cele mai ridicate niveluri apar la 30 de zile dupa
injectare. Si mai surprinzdtor, PPMO4225 a crescut nivelurile de distrofind in inimd atunci cand
PMO4225 nu a facut-o; distrofind si omiterea exonilor nu au fost observate in inima in toate momentele
cu PM0O4225.

Cuantificarea proteinei distrofind ca procent de proteina de tip sialbatic (%WT) prin
Western Blot

Compus PMO4225 PPMO4225

Zi 7 30 60 90 7 30 60 90
Tesut
Cvadriceps 11 2,3 1,6 0,7 |20,7 28,1 20,8 8,2
Diafragma 1,4 1,9 1,3 |06 14,5 15,2 9,8 2,3
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Cuantificarea proteinei distrofina ca procent de proteina de tip silbatic (%WT) prin

Western Blot

Compus PMO4225 PPMO4225

Zi 7 30 60 90 7 30 60 90
Tesut
Inima 0 0 0 0 2,0 1,0 0,9 0,1

Procentul de omitere a exonului mésurat prin RT-PCR

Compus PMO4225 PPMO4225

Zi 7 30 60 90 7 30 60 90
Tesut
Cvadriceps 21,2 55 7,9 2,8 61,5 42,02 28,8 6,9
Diafragma 29,9 2,6 0,5 0 51,6 36,76 3,05 0
Inima 0 0 0 0 13,15 2,64 0 0

Rezultatele imunohistochimiei sunt prezentate in Figura 10. Aici, PPMO4225 restabileste
distrofina in intregul cvadriceps, in timp ce 4225 produce un model de expresie 'de tip petice'. Distributia
uniformd a distrofinei cu tratamentul PPMO4225 indica faptul ca tintirea pe scara largd a muschilor
scheletici este realizabilda. PPMO4225 a imbunatitit semnificativ in vivo furnizarea fatd de PMO4225.

Exemplul 5: Omiterea exonului 45 in NHP
Maimutele cynomolgus sunt injectate intravenos cu PPMO#1, PMO#1, sau cu solutie salina
conform programului de dozare din tabelul de mai jos:
Programul de dozare pentru Cynomolgus

Grup [Compus |Doza Numar 1in fiecare|Strategia de furnizare
(mg/kg) |grup
1 PPMO#1 |20 3
2 PPMO#1 |40 3 1 2 3 A4saptamani
3 |PPMO#1 |80 3 i
4 PPMO#1 (160 3
O datd pe saptimana, in total 4 doze Animalele
au fost sacrificate la 48 de ore dupa ultima doza,
in ziua 22
PMO#1 40 3
Salina 0
7 PPMO#1 |40 2
1 30 zile
Dozid unici in ziua 1 cu recuperare de 4
saptamani
8 PPMO#1 |40 2
1 60 zile:
o SAC
Dozid unicid in ziua 1 cu recuperare de 8
saptamani
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Animalele vor fi tinute sub observatie pe tot parcursul studiului, incluzand observatii clinice (de
ex., evaluarea pielii si a blanii, efectele respiratorii) si masuratorile greutatii corporale. Probele de sange si
urind vor fi prelevate cel putin 1nainte de inceperea testarii si la 24 de ore dupa prima doza si ultima doza
(daca este cazul). La fiecare necropsie programata sau eutanasiatd in extremis, se vor colecta sectiuni de
biceps, deltoid, diafragma, rinichi, muschi netezi ai esofagului, duoden, cvadriceps, aorta, creier (lobul
fata stanga), inima si anus si vor fi inghetate. In plus, sectiuni de cvadriceps, deltoid, diafragma si inima
vor fi incorporate in OCT si congelate pe gheata carbonica.

Exemplul de referinta 6: Studiu de riaspuns la doza la soarece MDX

Soareci MDX cu varsta de 6-7 sdptdmani au primit o singurd injectie in vena cozii, fie cu un
PPMO0O4225, fie cu PM0O4225 descris mai sus, la o doza de 40 mg/kg, 80 mg/kg sau 120 mg/kg (n=6 in
fiecare grup).

Soarecii tratati au fost sacrificati la 30 de zile dupd injectare. Diafragma, cvadricepsul si inima
au fost prelucrate pentru analiza western blot pentru a masura productia de proteina distrofind pe baza
protocolului western blot descris mai sus (utilizat, de exemplu, in Exemplul 4) cu urmatoarele modificari:

Parametru Protocolul Western Blot din|Modificari ale protocolului
exemplul 4 Western Blot
Cuantificarea proteinelor Kit de testare a proteinelor RC|Metoda BCA
DC
Etapa de blocare Peste noapte la 4°C 10ralaRT
Incubare cu anticorpi primari |1 ord la RT Peste noapte la 4°C
Concentratia de anticorpi|1:20 1:500

primari

Restabilirea proteinei distrofind ca % de tip sdlbatic este prezentatd in tabelul de mai jos si in
figurile 11-14.

Cuantificarea prin Western Blot a proteinei distrofind ca procent de proteina de tip
salbatic (% WT)
Compus PMO4225 PPMOA4225
Doza (mg/kg) 40 80 120 40 80 120
Tesut
Diafragma 0,80 0,97 1,83 8,02 26,03 42,77
Inima 0,13 0,24 0,34 0,61 6,34 19,48
Cvadriceps 3,5 2,6 3,0 43 90 144

In mod surprinzitor, datele arata ca o singura dozd de PPMO4225 creste nivelurile de distrofina
intr-o manierd dependentd de doza la soarecii mdx intr-o masurd semnificativ si substantial mai mare
decat cea de PMO4225.

Exemplul de referinta 7: Studiu IHC al diafragmei si inimii soarecilor MDX

Soareci MDX cu varsta de 6-7 saptamani au primit o singurd injectie in vena cozii de
PPMO4225 la o dozd de 80 mg/kg sau de solutie salind, si soareci de tip silbatic cu varsta de 6-7
saptamani au primit o singura injectie de solutie salind. Soarecii mdx tratati, soarecii mdx cu solutie
salina, si soarecii de tip sélbatic au fost sacrificati la 30 de zile dupa injectarea cu doza unica (n=4 in
fiecare grup). Rezultatele de imunohistochimie sunt prezentate in Figura 18. Aici, rezultatele aratd o
crestere uniforma a distrofinei in tesuturi asociata cu morbiditatea si mortalitatea la soarecii Mdx cu DMD
tratati cu PPMO4225.

Exemplul 8: Omiterea exonului 45 in vitro (Mioblaste)

Doi compusi care tintesc exonul 45 de distrofind umana (DMD), asa cum este descris in tabelul
de mai jos, PMO#! si PPMO#1, ambii contindnd aceeasi secventd, au fost evaluati pentru omiterea
exonului 45 in DMD in mioblaste umane sénatoase.

Secvente de PMO#1 si PPMO#1 pentru exonul 45 uman in DMD.
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Denumire |Secventa de tintire (TS) TS SECV|5' 3
ID NR.
PMO#1 CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1 EG3 [H
PPMO#1 |CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1 EG3 [-G-Rs

In mod specific, mioblastele umane sianitoase (pasajul 5-6, SKB-F-SL achizitionat de la Zen-
Bio, Inc.) au fost placate la confluenta de ~40% atunci cand au fost tratate cu PMO#1 sau PPMO#1 la
diferite concentratii (adica, 40 um, 20 pm, 10 um, 5 pm, 2,5 pm si 1,25 um) in mediu SKM-M (Zen-Bio,
Inc.). Dupa noudzeci si sase de ore de incubare, mioblastele au fost spélate cu PBS si au fost lizate cu
tampon de lizd RA1 1in kitul Illustra GE RNAspin 96 (Cat#25-055-75, GE Healthcare Bio-Sciences).
ARN-ul total a fost izolat conform recomandarii producitorului, cu exceptia faptului ca au fost folositi 40
uL de apa fard RNaza pentru eluarea ARN-ului.

Pentru a determina omiterea exonului 45 cu ambii compusi, a fost efectuatd RT-PCR finala in
doui etape. In mod specific, unsprezece microlitri de ARN total au fost mai intdi transcrisi invers la
ADNCc prin kitul de sinteza SuperScript IV First-strand (Cat#18091200, Invitrogen) folosind hexameri
aleatori conform instructiunilor producatorului. PCR a fost efectuatd prin adaugarea a 9 pLL de ADNc in
Platinum Tag DNA polymerase PCR Supermix High Fidelity (Cat#12532024, Invitrogen) cu primeri care
tintesc exonii 43 si 46 In DMD umana [primer direct: CTACAGGAAGCTCTCTCCCAG (SECV ID NR:
7); primer invers (SECV ID NR: 8): GTTATCTGCTTCCTCCAACCA]. Amplificarea PCR a fost
efectuata utilizand termociclorul in timp real BioRad CFX96 utilizdnd programul prezentat in tabelul de
mai jos. Expresia produselor PCR ignorate sau omise a fost evaluata prin incarcarea a 32 pL de produs
PCR in sistemul LabChip GX utilizand kitul de reactiv de 1nalta sensibilitate ADN (CLS760672, Perkin
Elmer). Procentul de omitere a exonului 45 in DMD a fost calculat ca procent de molaritate (nmol/l)
pentru banda omisa a exonului 45 (301 bp) in comparatie cu suma molaritatii pentru benzile omise (301
bp) si pentru cele care nu sunt omise (477 bp).

Testul t Student nepereche cu doud cozi (homoscedastic) a fost utilizat pentru a evalua daca
mediile celor 2 grupuri sunt diferite statistic una de cealaltd la fiecare doza. Valoarea p < 0,05 a fost
considerata semnificativa statistic.

Programul termociclor folosit pentru amplificarea ampliconilor in DMD, cu sau firi omiterea
exonului 45.

Etapa Temperatura Timp

1. Denaturare 94 °C 2 min
2. Denaturare 94 °C 30 sec
3. Aliniere 55°C 30 sec
4. Prelungire 68 °C 1 min

5. Repetarea etapelor 2-4 34 cicluri

6. Prelungire finala 68 °C 5 min

7. Depozitare 4°C o0

Rezultatele, care aratd ca PPMO#1 creste semnificativ omiterea exonului 45 in DMD in
comparatie cu PMO#1 in mioblaste umane sunt prezentate in tabelul de mai jos si in Figura 19.

Procent de omitere a exonului 45 in DMD, cu PMO#1 si PPMO#1 in mioblastele umane.

Compus/ Doza|Procent de omitere a exonului (medie = SD)

(um) 1,25 2,5 5 10 20 40

PMO#1 0,00+0,00 1,00+0,90 1,40+1,22 3,39+1,13 6,83+1,06 11,98+1,58
PPMO#1 2,64+0,41 4,69+0,77 8,43+0,81 14,00£2,93  (24,714£3,41 40,46+4,44

Exemplul 9: Omiterea exonului 45 in vitro (Miotuburi)
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Doi compusi care tintesc exonul 45 in distrofina umana (DMD) asa cum este descris in tabelul de
mai jos, PMO#1 si PPMO#1, ambele contindnd aceeasi secventd, au fost evaluate pentru omiterea

exonului 45 in DMD, in miotuburi umane sanatoase.

Secvente ale PMO#1 si PPMO#1 pentru exonum 45 in DMD uman

[0263]
Denumire  |Secventa de tintire (TS) TSSECVIDNR. |5 |3
PMO#1  |CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1 EG3 |H
PPMO#1 |CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1 EG3 |-G-Rs

in mod specific, mioblastele umane sanitoase (etapele 5-6, SKB-F-SL achizitionat de la Zen-
Bio, Inc.) au fost cultivate pentru a atinge o confluenta de 80-90% in mediul SKM-M inainte de initierea
diferentierii prin incubare in medii cu ser putin. (SKM-D, Zen-Bio, Inc.). La cinci zile dupa diferentiere,
miotuburile mature au fost incubate cu compusii de mai sus la diferite concentratii (adica, 40 um, 20 pm,
10 pm, 5 pm, 2,5 pm si 1,25 pm). Dupa noudzeci si sase de ore de incubare, miotuburile au fost spalate
cu PBS si au fost lizate cu tampon de liza RA1 1in kit-ul Illustra GE RNAspin 96 (Cat#25-055-75, GE
Healthcare Bio-Sciences). ARN-ul total a fost izolat conform recomandarii producatorului, cu exceptia
faptului cé au fost folositi 40 pL de apa farda RNaza pentru eluarea ARN.

Pentru a determina omiterea exonului 51 cu ambii compusi, a fost efectuatd RT-PCR finala in
doui etape. In mod specific, unsprezece microlitri de ARN total au fost mai intai transcrisi invers la
cADN prin kitul de sintezad SuperScript IV First-strand (Cat#18091200, Invitrogen) folosind hexameri
aleatori conform instructiunilor producatorului. PCR a fost efectuatd prin adaugarea a 9 uL. de ADNc in
Platinum Tag DNA polymerase PCR Supermix High Fidelity (Cat#12532024, Invitrogen) cu primeri care
tintesc exonii 43 si 46 In DMD umanda [primer direct (SECV ID NR: 7):
CTACAGGAAGCTCTCTCCCAG; primer invers (SECV ID NR: 8):
GTTATCTGCTTCCTCCAACCA]. Amplificarea PCR a fost efectuatad utilizind un termociclor BioRad
CFX96 1n timp real utilizand programul prezentat in tabelul de mai jos. Expresia produselor PCR omise
sau care nu au fost omise a fost evaluata prin incarcarea a 32 pL de produs PCR pe sistemul LabChip GX
utilizand kitul de reactiv de inaltd sensibilitate ADN (CLS760672, Perkin Elmer). Procent de omitere a
exonului 45 in DMD a fost calculata ca procent de molaritate (nmol/l) pentru banda omisa a exonului 45
(301 bp) iIn comparatie cu suma molaritatii pentru benzile omise (301 bp) si care nu au fost omise (477
bp).

Testul t Student nepereche cu doud cozi (homoscedastic) a fost utilizat pentru a evalua daca
mediile celor 2 grupuri sunt diferite statistic una de cealaltd la fiecare doza. Valoarea p < 0,05 a fost
considerata semnificativa statistic.

Programul termociclor folosit pentru amplificarea ampliconilor in DMD, cu sau firi omiterea
exonului 45.

Etapa Temperatura Timp

1. Denaturare 94 °C 2 min
2. Denaturare 94 °C 30 sec
3. Aliniere 59,3 °C 30 sec
4. Prelungire 68 °C 1 min
5. Repetarea pasilor 2-4 34 cicluri

6. Prelungire finala 68 °C 5 min
7. Depozitare 4°C )

Rezultatele, care aratd ca PPMO#1 creste semnificativ omiterea exonului 45 in DMD, in
comparatie cu PMO#1, sunt prezentate in tabelul de mai jos si In Figura 20.

Procent de omitere a exonului 45 in DMD, cu PMO#1 si PPMO#1, in miotuburi umane.

Compus/  |Procent de omitere a exonului (medie + SD)

Doz (um) 1y 25 2,5 5 |10 20 40




10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

51

Compus/  |Procent de omitere a exonului (medie £+ SD)

Doza (um) 1 75 25 5 10 20 40

PMO#1 0,90+0,57 1,08+0,30 1,69+0,53 3,10+0,77 4,64+3,10 10,02+6,83

PPMO#1 |[4,54+1,06 12,79+£3,23 25,65+8,42 37,17£5,74 58,29+17,16  [73,51+3,82
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LISTA DE SECVENTE

Descriere Secventa 5’ péana la 3’ sau capatul N pana la|SECV ID NR
capatul C

H45A(-03+19) CAATGCCATCCTGGAGTTCCTG 1

Mdx4225 GGCCAAACCTCGGCTTACCTGAAAT 2

R6 RRRRRR 3

Re-G RRRRRRG 4

Primer direct de legare

a exonului 23 de 5

soarece CACATCTTTGA TGGTGTGAGG

Primer invers de

legare a exonului 23 6

de soarece CAACTTCAGCCATCCATTTCTG

Primer direct de legare 7

a exonului 45 uman CTACAGGAAGCTCTCTCCCAG

Primer invers de

legare a exonului 45 8

uman GTTATCTGCTTCCTCCAACCA
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2. Conjugat de oligomer antisens din revendicarea 1, in care oligomerul antisens are Formula
(IVA):
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3. Compozitie farmaceutica, care cuprinde un conjugat de oligomer antisens din revendicarea
1 sau 2, sau o sare acceptabila farmaceutic a acestuia si un purtator acceptabil farmaceutic.

4. Conjugat de oligomer antisens sau o sare acceptabild farmaceutic a acestuia din
revendicarea 1 sau 2, pentru utilizare in terapie.

5. Conjugat de oligomer antisens sau sare acceptabild farmaceutic a acestuia din revendicarea
1 sau 2, sau compozitia farmaceuticd din revendicarea 3, pentru utilizare in tratarea distrofiei
musculare Duchenne (DMD) la un subiect care are nevoie de aceasta, in care subiectul are o mutatie a
geneli distrofinei care este susceptibild de omitere a exonului 45.

6. Conjugat de oligomer antisens sau sare acceptabila farmaceutic a acestuia din revendicarea
1 sau 2, sau compozitia farmaceutica din revendicarea 3, pentru utilizare in restabilirea unui cadru de
citire a ARNm pentru a induce productia de distrofind la un subiect care are o mutatie a genei
distrofinei care este susceptibild de omitere a exonului 45.

7. Conjugat de oligomer antisens sau compozitia farmaceutici, pentru utilizare conform
revendicarii 5 sau revendicarii 6, In care utilizarea cuprinde administrarea conjugatului de oligomer
antisens saptamanal.

8. Conjugat de oligomer antisens sau compozitia farmaceutica, pentru utilizare conform
revendicarii 5 sau revendicarii 6, In care utilizarea cuprinde administrarea conjugatului de oligomer
antisens la doud saptamani.

9. Conjugat de oligomer antisens sau compozitia farmaceuticd, pentru utilizare conform
revendicarii 5 sau revendicarii 6, In care utilizarea cuprinde administrarea conjugatului de oligomer
antisens la fiecare trei saptamani.
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10. Conjugat de oligomer antisens sau compozitia farmaceuticd, pentru utilizare conform
revendicarii 5 sau revendicarii 6, in care utilizarea cuprinde administrarea lunara a conjugatului de
oligomer antisens.

11. Compozitia farmaceuticd din revendicarea 3, pentru utilizare in excluderea exonului 45
din pre-ARNm de distrofind in timpul prelucrarii ARNm-ului la un subiect care are o mutatie a genei
distrofinei care este susceptibild de omitere a exonului 45.

12. Compozitia farmaceutica din revendicarea 3, pentru utilizare in legarea exonului 45 al
pre-ARNmM de distrofina la un subiect care are o mutatie a genei distrofinei care este susceptibild de
omitere a exonului 45.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

56

OE

A e TN [ (e o] ] o

EJNJEW BULOIISIP 8P [BLLIOU WNYy-aid

| einbiy

EULOIISIP 2P [BWOU WNYy-2ud (e



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

57

O

EA 6t

8r

Ly T Au,_ £5 ﬁ 25

E[IgeISUl ‘BleUOIUN3U BUYOIISI]

Z einbi4

B

&k

Bh

th

1

2412 ap ruped adnianul g5 nnuoxs eausbixg (g



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

58

B E

&

o

H AHT_( £5 j

WIalUl BSIES1S BUlonSI0]

1§

Z1L0Z 8|0 dnp JE}dEPE BSING

iy B by _r

¢ eunbi4

241D 2p rUpED 2153(IgEISA) |G INNUOXS Basauwo (2



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

59

OWdd OWd 0 T v 91 ZEv9 OWNdd OWd 0 ST T v 91 9
(LM %) piepuels pqun) (LM %) PIRpURIS BQIND)

oIz 0¢ i

gt einbi4 v einbiy



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

60

poara r.ILt Cap

ped e ['& L a—
pops .Itl_x rar

o
-y

ONdd OWNd 0 ST T P 9T v9 OWNdd OWd 0 ST T v 9T p9

(1M %) Piepuels eqin)

3iZ 06

ay einbig4

(1M %) pirepuels eqin)

3z 09

Ot einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

61

asepalul ednp a7

06 08 OL 09 0S5 Oy O 0OZ OL O

(owd) STZY -o-
(OWdd) 994-522v -&-

asepalul ednp ajiz

¥od-1y

m 06 08 0L 09 05 Oy O 0OZ Ok O
.° Wo T— ———Q * - o al‘\l.\th.H.Q
, ® :
rs¢ O -0} &
, e 1000'0>d m.
los S oz 3
[ € o
4 = —
; o ! %
sL 8 £800°0=d 00 o 5
[ = 1000'0>d 3
~001 oy

HN-10]g WIaIsaMm

gg einbi4 VS einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

62

papd e ala ey

para o el e -
ONdd OWd O T ¢ 91 2t ONdd OWd 0 T ¢ 91 T¢
(LM %) prepuers eqin) (1M %) prepuers eqin)

9NZ 0 aNz /

g9 einbi4 Vg einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

63

poara e ...x’ ;oA ..}x

-I.I o 11

\ ot '.I ll , slx

ONdd OWd 0 ST T ¢ 91 ONdd ONd O T ¢ 91 Z¢
(1m %) Prepuess gqun) (LM %) piepuels eqin)

aiZ 06 aiZ 09

a9 einbi4 09 einbi



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

64

asepalul ednp a7

(owd) szzy -o-
(OWdd) O94-SZZv -8~

0

06 08 0L 09 0S OF Of 0Z OI

¥)d-1¥

. A -

aiepalus ednp a1z

A ' N ™

880&83330«090

bbbbbbbbbb

o §
N
‘o=d
...mN “ E£SE0°0O=
o
- x
=
05 2
29t070=d | e
bse &
=
-001
g/ einbi4

9100'0=¢

20000=d ©

LIN-30|G UIAISIM

000'0>d |

0

3

- ,.
o
-

]
(1M %) BuyonSsIg

v/, einbi4



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

65

.. - 'OI‘

ONdd OWd 0 SZ T ¢ 91
(1M %) piepuels eqind

9liz 0¢

gg einbi4

il

ONdd OWd 0 ST T ¢ 91
(1M %) piepuels eqin)

oz L

vg einbiy



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

66

OWdd

OWd

0 ST”T ¢ 91
(LM %) piepuels equn)d

aliZ 06

as einbig

OWdd

OWd

0SZ 1T ¢v 91
(LM %) piepuels eqin)
eIz 09
0g einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

67

aiepafus ednp a7
06 08 0L 09 05 OF Of OZ OV O

(owd) szzy -o-
(OWdd) D94-SZZY -B-

aiepalu) ednp a1z

&

¥dd-14

o 06 08 0L 09 0§ Oy Of 0Z OV O
YLI-IFOP.||° w.
v =
¢ o =)
4 o w
- -
x o
g =
-0l m B¢
[ -
. =
-Gl w m
¥000°0=d | = -~
~0Z

1IN- 3019 UIISIM

g6 einbig v6 einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

68

STy 'xaw STTr NOW SIZY "XOW SITY "XOW SUNeS ‘XOW

099 STy 'xay

2 06 HZ 09 NZ 0F Nz L

O94-STLr XOW D94 STTY XOW WUNTS UM

0l einbi4



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

69

. - —

JO KWOosOo T T » .

\J
Nhuort

Al
w....h.oq LA TR WnNipsepunis gund
OWdd - Bwliuj

gl L enbi4

e S—
Y I\ Y | J O X0 SO ¢ T
T B LU P/ Pecw (m pospums §nD

OWd - BWlu|

Vi einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

70

120

PPMO

Figura 12
120

PMO

............

3 2 e o©
(LM %) euyonsig

Inima

Doza (me/kg)



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

71

e et e e -
S

- v.‘ln.

{{{ o 1 I » 8 N U "M
oo LA ] N/ Pun

I prepuels §QunD

OWd - ewbeyeiq

g¢| einbidg

- -

et g

[ S ——LE

LUE B

AR G A o8
A0 b 3 S s poepoRs eund

OWd - rwbeyeiq

vel einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

72

120

Figura 14

PMO
80

AN M
(1M %) Buyonsig

Diafragma

D0z3 (me/xe)



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

73

A

]
OAL

A J OST § 1T.Z vy & 91

L
2wt

T L)
nowoy  PWRwoy (1M %) PrEpUEIS BND

OWd - sdadupend

gg| einbi4

S SIS SIS SRS B
. A Y A v J 0 T » % 51 U W
/20t /2008 T/ Iweoy Um-xipiepueis gund
OWdd - sdasupend
VS| einbig



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

74

o
z I3
o
3
o
sg |
© g
'3’ a 2
L
4

§FEE -
(Lm%) Bulonsig

Cvadriceps

Doza (mg/kg)



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

75
Cicln Tratament inainte de cuplare Ciclu de cuplare | Tratament dupa
Nr: 1 2 3 4 1 2
Sub- Igislare | Solutie! | Sohtie de |Spa- | Cantitate |Timp de Spa- [Spalare
unitate |y 30% | CYFTA | neutralzare [lare cu | (i ® | cuplare la lare cu/cu 30%
GO ItrEDCMI DCM | pmiq) |RT (ere) DCM |TFEDCM
I:C | S55L | a)55L | 3x55L | SSL | 584g 195 5 | SSL | 2x55L
b) 5.51, ml NEM;
122ml B | 3.2LDMI
2A | 0L | o7 WL | 207L | 5922 | 425 | TL | 2a0L |
b) 7L, si 195ml
58ml NEM
3.2L DMI
A 8L a) 8L Ix8L 2x8L 592.2g, 425 8L 2x8BL
b) 8L, 195ml
182ml NEM;
3.4L DMI
aT 9L a) 9L 3L | 20L | Si42g | 425 | 9L | 2L
b) 9L, 195ml
206ml NEM;
3,6 DMI
56 | 95L | @95L | 3x95L | 2x95L| 7555z | 425 | 95L | 2:9.5L
b) 9.5L, 195ml
220ml NEM;
3.4L DMI
&C 0L | aI0L | 3xI0L | 2xI0L | S844g | 425 | 10L | 2xI0L
b) L10OL, 195mil
232ml NEM;
3.45L
DMI
7C L | aliL | 3xIIL | 2xIIL | 5845g | 425 | 1L | 2xIiL
b) 1L, 195
256ml NEM;
357L
DMI
A L | a1l | 3xlIL | 2xlIL| 925z | 425 | LIL | 2xliL
b) 1L, 195ml
256ml NEM:
3.64L
DMI
OT | 1ISL | 115L | 3xllSL | 2x | Sl45g | 425 | 115L| 2xI15L
b) 11.5L ILSL | 195ml
2658ml NEM;

Figura 17
!ml indicA cantitatea de NEM/DCM 1:1
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Ciclu Tratament inainte de cuplare Ciclu de cuplare | Tratament dupa
Nr: 1 2 3 1 1 2
Sub- |Spalare | Solutie! | Sohtiede |Spa- | Cantitate Timp de Spa- |Spalare
unitate |, 309 | CYFTA | nevtraizare [lare cu | (& V€| cuplare la lare cu/cu 30%
SV |rrEDeM DCM | ‘i) [RT (ore) DCM |TFEDCM
3721
DMI
0C | 121 | ®12L | xiZL |22 | 3Rsg | 425 | 1L | =L
b) 12L, 195ml
280ml NEM;
3.96L
DMI
II.C | 135L | @ 13SL| 3xI35L | 2x | 7704g | 425 |135L| 2xI35L
b) 13.5L, 135L | 253ml
20dml NEM;
4.02L
DMI
12T | 135L | a)135L | 3x135L | 2x | 66875 | 425 |135L| 2x135L
b) 13.5L, 135L | 253ml
204ml NEM;
4.02L
DM
I3DPG| 4L | a)14L | 3xI4L | 2xI4L | 9823z | 425 | 14L | 2xl4L
b) 14L, 253ml
216ml NEM;
4.00L
DM
14DPG | 145L | a) 14.5L 3x14.5L Ix 982 3g; 4.25 14.5L | 2x14.5L
b) 14.5L, 145L | 253ml
228ml NEM;
4.1LDMI
I5A | 155L | @ 155L | 3xISSL | 2x | 700.g | 425 |155L| 2xI55L
b) 1551, ISSL | 253ml
254ml NEM;
4.26L
DMI
16DPG | 155L | a)155L | 3xISSL | 2x | 9824g | 425 |155L| 2xI55L
b) 15.5L, 15.5L 253ml
254ml NEM;
4.26L
DM
17T | 16L | a)16L | 3xI6L | 2xI6L | S49.6g | 475 | I16L | 2xi6L
b) 16L, 253ml
356ml NEM,;

Figura 17 (continnare)
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Cicln Tratament inainte de cuplare Cichu de cuplare Tratamml dupa
Nr: 1 2 3 4 1 2
Sub- |gostare | Soltie! | Sohtiede |Spa- | Cantitate Timp de Spa- |Spalare
undate | ) 300, | CYFTA| neutralizare | lare cu Nsl?{%}.) cuplare la lare cujcu 30%
GO |trEDCM DCM | pmiqy [RT (re) DCM |TFEDCM
4ALDMI
I8T | 165L |a)165L | 3xI65L | 2x | 63073 | 425 |165L| 2x165L
b) 16.5L., 165L | 253ml
378ml NEM;
44LDMI
19C | 165L |a 165L | 3x165L | 2x | 7704z | 425 |165L | 2x16.5L
b) 16.5L, 165L | 253ml
378ml NEM;
4.57L
DMI
20C | 17 | &1L WITL | 2x17L | 7704g | 435 | 1L | 2xi7L
b) I7L, 253ml
390ml NEM;
4.57L
21T 7L | &1L WITL | 2x17L | 7764g | 425 | 1L | 2xI7L
b) 7L, 31iml
390ml NEM;
4721
DMI
2DPG| 175L | a)17.5L | 3x175L | 2x | 12087g | 475 |17.5L| 2x17.5L
b) 17.5L, 175L | 31iml
402ml NEM;
472L
DMI

Figura 17 (continuare)




MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

78

aiuadooy

pUIUIWE]

Bl

ujjes

OWdd
XaWw

uljes
XaWw

puyonsiq

gl einbi4

aluado

euluIwe]

ewbeyjeiq

guyoNSIq



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

79

I#ONdd .
L#ONd &=

oy

ENx

Xp'E

(W) aljesyuasuon
0c 0l S S

61 einbi4

sc’l

-09

-08

o

o

e
awag u

1 G INJNUOX? B 31310 3ap %,



MD/EP 3554554 T2 2022.12.31

80

l1#OWdd .
I#ONd 3

ov

EEE TS

Xg'L

(W) arjenuasuon

0c ol S S¢C

X9¢CL

0g einbig

Sc'l

-08

o
o
-
awa u

1 G INjNUOXa e 3al13}lwo 3ap %



	Date Bibliografice
	Rezumat
	Descriere
	Referinţe bibliografice
	Revendicări
	Figuri

